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RESUMO

Medicamentos antimicrobianos sdo cada vez mais utilizados, com finalidades diversas,
em medicina veterinaria. Esta conduta pode ocasionar a presenca de residuos destes
compostos em alimentos de origem animal. Desta forma, o controle da presenca destes

contaminantes se torna imprescindivel do ponto de vista de salude publica.

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento, validacdo e posterior utilizacdo
de metodologias para analise de antimicrobianos em produtos destinados a alimentacdo

animal e produtos de origem animal destinados ao consumo humano.

Diferentes metodologias, com abordagem tanto qualitativa como quantitativa, foram
desenvolvidas, contemplando as seguintes classes de antimicrobianos: sulfonamidas,
guinolonas, fluorquinolonas, tetraciclinas, beta-lactamicos, macrolideos, lincosamidas, além
de trimetoprima e bromexina. Os métodos multirresiduos desenvolvidos contemplaram um

total de até 46 compostos diferentes numa mesma andlise.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas foi utilizada, com
diferentes abordagens: cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo
tandem (LC-MS/MS) e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas hibrida
guadrupolo-tempo de voo (LC-QTOF). Os diferentes procedimentos de preparo de amostras
foram desenvolvidos com o enfoque comum de reunir eficiéncia, praticidade, baixo custo e

baixa produgdo de residuos, combinacdo ideal para analises de rotina.

As metodologias validadas foram aplicadas a andlise de 4962 amostras provenientes
do Servigo de Inspegdo Federal (SIF), do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento,
sendo 2728 amostras de musculos de animais de diferentes espécies, 1105 amostras de leite

bovino e 1129 amostras de ragdes.

Foram detectados residuos em 130 das 1126 amostras de ragdes, representando
11,25% das amostras analisas. Ja para os alimentos de origem animal, o nimero de amostras
contendo residuos acima do limite de quantificagao foi 39, que corresponde a 1,02% do total
de amostras analisadas (3833). Entretanto, as amostras ndo conformes, que sdo aquelas com
concentracao de residuos acima do limite maximo de residuo estabelecido para o composto

naquela matriz, foram apenas 13, representando 0,34% do total de amostras analisadas.
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Por fim, as metodologias desenvolvidas se mostraram adequadas para deteccao
simultanea de antimicrobianos em matrizes bioldgicas, proporcionando maior rapidez, menor
custo de andlise e geracdo de resultados confidveis quando testadas em amostras reais nas

condigdes existentes nos servigos de inspegao.
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ABSTRACT

The objective of this work was the development, validation and subsequent use of
methodologies for analyzing antimicrobials in products intended for animal nutrition and

products of animal origin for human consumption.

Different methodologies, with both qualitative and quantitative approaches, were
developed, covering the following classes of antimicrobials: sulfonamides, quinolones,
fluoroquinolones, tetracyclines, beta-lactams, macrolides, lincosamides, in addition to

trimethoprim and bromexin.

Liquid chromatography coupled to mass spectrometry was used with different
approaches: liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) and
liguid chromatography coupled to quadrupole-time hybrid mass spectrometry (LC-QTOF). The
different preparation of samples developed with the common approach of to bringing
efficiency, practicity, low cost and low waste generation, ideal combination for routine

analysis.

Developed methodologies were applied to 4962 samples of the Federal Inspection
Service (SIF), of the Ministry of Agriculture, Livestock and Food Supply, 2728 samples of

muscles of different species, 1105 samples of bovine milk and 1129 samples of rations.

Positive results were obtained in 130 of 1126 feed samples, representing 11.25% of
the analyzed samples. For animal origin products, the number of samples above the
quantification limit was 39 to 3833 samples analyzed, corresponding to 1.02% of the total.
However, non-compliant samples, which are those with a concentration above the maximum
residue limit established for the compound in that matrix, were only 13, representing 0.34%

of the total samples analyzed.

Finally, the methodologies developed were suitable for the simultaneous detection of
different antimicrobials of different classes in different foods of animal origin, providing
greater speed and lower analytical cost when tested in real samples under conditions in the

inspection service.



1 INTRODUCAO

A descoberta dos antimicrobianos, no inicio do século passado, marcou uma nova
era nos tratamentos de saude. As infec¢Oes foram, por muito tempo, doencas sem opgdo
terapéutica, que muitas vezes levavam a 6bito. Desde entdo, novas classes de
antimicrobianos foram descobertas e novos compostos sintetizados, sempre em busca de

melhores resultados quando algum composto deixava de ser efetivo.

A utilizagao de antimicrobianos foi difundida ndao s6 em termos de saude humana,
mas também na medicina veterindria. Além da utilizacdo terapéutica, estes compostos
também sdo eficientes para fins profilaticos ou como melhoradores de desempenho,
aumentando a conversao alimentar dos animais submetidos a determinadas doses destas
substancias. Desta forma, os antimicrobianos sdo atualmente utilizados em larga escala na

pecuaria, em medicamentos, racdes medicamentadas e d4gua para consumo pelos animais.

Quando substancias permitidas para uso sao administradas a animais produtores de
alimentos, deve-se observar um periodo entre o tratamento e o abate destes animais, ou
sua ordenha, para evitar a presenca de residuos em alimentos de origem animal, acima dos
limites regulatérios estabelecidos. Esse periodo chama-se periodo de caréncia, e se nado for
respeitado, pode levar a presenga de residuos de antimicrobianos nesses alimentos. A
existéncia destes compostos pode ocasionar alergia em individuos sensiveis a essas
substancias, como, por exemplo, a penicilinal; perdas na industria de laticinios podem
ocorrer, uma vez que processos que dependam da fermentagao podem ser prejudicados

pela presenca destes compostos?, além de resisténcia a antimicrobianos3.

A resisténcia é ocasionada pela pressdao seletiva decorrente da exposicao a
antimicrobianos, mesmo em concentragdes subterapéuticas, favorecendo a proliferacao de

bactérias resistentes.

Em relacdo aos alimentos, limites maximos de residuos (LMR) para antimicrobianos

sdo previstos na legislacdo de diversos paises e/ou blocos econdmicos como, Brasil, Unido



Europeia, Estados Unidos, Russia, Canadd, entre outros, que devem ser monitorados em

atendimento a programas de controle de residuos vigentes.

Diferentes estratégias analiticas podem ser empregadas para andlise de residuos de
farmacos em matrizes complexas, como alimentos de origem animal (carne, leite, ovos e
mel, por exemplo) e produtos para alimentacdo animal (racdes, premixes, nucleos,
suplementos e concentrados). Neste trabalho serdo avaliados diferentes procedimentos
para preparacao de amostras complexas envolvendo técnicas instrumentais avancadas para
analises multirresiduos, com alta sensibilidade e especificidade. Neste contexto, serao
empregadas técnicas de cromatografia a liquido, acopladas tanto a espectrometria de
massas de alta resolucdo (LC-QTOF-MS) para screening como a espectrometria de massas
em modo tandem (LC-MS/MS) para quantificacdo. Além dos protocolos relacionados a
parte analitica, serdo realizados monitoramentos para quantificacdo e avaliacdo da
incidéncia dos compostos em estudo em diferentes produtos de origem animal, como leite
e musculo, e em produtos utilizados para a alimentacdo animal (dos tipos racdo, premixes,

nucleos e concentrados), correlacionando a ocorréncia dos compostos.

As estratégias propostas neste trabalho terdao por objetivo final tragar um perfil da
incidéncia de antimicrobianos em alimentos utilizados para nutricdo animal e em alimentos
de origem animal consumidos diariamente pela populagdao, produtos provenientes da

fiscalizagdo federal sob a responsabilidade do MAPA.



2 OBIJETIVOS

2.1 OBIJETIVO GERAL

Desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas qualitativas e quantitativas

para determinacdo de residuos de antimicrobianos de diversas classes em musculo, leite e

racGes. Emprego das metodologias desenvolvidas na analise de produtos provenientes do

Servico de Inspecdo Federal do Brasil.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

A.

Desenvolver e validar metodologia analitica para determinacdo da
ocorréncia de antibidticos pertencentes as classes sulfonamidas,
tetraciclinas, fluorquinolonas, quinolonas, macrolideos, lincosamidas e beta-
lactamicos, totalizando 46 substancias, em amostras de alimentos de origem
animal (leite bovino, musculo bovino, suino, de aves, eqliino, pescado e
camarido) em niveis de ug Kg?, utilizando cromatografia liquida acoplada a
diferentes técnicas de espectrometria de massas, sendo utilizado
cromatégrafo a liquido acoplado a espectrdmetro de massas em modo
tandem — LC-MS/MS (espectrometria de massas de baixa resolugdo) e
cromatdgrafo a liquido acoplado a espectrometro de massas hibrido, com

quadrupolo-tempo de voo — LC-QTOF-MS (alta resolucdo).

Desenvolver e validar metodologia analitica para confirmacao e
quantificacdo de antibidticos beta-lactamicos, que ainda ndo sao
monitorados pelo PNCRC, por nao dispor de metodologia para quantificacao

em leite bovino, em niveis de ng mL?, utilizando-se LC-MS/MS.

Desenvolver e validar metodologia analitica para confirmacao e
quantificacdo de compostos das classes macrolideos e lincosamidas, que

ainda ndo sdao monitorados pelo PNCRC, por ndo dispor de metodologia para



F.

quantificacdo destas substancias, em leite e musculo de animais de

diferentes espécies, em niveis de ng mL? e pg Kg2, utilizando-se LC-MS/MS.

Desenvolver e validar metodologia analitica para determinacdo e
quantificagdo de antimicrobianos pertencentes a diferentes classes
(sulfonamidas, tetraciclinas, fluorquinolonas, quinolonas) por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em modo tandem (LC-MS/MS)
em produtos destinados a nutricdo animal (racGes, concentrados, premixes

e nucleos).

Realizar monitoramento, no periodo de dois anos, em leite, musculo e racdo

provenientes do Servico de Inspecdo Federal em todo o pais.

Avaliar a incidéncia dos antimicrobianos em alimentos destinados a nutricao
animal e em amostras de alimentos de origem animal analisadas durante o

periodo de monitoramento.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORICO DOS ANTIMICROBIANOS

Devido a inexisténcia de antimicrobianos, durante muito tempo, os microrganismos
foram responsaveis por doencas que assolaram a humanidade, de cura muito dificil ou até
mesmo impossivel. A descoberta da penicilina, no inicio do século XX, trouxe alivio tdo

grande que foi considerada um milagre*.

A penicilina foi a primeira substancia descoberta capaz de eliminar microrganismos.
Essa descoberta permitiu salvar milhGes de pessoas desde entdo, tendo papel fundamental
na Segunda Guerra Mundial, e rendeu o Prémio Nobel de Medicina de 1945 a Alexander
Fleming, que a descobriu, juntamente com dois cientistas que propuseram uma técnica de

produc¢do de penicilina em escala industrial, Howard Florey e Ernst Chain*

No periodo entre a descoberta da penicilina e sua producdo industrial, Gerhard
Domagk descobriu a atividade antibacteriana do corante vermelho de prontosil, que
originou a classe de antimicrobianos sintéticos sulfonamidas, que também foi introduzida
como agente terapéutico na década de 40. Entre os anos 1940 e 1960, varias classes de
antibidticos naturais foram descobertas: macrolideos, tetraciclinas, beta-lactamicos,
aminoglicosideos, peptideos, fenicdis e outros. Entre as décadas de 1960 e 1980, foram
introduzidos no mercado antimicrobianos semissintéticos, derivados dos aminoglicosideos,
beta-lactamicos e tetraciclinas. Entre 1980 e 2000, a classe das fluoroquinolonas foi
introduzida no mercado. Entretanto, neste periodo houve uma reduc¢do na introdugao de
novos antimicrobianos ao mesmo tempo em que ocorreu aumento na incidéncia de

resisténcia bacteriana, o que se intensificou no periodo seguinte até os dias de hoje>.

Cabe diferenciacdo entre as denominagdes “antibidtico” e “antimicrobiano”;
antibiotico, do grego, significa “contra a vida das bactérias” (a favor da nossa), e refere-se
a substancias utilizadas para destruir ou inibir o crescimento de microrganismos. Ja

antimicrobiano se refere a qualquer substancia utilizada no combate a infec¢des, podendo



ser antibidticos, antissépticos e desinfetantes. Doravante, as substancias objeto deste

trabalho serdo denominadas antimicrobianos.

3.2 USO DE ANTIMICROBIANOS EM MEDICINA VETERINARIA

A utilizacdo de antimicrobianos em medicina veterinaria para fins terapéuticos se
deu a mesma época da sua utilizacdo em saide humana, no inicio da década de 40. Muitas
das classes de antimicrobianos utilizadas para terapias em humanos sado utilizadas também
em animais. No caso dos animais destinados a producdo de alimentos, as principais classes
utilizadas sdo os beta-lactamicos, tetraciclinas, fluorquinolonas, aminoglicosideos,

macrolideos e sulfonamidas.

Entretanto, os antimicrobianos ndo sdo utilizados apenas para fins terapéuticos.
Estas substancias podem ser empregadas em medicina veterinaria para fins de profilaxia,

metafilaxia e melhoria de desempenho, também chamados promotores de desempenho.

A profilaxia mediante substancias antimicrobianas é realizada para proteger o
animal de possiveis infec¢des, de maneira preventiva. Tal medida pode ser adotada, por
exemplo, quando um animal é submetido a cirurgia e se deseja prevenir infecgdes. Ja a
metafilaxia é realizada para prevenir a propagac¢dao de uma doenga infecciosa a animais de
um rebanho, quando um dos individuos, ou um grupo, encontra-se doente. O uso
metafilatico é também chamado de tratamento de animais de risco ou de animais de
contato, e o agente antimicrobiano é aplicado aos animais através da dgua ou da comida,

por exemplo.

A utilizagdo de antimicrobianos como promotores de crescimento, foi aprovada nos
Estados Unidos pela Food and Drug Administration (FDA) no inicio da década de 1950,
guando foi observado que antibidticos em baixas dosagens atuavam melhorando a
conversdo alimentar dos animais e favorecendo o ganho de peso. A partir disso, o uso de
antimicrobianos se propagou, adicionados em ragdes, tanto em concentragdes menores

gue as de profilaxia quanto de terapia, de modo continuo. O objetivo foi manter a qualidade



do ambiente no trato digestério em animais de producdo, através da reducdo da
competicdo por nutrientes e producdao de metabdlitos que deprimem o crescimento dos
animais, ocasionando maior produtividade e crescimento, e, assim, diminuindo o tempo
necessario para atingir o peso ideal para abate; aumentando a eficiéncia da dieta e,
portanto, diminuindo o consumo de racdo; melhorando a salde e a resisténcia a doencas e

diminuindo a mortalidade®.

Entretanto, com o desenvolvimento da resisténcia a algumas classes de
antimicrobianos, a legislacdo tem se tornado cada vez mais rigida, tanto no Brasil como em
outros paises. Hoje, apenas alguns antibiéticos podem ser utilizados para promover
crescimento, de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecudaria e Abastecimento. Alguns
exemplos de antimicrobianos autorizados como promotores de crescimento sao
tilmicosina, tilosina, lincomicina, bacitracina, colistina e tiamulina, e sdo usados para

alimentacdo de bovinos, suinos e aves, principalmente frango.

3.2.1 Classes de antimicrobianos utilizados em medicina veterinaria

3.2.1.1 Quinolonas e Fluorquinolonas

As quinolonas sdo substancias amplamente utilizadas, tanto em medicina humana
como em medicina veterinaria. As primeiras substancias descobertas, flumequina, acido
nalidixico e acido oxolinico, sdo chamadas quinolonas de primeira geracado e tiveram rapido
emprego no combate de infec¢Oes urindrias de dificil tratamento. Na década de 1980, um
novo grupo foi sintetizado, chamado quinolonas de segunda geracao ou fluorquinolonas,
ampliando-se o espectro de a¢do das quinolonas, do qual fazem parte enrofloxacino,
norfloxacino, difloxacino, ciprofloxacino, entre outros. Quinolonas de terceira e quarta
geracgao foram sintetizadas desde entdo, as quais tem seu uso mais restrito, principalmente
o ultimo grupo, a ambiente hospitalar humano’. A Figura 1 apresenta o grupo piperazinil,

presente nas fluorquinolonas.
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Figura 1. Grupo piperazinil das fluoroquinolonas

As quinolonas de primeira geracdo tém caido em desuso, devido ao seu espectro de
acdo restrito. As fluorquinolonas, entretanto, sdo amplamente empregadas, pois sdo
bioativas no combate de uma ampla gama de agentes infecciosos. Em medicina veterinaria,
sdo empregadas no combate a infeccdes do sistema urinario, gastrinterite, otite, infeccdes
dérmicas, entre outros. A resisténcia antimicrobiana é observada principalmente no grupo
das quinolonas de primeira geracdo’. Na Figura 2, sdo apresentas as estruturas moleculares
de dois dos principais compostos da classe das fluorquinolonas, ciprofloxacino e

norfloxacino.

o

Figura 2. Estrutura molecular do ciprofloxacino e do norfloxacino, respectivamente

3.2.1.2 Sulfonamidas

As sulfonamidas, também conhecidas como sulfas, foram os primeiros
antimicrobianos empregados de maneira sistémica no combate a infec¢des. Foram
descobertas por Dogmak, na década de 1930, apds observar que o corante prontosil
apresentava efeito antimicrobiano. Apds, muitos pesquisadores buscaram obter
substancias andlogas que também tivessem atividade contra microrganismos e, entre cerca

de 5000 substancias que foram sintetizadas, 20 delas tinham propriedades terapéuticas’.



As sulfonamidas sdo substancias de amplo espectro, com acdo contra bactérias e
protozoarios, sendo muito eficazes quando sdo administradas no inicio da infec¢do. Devido
ao aparecimento de resisténcia antimicrobiana e efeitos adversos, tiveram seu uso limitado,
mas voltando a ser uma opcao interessante com o desenvolvimento da trimetoprima, na
década de 1970. Essa substancia, em associacdo com as sulfas, tem a acdo antimicrobiana
potencializada. Essa combinagao vem sendo utilizada em animais de criagao, com o objetivo
de prevenir as denominadas “doencas de confinamento”’. Na Figura 3, esta apresentada a

estrutura do sulfametoxazol.

Figura 3. Estrutura molecular do sulfametoxazol

3.2.1.3 Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo assim denominadas por possuirem quatro anéis (ou ciclos) em
sua estrutura. S3o substancias produzidas por diversas espécies de Streptomyces, podendo
ser naturais (como clortetraciclina e oxitetraciclina) ou semissintéticas (doxiciclina e
demeclociclina). Foram utilizadas pela primeira vez em 1948, tendo sua estrutura elucidada
em 1953, o que permitiu a obtencdo dos compostos semissintéticos’. Na figura 4, a
estrutura molecular da tetraciclina, composto pertencente a classe das tetraciclinas, é

apresentada.

Figura 4. Estrutura molecular da tetraciclina
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Sao antibidticos de amplo espectro de acdo antimicrobiana, e atuam sobre vdrias
bactérias e alguns protozodrios. A resisténcia é observada entre as bactérias e Mycoplasma,
porém é rara para os patégenos intracelulares, como Chlamydia. As tetraciclinas podem ser

administradas por via oral, além de uso tdpico, oftalmoldgico e no tratamento da mastite’.

As tetraciclinas sdo extensivamente usadas para o controle de infec¢des bacterianas
tanto em humanos quanto em animais. Em adigdo ao seu uso terapéutico, essa classe tem
sido usada como suplemento alimentar na pecuaria. Esses compostos possuem multiplos
grupos funcionais com propriedades acido-base. Muitas tetraciclinas possuem

caracteristicas anfotéricas com ponto isoelétrico entre 4,0 e 6,08.

A tetraciclina transforma-se em anidrotetraciclina (ATC) em meio acido, com pH <
2,0. A tetraciclina e a anidrotetraciclina, representadas abaixo na Figura 5, epimerizam a
forma 4-epitetraciclina (ETC) e 4-epianidrotetraciclina (EATC), respectivamente, em pH

entre 2,0 e 6,08.

Figura 5. Estruturas da anidrotetraciclina e da 4-epitetraciclina, respectivamente

3.2.1.4 Macrolideos

Os macrolideos sdo antibidticos cujas moléculas tém um anel lacténico macrociclico,
ao qual se ligam agucares. A eritromicina foi o primeiro macrolideo obtido, em 1952, a partir

de culturas de Streptomyces erythreus’.

Possuem emprego limitado em medicina veterinaria, devido a toxicidade para
herbivoros quando administrados por via oral. A espiramicina é o macrolideo de menor

espectro de atividade antimicrobiana, porém é bem tolerado por via oral. Os macrolideos
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sdo compostos bacteriostaticos (provocam inibicdo do crescimento ou da multiplicacdo),
podendo ser bactericidas (que provocam a morte) em altas concentracdes’. Na Figura 6, a

estrutura molecular da azitromicina, pertencente a classe dos macrolideos, é apresentada.

H3C\

HO,

HO
HaC™"

Figura 6. Estrutura molecular da azitromicina

3.2.1.5 Lincosamidas

As lincosamidas sao monoglicosideos ligados a um aminoacido. A lincomicina e a
clindamicina sdo os principais representantes da classe. A primeira foi isolada de culturas
de Streptomyces lincolnesis em 1955, e foi empregada terapeuticamente pela primeira vez
em 1962. Ja a clindamicina é um derivado semissintético obtido em 1966, e conta com um
espectro de agdo maior. Apesar de terem estrutura quimica diferente dos macrolideos,
apresentam espectro de agdo antimicrobiana e mecanismo de a¢ao semelhantes a estes.
Quando associadas a aminoglicosideos (espectinomicina) e fluorquinolonas, tém seus

efeitos potencializados’.

3.2.1.6 Beta-lactamicos

As penicilinas e as cefalosporinas sdo antibiéticos em cuja estrutura ha um anel beta-
lactamico. Possuem acdo bactericida, atuando na parede celular em formacgao; portanto,

ndao atuam sobre bactérias com paredes ja formadas, mas sim no momento da
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multiplicacdo. Os beta-lactamicos sdo antibidticos tempo-dependentes, ou seja, o tempo
gue a bactéria fica exposta ao agente antimicrobiano é mais importante que a concentracao

necessdria para seu efeito’.

As penicilinas foram descobertas acidentalmente por Alexander Fleming, em 1928,
sendo a substancia produzida pelo fungo Penicillium, que contaminou sua placa de cultura
e causou a lise das bactérias ao seu redor. Podem ser naturais (penicilina G, representada
na Figura 7), obtidas por fermentacdo do Penicillium (penicilina V), semissintéticas,
resistentes a penicilase (nafcilina, oxacilina, dicloxacilina), de largo espectro (amoxicilina e
ampicilina, geralmente utilizadas em associacdo com acido clavulanico) e antipseudomonas

(carbenicilina e azlocilina)”.

H

NH :
R\ﬁ jjyz/s CH;
° N\«><cw

0]

‘COOH
Figura 7. Estruturas basicas das penicilinas

J4 as cefalosporinas provém do fungo Cephalosporium acremonium. Podem ser de
primeira (cefalexina, representada na Figura 8, e cefapirina), segunda (cefaclor,
cefuroxima), terceira (ceftiofur, cefoperazona) ou ainda quarta geragao (cefquinoma,
cefpiroma); diferem entre os grupos, e até mesmo entre os compostos de mesmo grupo,
via de administracdo e resisténcia bacteriana. De modo geral, possuem caracteristicas

farmacocinéticas semelhantes as penicilinas’.

NH,

H
N S
|
0 N
0~ = CH;
7/
o) OH

Figura 8. Estrutura molecular da cefalexina
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3.2.1.7 Trimetoprima e Bromexina

A trimetoprima (Figura 9), uma diaminopirimidina, foi descoberta nos anos 1970, e
representou um grande avanco na quimioterapia, pois sua associa¢cdo com as sulfonamidas
permitiu a possibilidade de cura para diversas infeccdes que ndo eram mais contidas.
Apresenta raros casos de resisténcia bacteriana, e sua combina¢do com as sulfas possui
efeito bactericida, ao contrario das substancias utilizadas individualmente. Encontra-se
comumente associada com sulfametoxazol, podendo também ser utilizada com a
sulfadoxina e a sulfadiazina. Esta juncdo da trimetoprima com uma sulfonamida tem amplo

espectro de acdo’.

A bromexina é um derivado sintético da vasicina, alcaloide presente na planta
Adhatoda vasica. E um expectorante, ou seja, produz diminuicdo da viscosidade das
secrecOes. Ndo apresenta atividade antimicrobiana, porém é utilizado em associagdo com
agentes antimicrobianos, tais como oxitetraciclina, amoxicilina e cefaloridina. Relata-se
aumento da concentragcdo de antimicrobianos em secre¢bes pulmonares, quando sao
empregadas em associagdo com a bromexina, o que significa a facilitacao do tratamento de
bronquites infecciosas. Também é empregada em associagdo com antimicrobianos,
geralmente a gentamicina, para o tratamento de mastites. O agente antimicrobiano ataca

0 microorganismo causador da infec¢do, enquanto o expectorante elimina os grumos

formados no leite em decorréncia da enfermidade”’.

NH,

OCH

NT X 3
P

H,N N OCHj

Figura 9. Estrutura molecular do trimetoprima
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3.3 ANALISE DE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL
E RACOES

Ha mais de uma década, a identificacdo de compostos orgéanicos, tais como farmacos
e pesticidas, € uma das principais linhas de pesquisa em relacdo a qualidade de produtos
de origem animal e a seguranca dos mesmos. Essas preocupacdes estdo baseadas no uso
extensivo de medicamentos veterindrios, como ferramentas de manejo, para fins de
tratamento de doencas, profilaxia ou promoc¢do de crescimento, além dos compostos
utilizados em agricultura e que podem ser introduzidos na cadeia através da alimentacao

dos animais.

Os farmacos sdao moléculas bioativas que podem estar presentes nos alimentos de
origem animal, apds a sua administracdo em animais produtores de alimentos. Uma vez
administrados, podem ser excretados na sua forma inalterada ou como metabdlitos na
urina e fezes. Porém, uma parcela pode permanecer no organismo do animal, em tecidos
muitas vezes comestiveis, como musculo, figado e rim, ou ser excretada através do leite e,

desta forma, expor os consumidores a estes compostos.

Residuos de farmacos em alimentos sdo preocupantes, na medida em que podem
apresentar riscos a saude, devido a possibilidade de reagdes alérgicas, carcinogenicidade, e
promogao de resisténcia bacteriana, no caso dos antimicrobianos. Um alto nimero de
estudos relata casos de reacdo alérgica em humanos apdés o consumo de alimentos
contendo niveis residuais de antimicrobianos como, por exemplo, beta-lactdmicos®. Em
adicdo, devido a permanéncia de compostos antimicrobianos oriundos de aplicagGes
terapéuticas em animais produtores de leite, o processo industrial para a produgdo de
derivados do leite como, por exemplo, iogurte e queijo, pode ser afetado, podendo resultar

em perdas econdmicas consideraveis, ja que lotes de produtos podem ser descartados? °.

Varias agéncias governamentais e organismos internacionais como o Codex
Alimentarius, European Medicines Agency (Unido Europeia), Food and Drug Administration
(Estados Unidos) e, no Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA)

e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) definiram valores de concentracao
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maxima de residuos de fdrmacos em alimentos de origem animal, para que o alimento seja
seguro para consumo, denominados Limites Maximos de Residuos (LMRs). Esses limites sdo
estabelecidos através de estudos toxicoldgicos, sendo uma das abordagens mais aplicadas
a identificacdo do “nivel sem efeito observado” (NOEL, no observed effect level), seguido da
determinacdo da ingest3do didria aceitavel (IDA, acceptable daily intake)®. A IDA é calculada
considerando um fator de seguranca, usualmente 100, em relacdo a NOEL. Apds esta
definicdo e tendo como base os dados de distribuicdo do composto é possivel definir os

valores de LMR.

No Brasil, o monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios e
contaminantes na cadeia produtiva de alimentos fica a cargo do MAPA, através da execucao
do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC). Os valores de LMR
para os compostos avaliados neste trabalho, para as matrizes leite e musculo, de acordo

com a legislacdo do MAPA, sdo citados na Tabela I.
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Tabela I. Limites maximos de residuos (LMR) de antimicrobianos para leite bovino e musculo de animais de
diferentes espécies

LMR L,MR L,MR L,MR L'MR L'MR
Analito Classe leite musgulo mus,culo musculo musgulo muscylo
(ng mL%) bovnr]o sump ave§ equnr_lo de pel_xe
(g gt (ngg) (ngg") (ngg") (ngg™)
Eritromicina Macrolideos 40,0 nc nc nc nc nc
Espiramicina Macrolideos 200,0 200,0 nc nc nc nc
Lincomicina Lincosamidas 150,0 nc nc nc nc nc
Tilosina Macrolideos 50,0 nc nc nc nc nc
Azitromicina Macrolideos 100,0 nc nc nc nc nc
Clindamicina Lincosamidas 150,0 nc nc nc nc nc
Tilmicosina Macrolideos 50,0 nc nc nc nc nc
Penicilina G beta-lactamicos 4,0 nc nc nc nc nc
Penicilina vV beta-lactamicos 40 nc nc nc nc nc
Ampicilina beta-lactamicos 4,0 nc nc nc nc nc
Amoxicilina beta-lactamicos 4,0 nc nc nc nc nc
Oxacilina beta-lactamicos 30,0 nc nc nc nc nc
Cloxacilina beta-lactamicos 30,0 nc nc nc nc nc
Dicloxacilina beta-lactamicos 30,0 nc nc nc nc nc
Ceftiofur beta-lactamicos 100,0 nc nc nc nc nc
Cefquinoma beta-lactamicos 20,0 nc nc nc nc nc
Cefapirina beta-lactamicos 60,0 nc nc nc nc nc
Cefoperazona beta-lactamicos 50,0 nc nc nc nc nc
Cefalonio beta-lactamicos 20,0 nc nc nc nc nc
Nafcilina beta-lactamicos 30,0 nc nc nc nc nc
Cefalexina beta-lactamicos 100,0 nc nc nc nc nc
Sulfadimetoxina Sulfonamidas .
Sulfatiazol Sulfonamidas Soma igual
- - a100,0
Sulfametazina Sulfonamidas
Sulfametoxazol Sulfonamidas Soma i i i i nc
Sulfaquinolina Sulfonamidas igual a Somaigual  Soma igual  Soma igual  Soma igual nc
- - a100,0 a100,0 a100,0 a100,0
Sulfadoxina Sulfonamidas 100,0 nc
Sulfaclorpiridazinaa Sulfonamidas nc
Sulfadiazina Sulfonamidas nc
Sulfamerazina Sulfonamidas nc
Sulfizoxazol Sulfonamidas nc nc nc nc nc nc
Norfloxacino Fluoroquinolonas 10,0 nc nc nc nc
Difloxacino Fluoroquinolonas 100,0 400,0 nc 300,0 nc 300,0
Ciprofloxacino Fluoroquinolonas _Sor‘r;a Soma igual nc Soma igual nc Soma igual
Enrofloxacino Fluoroquinolonas Iggg’: a100,0 nc a100,0 nc a100,0
Sarafloxacino Fluoroquinolonas 20,0 20,0 nc 10,0 nc 30,0
Acido nalidixico Quinolonas 20,0 20,0 nc 20,0 nc 20,0
Flumequina Quinolonas 50,0 500,0 nc 500,0 nc 600,0
Acido oxolinico Quinolonas 20,0 100,0 nc 100,0 nc 20,0
Danofloxacino Fluoroquinolonas 30,0 200,0 nc 200,0 nc nc
Inibidores da
Trimetoprima dihidrofolato 50,0 nc nc nc nc nc
redutase
Bromexina Mucolitico 50,0 nc nc nc nc nc
Tetraciclina Tetraciclinas Soma Somaigual Somaigual Somaigual Somaigual  Soma igual
Clortetraciclina Tetraciclinas igual a 22000 22000 22000 22000 22000
Oxitetraciclina Tetraciclinas 100,0
Doxiciclina Tetraciclinas 100,0 100,0 100,0 100,0 nc

*nc = ndo consta valor de LMR estabelecido para este composto nessa matriz

Para substancias em que n3ao ha LMR estabelecido para determinada matriz, foi

definido um valor chamado Nivel de Validacdo Adotado (NVA), que estd de acordo com a
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legislacdo internacional (CODEX ou Unido Européia), ou ainda, no caso de inexisténcia de
valores de referéncia internacionais, foi definido tendo como base a abordagem ALARA (as

low as reasonable achievable — o mais baixo quanto razoavelmente possivel).

Para substancias cuja utilizacdo é proibida em pecudria, sdo definidos Limites
Minimos de Desempenho Requerido (LMDRs), que sdo os limites minimos de quantificacdo

gue os laboratérios responsaveis pelo monitoramento destes compostos devem atingir.

Além disso, o controle destes residuos em produtos para alimentacdo animal
também se mostra fundamental, com o objetivo de controlar toda a cadeia e mitigar a
presenca de agentes danosos aos consumidores, pois permite que se tenha uma visdo
completa da cadeia e se correlacione com a deteccdo dos residuos em alimentos de origem

animal.

A fiscalizacdo acerca destes produtos também é realizada pelo MAPA. Geralmente,
uma industria de ragGes produz diferentes tipos de racdes em uma mesma planta de
producdo. Dessa forma, compostos provenientes da producdo de um dado tipo de produto
podem ser transportados, acidentalmente, a racdo produzida na sequéncia. Essa
contaminagao cruzada é considerada inevitavel, mesmo quando atendidas boas praticas de
fabricacdo, sendo que as consequéncias e possiveis novos riscos ndo foram ainda

completamente elucidados?.

Considerando a utilizacdo de boas praticas de fabricacdo e seguindo a mesma
abordagem da Unido Europeia para compostos permitidos em ra¢des, os niveis maximos de
contaminacgao cruzada inevitavel de antimicrobianos devem seguir o principio ALARA. Uma
taxa de contaminagao de 3%, comparada ao teor maximo autorizado, deve ser considerada
em ragdes para espécies menos sensiveis, enquanto uma contaminagao de 1% em relagao
ao teor maximo autorizado deve ser observada para ragdes que serdao administradas a

animais sensiveis e no periodo de caréncia, ou seja, préoximo ao abate!? 12,

Dessa forma, a concentracdo chamada Ponto de Referéncia para Acdo (PRA)
corresponde a 1% da concentragdo terapéutica de um farmaco. Em outras palavras, se

algum antimicrobiano for encontrado em um produto para alimentacdo animal ndo
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medicada em concentracgdo superior a 1% de sua dose terapéutica, medidas fiscais deverdo
ser tomadas; este produto deverd ser retirado de circulagdo e inutilizado, bem como as
praticas de fabricacdo da empresa deverdo ser revistas. Os valores de PRA para alguns

compostos sdo citados na Tabela Il
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Tabela Il. Valores de ponto de referéncia para acdo (PRA) para antimicrobianos de acordo com suas
concentragles terapéuticas usuais em ragdes.

Composto PRA

(mg kg™)
Sulfaquinoxalina 0,62
Sulfadiazina 1,50

Sulfaclorpiridazina 1,85

Sulfametoxazol 0,75
Sulfamerazine 2,00
Clortetraciclina 1,00
Oxitetraciclina 0,44
Doxiciclina 0,18
Enrofloxacino 1,00
Ciprofloxacino 1,00
Norfloxacino 1,00
Trimetoprima 0,15

Varios testes qualitativos microbioldgicos ou imunoensaios tém sido regularmente
empregados no controle de residuos em diversas matrizes de origem animal, como musculo
e leite, principalmente no meio produtivo como, por exemplo, em plataformas de
recebimento de leite!3. Embora se apresentem como uma solucdo pratica e possuam
sensibilidade a mais de uma classe de antibidticos, eles ndo sdo especificos, necessitando-

se de métodos confirmatorios.

Com o advento do desenvolvimento de técnicas analiticas suficientemente
sensiveis, niveis cada vez mais baixos destes contaminantes podem ser detectados. Apds a
concentracdo e clean-up nas etapas de preparacdao de amostras de alimento ou ragao, a
subsequente analise normalmente é mediante cromatografia liquida (LC) com detecgdo por
ultravioleta (UV), fluorescéncia e acoplamento a espectrdmetro de massasi4?4. A

espectrometria de massas € uma ferramenta que tem se mostrado valiosa nesse campo de
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pesquisa, uma vez que propicia a determinacdo simultdnea de compostos com diferentes

caracteristicas quimicas®.

Diferentes técnicas de espectrometria de massas, acopladas principalmente a
cromatografia liquida, tém sido utilizadas para determinacdo de contaminantes organicos
em amostras de alimentos. Estas técnicas sdo capazes de trazer a luz informacdes
importantes, relacionadas a quantificacdo, com alta seletividade e sensibilidade. Através da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo tandem (LC-MS/MS),
uma avaliagao ampla dos contaminantes da amostra é possivel e dados sao obtidos através
de uma andlise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas por tempo
de voo (LC-QTOF-MS). Mais informacgGes acerca de técnicas cromatograficas acopladas a

espectrometria de massas serao dadas nas proximas secoes.

Diante do exposto, a determinacdo de residuos de farmacos em produtos
destinados a alimentacdo animal, bem como em alimentos ofertados aos consumidores,
desempenha um papel fundamental para a estimativa da exposicdo humana a estes
compostos, permitindo avaliar a extensdo dos danos causados pela utilizacdo dessas
substancias em medicina veterindria, para a garantia da qualidade e a seguranca de

alimentos.

3.4 PREPARO DE AMOSTRAS DE ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL E RAGOES

Com a crescente tecnologia empregada nos equipamentos utilizados para a
identificacdo e quantificacdo de compostos, é possivel obter-se limites de detec¢do (LDs)
menores, com sensibilidade e especificidade aos compostos de interesse em misturas
complexas. Assim, o foco tem se voltado as metodologias para a preparagao de amostras.
Esta etapa do procedimento analitico ainda é o que pode demandar mais tempo, pois é
mais suscetivel a erros. Um tratamento inadequado de uma amostra ou um extrato mal
preparado pode invalidar toda a analise, e mesmo o mais poderoso método instrumental

ndo podera fornecer um resultado vélido?.
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O conceito de um método de preparo de amostras é converter uma matriz real de
uma amostra em uma solucdo ou mistura que seja adequada para a andlise por uma técnica
analitica. Isso pode ser alcancado através da remocdo de potenciais interferentes da
amostra, pelo aumento da concentracdo do analito, pela conversao do analito a uma forma
mais adequada para a detec¢do ou separacao, constituindo-se num método robusto e

reprodutivel, que seja independente das variacdes de composicdo da matriz2®.

Em relacdo as amostras de alimentos e ragdes, os principais desafios estdo
relacionados a complexidade da matriz e a baixa concentracdo dos compostos alvos. Devido

a isso, um procedimento de tratamento de amostras normalmente inclui vérias etapas?’.

Atualmente, vérias técnicas estdo disponiveis para o preparo de amostras de origem
animal e ra¢les. Uma das mais utilizada é a extracdo em fase sélida (SPE, solid phase
extraction) > & 2834 Entretanto, o preparo da amostra se torna extremamente laborioso e
dispendioso, uma vez que para cada amostra utiliza-se um cartucho de SPE. E possivel ainda
encontrar trabalhos que citam a utilizacdo de solventes organicos toxicos na etapa de
limpeza do extrato, como hexano3> 3¢, o que também é desaconselhdvel do ponto de vista
ambiental e de protec¢do do analista, ou ainda, outras técnicas extremamente laboriosas e

caras, como dispersdo da matriz em fase sélida®’.

Em contrapartida, metodologias que utilizem o minimo possivel de insumos tém se
tornado cada vez mais atrativas, tanto do ponto de vista econdmico quanto ambiental4,
Dessa forma, o objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de metodologias que envolvam
poucos solventes organicos e etapas de limpeza do extrato (clean-up) sustentaveis, sem

perda de qualidade analitica.

Em todas as metodologias desenvolvidas, optou-se pela extragdo com solventes
organicos, acetonitrila ou metanol, em baixos volumes, a fim de diminuir o impacto da
utilizacdo destes. Além disso, as etapas de clean-up escolhidas tém o mesmo propdsito: 1)
purificacdo do extrato a baixa temperatura, que consiste no congelamento da amostra para
precipitacdo de proteinas residuais e/ou solidificacdo de gordura residual no extrato; 2)

purificacdo com C18-bulk, que tem por objetivo adsorver moléculas apolares, como



22

gorduras, presentes no extrato e 3) centrifugacdo, a fim de promover a precipitacdo de
interferentes. Ainda, sempre que possivel buscou-se a injecdo de baixos volumes de
extratos das amostras nos sistemas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas, com o objetivo de minimizar a presenca de possiveis interferentes, tanto na

separacdo cromatografica quanto na etapa de ioniza¢do no espectrometro de massas.

3.5 ANALISE DE ANTIMICROBIANOS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As técnicas de espectrometria de massas acopladas a cromatografia liquida
representam um grande avanco no que diz respeito a analise de contaminantes organicos,
por ser mais sensivel (possibilidade de andlise de tracos e ultratracos —mg L, pgLteng L
1), por ndo necessitar de derivatizac3o, permitir a determinacdo de compostos termoldbeis,
polares e ndo-volateis, além da deteccdo de compostos sem grupos cromoforos. Além disso,
o acoplamento da cromatografia liquida a espectrometria de massas fornece mais dados
relacionados a@ amostra e aos analitos devido a informac3o do espectro de massas3® 3°. Na
Figura 10, é apresentado um esquema geral de cromatdgrafo a liquido acoplado a

espectrémetro de massas.
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Figura 10. Esquema de cromatdgrafo liquido acoplado a espectrometro de massas.

Os espectrometros de massas mais empregados atualmente sdo o do tipo tandem
(MS/MS ou QgQ) e o espectrometro de massas hibrido quadrupolo-tempo de voo (QTOF

ou QTOF-MS); ambos utilizados em estudos confirmatdrios com excelentes resultados*®-4,

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-
MS/MS) pode ser considerada, atualmente, a técnica analitica mais utilizada para a
determinacgao quantitativa de residuos em amostras de alimentos e ragdes. Mediante o uso
do modo de monitoramento de ions MRM (Multiple Reaction Monitoring), que permite que
se obtenham dados unicamente a respeito dos ions selecionados, respostas
significativamente melhores para parametros de sensibilidade e seletividade sdo
observadas. Devido a isso, na grande maioria dos trabalhos desenvolvidos nos ultimos anos
com respeito a andlise qualitativa e quantitativa de residuos de farmacos em amostras

alimentares tem sido utilizada a técnica de LC-MS/MS 2 18 29,40,41,47-51

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas por tempo de véo (LC-
QTOF-MS) tem revelado um enorme potencial na andlise qualitativa e confirmatéria de
contaminantes organicos®. A resolucdo de massas, juntamente com a aquisicio de um

conjunto de dados completo em relacdo aos componentes da amostra, com alta
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sensibilidade, facilitam a realizacdo de uma varredura de amplo escopo®, tanto na
abordagem de compostos selecionados quanto ndo-selecionados. Ainda, é possivel realizar
uma avaliacdo de dados ja adquiridos a qualqguer momento, para pesquisar a presenca de
compostos adicionais (inicialmente n3o incluidos)®®, sem a necessidade de realizar uma
analise adicional — desde que o método extrativo aplicado tenha sido capaz de selecionar o

composto em questao.

Varios autores tém empregado essa técnica para avaliar a ocorréncia de grande
numero de contaminantes emergentes em produtos de origem animal. Para a analise de
residuos de cerca de 100 compostos de uso veterindario em matrizes de origem animal
(musculo, pescado e ovos), um método baseado no uso de LC-QTOF-MS foi desenvolvido e
validado de acordo com a Diretiva da Unido Europeia 2002/657/EC>2. Também utilizando
uma técnica instrumental de espectrometria de massas de alta resolucao, Kauffmann et a/
desenvolveram uma metodologia capaz de avaliar a presenca de mais de 100 substancias
em diferentes matrizes de origem animal: musculo, rim, figado, mel e pescado®3. Além
disso, o conjunto das duas técnicas de espectrometria de massas mencionadas, LC-QTOF-
MS e LC-MS/MS é uma poderosa ferramenta. Por exemplo, dezesseis metabdlitos do
farmaco omeprazol foram identificados por LC-QTOF-MS, e posteriormente determinados
em aguas superficiais e efluentes urbanos utilizando-se LC-MS/MS >4, Informac®es iniciais
sobre a presenca de contaminantes em amostras de aguas superficiais contendo 1100
poluentes organicos foram obtidas através de método screening por LC-QTOF-MS, para,
entdo, essas amostras serem reanalisadas e dados sobre a concentragao de 45 pesticidas

serem obtidos através de LC-MS/MS>>.

Pode-se afirmar que a espectrometria de massas tem sido a técnica de escolha para
a determinacgao de tragos de analitos organicos, incluindo antimicrobianos, por ser a técnica
de analise que proporciona bons resultados para compostos organicos, ser suficientemente
sensivel (o LD se encontra na ordem de ng L' e ug L) e ser especialmente adequada para
a andlise de amostras complexas devido a sua seletividade3® 3°. O rapido crescimento da

utilizacdo desta técnica se deve a possibilidade de obtencao de dados de alta qualidade, em
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concentracdes muito baixas. Na préxima secdo, serd elucidada a instrumentacao

empregada nas técnicas de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

3.5.1 Cromatografia liquida

A cromatografia liquida foi empregada, inicialmente, utilizando-se colunas de vidro
com didmetro de 5 ou 10 mm, recheadas com particulas sélidas, com tamanho entre 150 e
200 um, cobertas com liquido adsorvente. A separacdo era realizada com as moléculas de
interesses diluidas em um liquido, que se chama fase movel, que interagiam, em maior ou
menor escala, com as moléculas do liquido adsorvido no enchimento, chamado fase
estacionaria. De acordo com o grau de interacdo entre analito, fase estacionaria e fase

mdvel, substancias com diferentes caracteristicas eram eluidas mais rapidamente ou n3o0°®.

A cromatografia em coluna, apesar de eficiente, era uma técnica demorada, pois
apenas alguns mililitros de solucdo eram eluidos por minuto. Dessa forma, buscou-se
durante muito tempo, aumentar o rendimento da técnica, o que pode ser obtido através
da diminuicdo do tamanho de particula, aumento da pressdo de bombeamento (alcancado
com o advento de novos equipamentos para bombeamento de fase mdvel) e detectores
para fluxo continuo, originando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (high performance

liquid chromatography, HPLC)®.

A instrumentacdo necessdria para cromatografia liquida inclui reservatérios de
solventes para a fase mdvel, bomba capaz de produzir altas pressdes (algumas centenas de
atmosferas, em alguns casos), local para inje¢do das amostras (ou um modulo responsdvel
por isso, no caso de injetores automaticos) e coluna cromatografica. Apds a separagao na
coluna cromatografica, a amostra segue para o detector, que emite um sinal para um
computador para posterior processamento dos dados>®. A Figura 11 apresenta um esquema

da instrumentacao.
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Figura 11. Esquema da instrumentagdo basica utilizada na cromatografia liquida de alta performance

O detector a ser empregado depende do tipo de substdncia que se pretende
analisar. Moléculas com mais de 10 000 Da, por exemplo, podem ser separadas
empregando-se permeacao em gel ou filtracdo em gel, de acordo com a polaridade dos
analitos, que sdo técnicas que empregam exclusdo por tamanho. Espécies idnicas de baixa
massa molecular sdo separadas através de cromatografia ibnica, ou entdo, cromatografia

de particdo para moléculas pequenas mas ndo-idnicas®.

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas pode ser utilizada para
identificar moléculas organicas, que contenham substituintes ionizaveis, e que tenham
massa molecular entre 100 e 1200 Da, em geral. A combinac¢ao das duas técnicas representa
uma composicao ideal entre separacdo e detec¢ao, pois o espectrometro de massas pode

identificar as espécies a medida que elas sdo eluidas do sistema cromatografico®.
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3.5.2 lonizagdo por eletrospray (ESI)

A ionizacdo, etapa fundamental para a deteccdo das moléculas por espectrometria
de massas, pode ser através de vdrias fontesw; para antibidticos, as mais comumente
usadas sdo ESI (Eletrospray lonization) e APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization). E
possivel operar com dois modos de ionizagdo em LC-MS/MS e LC-QTOF; o modo positivo,
onde o analito é carregado positivamente, e o modo negativo, onde o analito possui carga
negativa. Para os antimicrobianos avaliados nesse estudo, melhor resposta instrumental é
obtida no modo de ionizag¢do positivo, sendo todos os ions precursores dos compostos

monitorados na forma [M+H]".

O sistema de ionizacdo tem a funcdo de remover o solvente oriundo da fase moével,
ionizar os analitos e reduzir efeitos de matriz (isso ocorre por meio de diferentes desenhos
e tecnologias que cada fabricante emprega, especialmente desenvolvidos para este fim).
Dentre os principais sistemas de ionizacdo pode-se citar spray eletrénico (ESI, electrospray
ionization - neste trabalho sera utilizada a palavra em inglés, pois se considera mais
adequada); ionizagdo quimica a pressdo atmosférica (APCl, atmospheric pressure chemical
ionization) e foto spray (photospray ionization). Neste texto, serd abordada apenas a ESI,

empregada neste trabalho.

Na ESI, dois modos de ionizagdo sdo possiveis: o modo positivo (o analito é
carregado positivamente) e o modo negativo (o analito é carregado negativamente). A
definicdo por um ou outro modo dependera principalmente da estrutura quimica dos
analitos. Para o caso dos antibidticos objetos desse estudo, dados ja publicados mostram
gue a ioniza¢ao no modo positivo é a mais adequada. A Figura 12 apresenta o esquema da

fonte de ionizagao por ESI, do equipamento utilizado neste trabalho.
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Figura 12. Representagdo esquematica da fonte de ionizagdo por eletrospray do equipamento utilizado

neste trabalho com a indicagao de seus principais componentes.

A molécula, ionizada com uma carga positiva, é representada por [M+H]*, a qual
refere-se a ion pseudo molecular. A ionizacdo também pode gerar espécies com carga
diferentes da unitaria, além da formacdo de outros adutos diferentes daqueles oriundos da
protonacdo e desprotonacgdo, como aqueles gerados através da coordenacdo com cations
ou anions. A presenca de multiplas cargas é mais comum para moléculas com maior massa

molecular e ndo foi objeto deste estudo e, portanto, este caso ndo sera abordado.

As moléculas ionizadas e dessolvatadas passam para o analisador de massas.

3.5.3 Espectrometro de massas triplo quadrupolo (LC-MS/MS)

O espectrometro de massas triplo quadrupolo, também chamado sequencial ou
ainda em modo tandem (MS/MS ou QgQ), equipamento utilizado no presente trabalho,
contém trés quadrupolos, dispostos sequencialmente. Os quadrupolos sdao formados por
guatro hastes dispostas a 90° uma da outra. Os pares opostos sdo conectados eletricamente
e uma tensao é aplicada, de radiofrequéncia (RF) e de corrente continua (DC). Com valores
especificos dessas tensGes, os ions com particular m/z seguem uma trajetéria estavel

através do quadrupolo até alcancar o detector®’.
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No caso do triplo quadrupolo, esse arranjo dos quadrupolos permite variadas
combinacdes e modos de aquisicdo dos dados. O modo de andlise, entretanto, mais
amplamente utilizado é o monitoramento de reacbes multiplas (Multiple Reaction
Monitoring, MRM), em que é realizada a separacdo dos ions moleculares selecionados no
primeiro quadrupolo, a fragmentacdo dos ions no segundo quadrupolo e no terceiro
guadrupolo ocorre a selecdo dos fragmentos originados pelo segundo quadrupolo, os quais
chegam, entdo, ao detector de massas, que se localiza ao final da sequéncia de
guadrupolos. Todo esse processo ocorre na escala de milissegundos e a deteccdo é feita de
maneira permanente durante o tempo estipulado como de analise. Os modos de aquisi¢do

de dados mediante LC-MS/MS sdo descritos na préxima secao.

3.5.3.1 Modos de aquisi¢do por LC-MS/MS

O equipamento utilizado permite que os dados sejam adquiridos por meio de
diversos modos de operacdo, a citar: varredura no primeiro quadrupolo (Q1 Scan),
monitoramento de multiplas rea¢gGes (MRM, multiple reaction monitoring), espectro de
varredura do ion produtor — “filhos” (product ion scan), varredura do ion precursor — ion
pai (precursor ion scan) e varredura de perdas neutras (neutral loss scan).

No modo de varredura dos fragmentos (product ion scan), os analitos, na sua forma
ionizada, como ion precursor, sdo selecionados no primeiro quadrupolo (Q1), enviados
para a camara de colisdo onde sdo fragmentados de acordo com valores de energia de
colisdo (CE, collision energy), previamente estabelecidas e seguem para o terceiro
qguadrupolo (Q3). Neste, os fragmentos gerados sdo analisados em funcdo da razao
massa/carga (m/z) que dara origem aos espectros de massas dos compostos selecionado
em Q1.

No modo de varredura do ion precursor (precursor ion scan), o objetivo é
determinar a proveniéncia de determinados fragmentos, ou seja, a qual ion precursor
pertencem. Para isso, selecionam-se os fragmentos de interesse e o sistema ird determinar

a que compostos estes ions pertencem.
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No modo de varredura de perdas neutras (neutral loss scan), o objetivo é verificar
a perda de fragmentos neutros de um ion molecular apds a sua fragmentacao.

No modo de operacdao MRM (monitoramento de multiplas reacdes), o ion molecular
de interesse é selecionado em Q1 e fragmentado na camara de colisdo resultando em um
fragmento especifico de massa que é selecionado em Q3. E monitorado para andlise
guantitativa em que dois ions sdo escolhidos, sendo que o mais intenso é utilizado para a
guantificacdo (quantificador) e o outro é monitorado para confirmacdao do composto de
origem (qualificador). Na pratica, no primeiro quadrupolo (Q1) ocorre a separacdo dos ions
moleculares selecionados, pela massa de sua forma protonada [M+H*]. Na cdmara de
colisdo (Q2) ocorre a fragmentacao destes ions, com energia de colisdo previamente
estabelecida. No terceiro quadrupolo (Q3), os fragmentos originados sdo selecionados e
chegam ao detector de massas, que neste caso € um eletromultiplicador, localizado ao final
da sequéncia dos quadrupolos.

A leitura do sinal de cada um dos fragmentos oriundos de um ion molecular é
realizada em um canal especifico. A leitura em cada canal é realizada por um periodo de
milissegundos (ms), um canal apds o outro e reiniciando apds o ultimo, motivo pelo qual o
modo de aquisicdo é chamado monitoramento multiplo de rea¢des3°.

A técnica de LC-MS/MS tem sido escolhida para a determinagdo de tragos de
analitos organicos, incluindo antimicrobianos, por ser capaz de detectar a maior parte dos
compostos organicos, ser suficientemente sensivel (limites de detec¢do da ordem de ng L
1 e pg L1), especifica e seletiva. Assim, a necessidade de dados de alta qualidade, em

concentra¢des muito baixas explica o rapido crescimento da utilizagdo desta técnica®8.

3.5.4 Espectrometro de massas hibrido quadrupolo-tempo de voo (LC-QTOF)

O espectrometro de massas hibrido quadrupolo-tempo de voo (QTOF ou QTOF-MS)
é composto por um analisador de massas do tipo quadrupolo, seguido de um analisador de
massas do tipo tempo de voo. Num espectrdmetro de massa, por qualquer técnica, a
mesma energia cinética é fornecida a todos os ions, entdo a velocidade de cada ion serd

inversamente proporcional a raiz quadrada de sua massa. Como consequéncia, o tempo
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necessario para que eles atravessem uma regido livre de campo (o tubo de voo do
espectrometro de massa) sera relacionado segundo a m/z do ion. Obtém-se um espectro
de massa completo simplesmente permitindo tempo suficiente para que todos os ions de

interesse atinjam o detector.

A resolucdo de um analisador de massas do tipo TOF depende da capacidade de
diferenciar variacdes de massas muito pequenas. Dessa forma, aumentar a distancia que as
massas percorrem até atingir o detector implicaria em uma maior resolucdo do
equipamento. Entretanto, como a tendéncia dos equipamentos e métodos analiticos é a
miniaturizacdo, a saida encontrada para tal dificuldade foi a utilizacdo de um espelho de
ions, chamado refletor (reflectron). Através do emprego de tal ferramenta, que refletem
um feixe de ions em dire¢do ao detector, é possivel ampliar o tubo de tempo de voo, sendo
possivel até mesmo dobrar o seu comprimento. Alguns instrumentos incorporam mais de

um refletor.

Dessa forma, é possivel obter alta resolucdo, que se torna uma abordagem
interessante para detecc¢do de residuos. Além disso, em relacdo a espectrometria de massas
do tipo triplo quadrupolo, o analisador de massas do tipo TOF detecta todos os ions que
entram no analisador em um dado momento especifico. E possivel, dessa forma, obter
continuamente um espectro de fragmentos completo de cada ion produzido na fonte do
espectrometro de massas, aliado a alta velocidade de varredura do instrumento, o que gera

uma completa gama de informacgdes.

3.5.4.1 Modos de aquisi¢ao por LC-QTOF

Em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas do tipo LC-QTOF,
pelo menos quatro modos de aquisicdo de dados sao possiveis, sendo que dois deles sdo

muito utilizados.

Nos modos de aquisicdo do tipo single mass spectrometry, ou seja, quando apenas

um dos analisadores é utilizado, sdo possiveis os modos que a espectrometria de massa
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simples permite, baseada em um quadrupolo (Q1) ou um analisador do tipo tempo de voo
(TOF MS). No primeiro modo, chamado Q1, o sistema funciona como um espectrometro de
massa quadripolar tradicional. Neste modo, o sistema gera uma Unica informacdo de

espectrometria de massa usando a primeira secdo quadripolar (Q1) do instrumento.

No modo chamado TOF-MS, as massas sdo separadas apenas de acordo com o
tempo entre o impulso de 30 kV que os ions recebem ao entrar no tubo de tempo de véo e
sua chegada no detector de multiplos canais ao final. Os ions com razdo massa carga maior
levam mais tempo para chegar ao detector. As massas sdo separadas na ordem de 0,1 mDa,
ou seja, quatro casas decimais, o que confere muita precisdo e exatiddo de massas, além de

fornecer informacdes valiosas acerca dos componentes da amostra.

Quando ha necessidade de dados mais especificos que os obtidos por MS, que
discrimina apenas com base na relacdo massa-carga, a utilizacdo da técnica de MS/MS é
adequada. Através de equipamento de LC-QTOF é possivel, entre outros, dois modos de
aquisicdo em modo tandem. No modo de aquisicdo de pesquisa de ions precursores, o
sistema detecta quais ions precursores geram um fragmento especifico. No instrumento,
Q1 funciona no modo de resolugao em massa para “varrer” a gama de massas de interesse,
enquanto que o analisador de massas TOF registra os espectros de fragmentag¢ao para cada
ion precursor. O espectro de massa Q1 mostra todos os ions precursores que originam o

ion produto de interesse.

O outro é o modo product ion, onde uma dada massa é selecionada no primeiro
analisador de massas do tipo quadrupolo, fragmentada no segundo quadrupolo, e cujos
fragmentos sdo separados no analisador do tipo TOF. Esse modo de analise permite a
determinacdo da massa exata de fragmentos de compostos, com quatro casas decimais,

sendo uma poderosa ferramenta para elucidagao estrutural.

Ainda, é possivel que se obtenha numa mesma analise dados de massa exata e de
fragmentacdao dos compostos, através do modo dindmico de aquisicdo dos dados IDA

(information dependent acquisition), que pode ser Util para a determinacdo de um
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composto desconhecido na amostra >°. Esses recursos justificam essa técnica como a de

escolha para metodologias qualitativas, também chamadas screening.

No modo IDA, os dados sdo obtidos continuamente no modo TOF MS, e um dado
numero de experimentos do tipo product ion sdo automaticamente realizados quando
determinados requisitos sdo preenchidos como, por exemplo intensidade acima de
determinada contagem de ions por segundo. Por exemplo, um método do tipo IDA esta
sendo executado e um ion alcang¢a contagem acima de 10 000; um experimento de product
ion é iniciado para esse ion e é obtido o espectro de fragmentacdo deste ion. Esse modo de
aquisicdo é bastante util em métodos de andlise exploratdrios, quando se deseja saber quais
sdo os possiveis compostos pertencentes a uma amostra, para uma andlise posterior mais

profunda.

3.5.5 Parametros do sistema de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas em desenvolvimento de método

O desenvolvimento de uma metodologia através do emprego de LC-MS/MS se da
através de trés passos: 1) otimizacdo das melhores condiges para a fragmentagao do
analito (realizado por infusdo), 2) otimizagao das condi¢des da fonte de ionizagdo (realizado
por FIA — do inglés, flow injection analysis) e 3) otimiza¢do das condi¢Ges da cromatografia
liquida, nesta ordem.

A primeira etapa, a infusdo, é a entrada de solu¢do contendo os analitos, por fluxo
continuo, geralmente em concentragdo maior do que a de trabalho (entre 100 e 500 ng mL"
1), com vazdo variando entre 5 e 25 pL min, utilizando-se uma seringa conectada a um
pistdo. A infusdo permite que seja obtida uma resposta imediata do sinal quando houver
alguma alteragcdo nos parametros de massas, permitindo otimizar a ionizacdo e
fragmentacao rapidamente. Estes parametros estdo relacionados ao analisador de massas.

Na etapa 2, os parametros otimizados sdo CAD (CAD gas, que controla a pressao do
gas de colisdo durante o Q3 scan e MS/MS scans), DP (declustering potential, controla a
voltagem no orificio de entrada do triplo quadrupolo), EP (entrance potential, controla o

potencial de entrada dos analitos no QO0), CXP (collision cell exit potential, controla o



34

potencial da saida da célula de colisdo Q2), CE (collision energy, controla o potencial
aplicado na célula de colisdo Q2), entre outros®.

A etapa seguinte é o FIA, que tem por objetivo ajustar as condicdes de ionizacdo do
analito, de forma que a maior parcela possivel de moléculas do analito seja convertida para
a forma ionizada e entre no analisador de massas. E necessdria a utilizacio de uma bomba
do tipo utilizado em cromatografia liquida e um amostrador automatico. Uma pequena
guantidade de solucdo do analito é injetada pelo amostrador automatico na corrente da
cromatografia liquida sem a coluna. Multiplas inje¢cGes da solucdo sdo realizadas durante o
processo de otimizacdo, com alteracdo dos parametros da fonte de ionizacdo entre as
injecGes. Essa etapa ocorre na fonte de ionizacdo do equipamento.

Os parametros otimizados nessa etapa sdao GS1 (gas 1, controla o gas de
nebulizacdo, que ajuda na dessolvatacdo da amostras, restando apenas pequenas gotas),
GS2 (gas 2, controla o gas auxiliar, responsavel pela evaporacdo das pequenas gotas
restantes da amostra e por prevenir a entrada de solvente no equipamento), TEM
(temperature, temperatura do aquecedor, auxilia na evaporacdo do solvente), CUR (curtain
gas, o gas com fluxo entre o curtain plate e o orificio de entrada para o triplo quadrupolo)
e IS (ion spray voltage, controla a voltagem aplicada na ionizagao dos ions na fonte).

Apds a otimizacdo dos parametros dependentes do composto e da fonte de
ionizacdo, as condicdes da separacao cromatografica sdao ajustadas. A definicdo dos
parametros a serem utilizados para a separa¢dao cromatografica é realizada através de
pesquisa bibliografica dos métodos existentes que utilizam a técnica para analisar os
mesmos analitos e verificacdo da qualidade dos cromatogramas obtidos pela aplicacao
destes métodos.

Os fatores que devem ser considerados no desenvolvimento de um método
cromatografico a liquido é o modo de ionizacdao selecionado, a coluna analitica a ser
utilizada (fase estacionaria, didametro), a fase movel utilizada, que pode afetar tanto a
cromatografia como o processo de ioniza¢cdo, ou seja, a composi¢ao tem que garantir uma
boa ionizacdo e uma boa separacdo cromatografica (controlando-se pH, solventes, aditivos

etc).
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3.6 AVALIAGAO DE DESEMPENHO DO METODO DESENVOLVIDO - VALIDAGAO DE
METODOLOGIA ANALITICA

Em analises quimicas, é impossivel a obtencdo de resultados totalmente livres de
erros e incertezas. Assim, cada operac¢do ou conjunto de operacdes deve ser realizado de
modo adequado e correto para que os resultados gerados tenham validade. Isso permite
qgue, ao final de uma analise quimica, os resultados possam atender, por exemplo, as
exigéncias de 6rgdos reguladores nacionais e internacionais. Para garantir informacdes

seguras e confidveis, realiza-se uma avaliacdo denominada validacdo de método®.

Por validacdo entende-se a comprovacao, através do fornecimento de evidéncia
objetiva, de que os requisitos para uma aplicacdo do método ou uso especifico foram
atendidos. E fundamental que os laboratérios disponham de meios e critérios objetivos
para demonstrar, através da validacdo, que os métodos que executam conduzem a

resultados confidveis e adequados a qualidade pretendida®?.

A validacdo de todo e qualquer método de andlise consiste em realizar uma série de
testes analiticos e estudos estatisticos, comparando resultados de acordo com critérios pré-

62-64 3 validacdo de um método analitico para

estabelecidos®?. Segundo diversas diretivas
andlise de residuos em alimentos deve incluir especificidade e seletividade, faixa de
trabalho e faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade, limite de detecgdo, limite de
quantificacao, exatidao, precisao, robustez, incerteza da medicdo, CCa e CCB. Nao existem
diretivas especificas no que tange a validacdo de metodologias para determinacao de
residuos em ragbes. Neste trabalho, serdo consideradas as mesmas utilizadas para

alimentos. Os parametros de validacdo citados acima estdo citados na Tabela V. As

definicdes foram extraidas de normas do INMETRO®? e Comissdo Européia®.
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3.6.1 Parametros de validacdao de metodologia analitica

3.6.1.1 Especificidade e seletividade

Além do analito que se pretende identificar e/ou quantificar em uma amostra, a
matriz a ser analisada possui outros componentes que podem ter algum efeito na medicao,
mas que nao se deseja quantificar. Um método especifico produz resposta apenas para o
analito e este método, que é capaz de distinguir a resposta de um analito da de outros
compostos, é chamado seletivo. Entretanto, os termos especificidade e seletividade sao
frequentemente utilizados indistintamente ou com diferentes interpretacdes®.

O conhecimento e a definicdo das interferéncias direcionam as etapas seguintes do
método analitico. Normalmente, é o primeiro passo a ser dado no desenvolvimento da
metodologia, cuja avaliacdo pode ser realizada a partir de amostras em branco com e sem
adicdo de analitos, sendo analisadas para o teste de interferentes. O resultado dessas
andlises deve ser tratado e avaliado em bases matematicas®?.

A seletividade, neste trabalho, foi avaliada através da andlise de vinte amostras
“brancas”, observando-se a presenga ou auséncia de interferentes com a mesma razao

m/z, seguindo os tempos de reten¢do dos compostos de interesse.

3.6.1.2 Faixa de trabalho e faixa de trabalho linear

Para qualquer método quantitativo existe uma faixa de concentra¢des do analito
ou valores da propriedade para o qual o método pode ser aplicado. A faixa de trabalho para
um método é limitada inferiormente pelos limites de detec¢ao e quantificacdo do método
e superiormente, pela resposta do equipamento de medi¢do®2.

A faixa de trabalho linear de uma metodologia é o intervalo entre os niveis inferior
e superior de concentracao do analito onde é possivel a determinacdo do analito com
precisdo, exatiddo e linearidade exigidas. E a faixa de concentracio onde a sensibilidade

(resposta do equipamento) pode ser considerada constante®?.
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A faixa de aplicagao para a qual o ensaio vai ser utilizado deve estar dentro da faixa
de trabalho. A concentragdo mais provavel do analito deve situar-se preferencialmente no
centro da faixa de trabalho. O limite inferior do método deve ser obrigatoriamente maior
gue o limite de detec¢do e maior ou igual ao limite de quantificacdo. Etapas como diluicdo
da amostra e concentracdo do analito devem ser cuidadosamente executadas a fim de
evitar a introduc3o de erros sistematicos®?.

Neste trabalho, o ponto central da faixa de trabalho foi considerado como o LMR
ou o nivel de validacdao adotado (NVA); este considerado como 100%. A curva de calibracao
foi construida em torno deste valor, em geral, adotando-se como pontos: 0%, 25%, 50%,
100%, 150% e 200% do LMR/NVA. Esta é considerada a faixa de trabalho para os métodos

desenvolvidos, e é nesta faixa que a linearidade é avaliada e deve ser respeitada.

3.6.1.3 Linearidade

Se uma metodologia de andlise é capaz de produzir respostas diretamente
proporcionais a concentracdo do analito em amostras, diz-se que ela possui linearidade®?.

A correlagdo linear entre o sinal medido e a concentragdo da espécie é expressa
graficamente por meio da chamada curva analitica, onde a abscissa representa a
concentragdo do analito e a ordenada representa o sinal do detector. Para a construgdao de
uma curva analitica, sugere-se a utiliza¢cdo de, no minimo, seis valores de concentracdo®.

A relacdo matematica utilizada para o calculo da concentragdao dos analitos pode
ser obtida usando o modelo conhecido como regressao linear, determinada pelo método
dos minimos quadrados, representada na equagao abaixo:

y=ax+b

onde:
y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);

X = concentragao;

a

b

inclinacdo da curva de calibracdo — sensibilidade;

intersecdo com o eixo y, quando x = 0.
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Utiliza-se normalmente o coeficiente de correlacdo linear (r) e o coeficiente de
determinacdo (R?) para indicar se a reta obtida pode ser considerada adequada. Um valor
de R? maior que 0,90 é usualmente requerido®?. Neste trabalho, o critério adotado foi R?
igual ou maior que 0,95.

Pode-se obter a linearidade por padronizacdo interna ou externa. A linearidade
pode sere formulada como expressdo matematica usada para o calculo da concentracao

do analito a ser determinado na amostra real®.

3.6.1.4 Limite de detecgdo

Em determinac¢Ges de compostos em baixa concentracdo, é importante saber o
menor valor de concentracdo do analito detectavel no equipamento. Segundo a IUPAC,
limite de deteccdo (LD) é o resultado Unico e simples que, associado a uma probabilidade,
pode ser distinguido do valor de um branco adequado. J4 para o INMETRO®?, é a
concentracdo minima de uma substancia medida e declarada com 95% ou 99% de
confianca de que a concentracdo da mesma é maior que zero. E determinado através de
uma analise completa de uma dada matriz contendo o analito. Em cromatografia,
normalmente se utiliza o ruido da linha de base para obter o LD, considerando-se que a
razdo sinal/ruido deve ser 3:1°1.

Neste trabalho, os valores dos LDs foram determinados testando-se niveis de
concentragao dos analitos, em matriz, cada vez mais baixos. Foi considerado satisfatorio
quando o valor obtido foi, ao menos, 25% do LMR/NVA do analito em questdo, apesar que

valores mais baixos foram obtidos em alguns métodos.

3.6.1.5 Limite de quantificagao

O limite de quantificacdo (LQ) é a menor concentra¢do de analito capaz de ser

determinada com um nivel aceitdvel de precisdo e veracidade®. Pode ser determinado da
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mesma maneira que o LD, entretanto com uma razdo sinal/ruido de 10:1%%. Na pratica,
corresponde normalmente ao padrdo de calibracdo de menor concentracio®.

De maneira similar ao limite de deteccdo, os valores de limite de quantificacdo
foram determinados testando-se niveis de concentracdo progressivamente mais baixos dos
compostos de interesse. Também foi considerado aceitavel quando o valor alcancado foi

igual a 25% do LMR/NVA do analito em questio.

3.6.1.6 Exatidao e tendéncia

A exatiddo é a concordancia entre o resultado encontrado e o valor de referéncia
aceito como verdadeiro. Quando aplicada a uma série de resultados da anadlise quimica,
implica numa combinacdo de componentes de erros aleatdrios e sistematicos
(tendéncia)®?.

Existem varias maneiras de se avaliar a exatiddo de um método analitico; através
da analise de material de referéncia certificados que, quando disponiveis, sdo preferidos
por terem relacdo direta com os padrdes internacionais; comparacdo entre métodos
analiticos, para avaliar o grau de proximidade dos resultados obtidos entre dois métodos,
podendo a avaliacdo ser intra e interlaboratorial®?.

A exatiddo foi calculada, neste trabalho, através da comparac¢do entre o valor de
referéncia, seja LMR ou NVA para cada composto, com a média obtida pela injecdo de sete
amostras “brancas” fortificadas neste nivel e submetidas ao processo extrativo, conforme

a Equacgdo 1 abaixo.

o Concentracio média de sete amostras fortificadas
Exatiddo (%) = Valor de referéncia X100 (1)

Os valores de exatiddo sdao considerados satisfatdrios de acordo com a faixa de
concentrac3o avaliada. Para analitos com concentracdo > 10 pg Kg!, os valores de exatiddo
podem variar entre 80 e 110% do valor esperado; para a faixa de concentragao entre 1 e

10 ug Kgt, a exatiddo é alcancada entre 70 e 110%; finalmente, para concentra¢des abaixo
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de 1 pg Kg, o resultado de exatiddo é considerado conforme se 50 e 120% do valor

esperado®3,

3.6.1.7 Recuperagao

A recuperagao do analito tem a finalidade de ajustar o resultado final da analise,
considerando os erros sistematicos provenientes do processo de extracdo, que inclui todas
as perdas ocorridas durante a marcha analitica até a medicdo do analito, o que inclui etapas
de clean-up, diluicbes, concentracdes, evaporacdes, entre outras etapas que podem ser
necessarias no preparo da amostra. Por medir a tendéncia do procedimento analitico, é
uma expressdo da veracidade. Neste trabalho, a recuperacdo serd avaliada através da

comparacdo de amostras do tipo tissue standard (TS) e amostras do tipo recuperado (R).

Amostras do tipo TS sdo aquelas nas quais a fortificacdo (a adicdo de analito) é
realizada logo antes da injecdo do extrato, apds todo o processo extrativo, ou seja, uma
amostra onde ha presenca de matriz, sem ocorrerem perdas de analitos devido ao processo
extrativo. As amostras do tipo R sdao amostras brancas fortificadas antes do inicio do
preparo das mesmas, portanto estdo sujeitas as interferéncias da matriz e as perdas na
etapa de extragdao. A comparagdo entre as amostras regulares e as do tipo TS nos dao
informacgdes acerca da recuperagao dos compostos de interesse. Um esquema do preparo
de amostras do tipo TS, analito recuperado na amostra (R) e em solvente (S) estd mostrado

na Figura 13.
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Tissue Standard (TS) | == D — e —p Extracio == Fortlflcagio —>  LC-MS/MS
com padré@o
Amostra Recuperagéo !
Fortificacdo . |
Recuperado (R) —_— - om padrio —p EXtracio mep- —_— —p LC-MS/MS
Amostra Efeito de Matriz
Solvente (S) ‘ —_— —— - Fortificacdo —_— — J— —)p  LC-MS/MS

com padrio
Sem amostra

Figura 13. Esquema de preparo de amostras do tipo tissue standard (TS), analito recuperado na matriz (R) e
em solvente (S) para a validagdo do método

A recuperacdo do analito é calculada pela Equacdo 2 abaixo.

. Area média amostras R (2)
Recuperagio (%) = — — x 100
Area média amostras TS

Nesse experimento também é possivel avaliar o efeito de matriz, comparando-se as

amostras do tipo TS e as amostras em solvente, conforme a Equagao 3 abaixo.

) ) Area média das amostras TS (3)
Efeito de matriz = — — x 100
Area média das amostras S

3.6.1.8 Precisao

Precisdao é um termo geral para avaliar a dispersao de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condi¢cdes definidas. As duas formas mais comuns de expressa-la sdao por meio da

repetitividade e reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pelo desvio padrdo®?.
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3.6.1.8.1 Repetitividade

A repetitividade é a concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de
um mesmo analito, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes (procedimento, analista,
equipamento, local, em um curto espaco de tempo)®2.

A repetitividade foi calculada, neste trabalho, através da avaliacdo de sete amostras
“brancas” fortificadas em nivel correspondente ao LMR/NVA, submetidas ao processo de
preparo e analisadas no mesmo dia. De posse da concentracdo do analito calculada para
cada amostra, foi obtido o coeficiente de variacdo para a série de dados.

Os valores de repetitividade aceitaveis variam de acordo com a concentracdo

conforme a Equacdo de Horwitz (Equacdo 4).

RSDT <§ [2(1—0,Slogc)] (4)

onde
RSD, = desvio padrdo relativo para as amostras
C = concentracgao
Algumas concentragdes de trabalho e respectivos RSDr sao apresentados na Tabela
[Il. Como as concentrag¢des de trabalho sdo baixas, o valor maximo permitido de RSD: se

torna alto. O critério estabelecido foi RSDr < 16%.

Tabela lll. Valores maximos de RSDr para as concentragdes utilizadas no experimento

Nivel de concentragao RSD; menor que

(Mg Kg™)
10 40
50 31,3
100 28

3.6.1.8.2 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é o grau de concordancia de um mensurando sob diferentes

condi¢des de analise. Pode-se variar o laboratério, os operadores e o equipamento. E



43

importante a verificacdo da reprodutibilidade de um método através de comparacao
interlaboratorial®2.

A Diretiva 2002/657/EC define a reprodutibilidade intra-laboratorial como sendo a
precisdo obtida no mesmo laboratério em condicdes predeterminadas (relativas, por
exemplo, ao método, aos materiais de ensaio, aos operadores e ao meio ambiente) em
intervalos de tempo longos justificados®.

No presente trabalho, a reprodutibilidade foi avaliada através do calculo do
coeficiente de variacdo para um conjunto de 21 amostras “brancas” fortificadas,
subdivididas em trés grupos de sete amostras. Cada um destes grupos foi preparado e
analisado em dias diferentes. Os critérios foram estabelecidos através da Equacdo de
Horwtiz para reprodutibilidade (Equacdo 5).

RSDy < 2(1705l0gC) (5)

onde

RSDg = desvio padrdo relativo para as amostras
C = concentracgao

Para as concentracoes de trabalho, os valores de RSDg sdo apresentados na Tabela

IV. Uma vez que os valores de concentragao sao muito baixos, o valor de Horwitz permitido

se torna alto. Assim, utilizou-se como critério interno RSDr < 23.

Tabela IV. Valores maximos de RSDR para as concentragGes consideradas no experimento.

Nivel de concentragao RSD& menor que

(g L)
10 60
50 47
100 42

3.6.1.9 Incerteza da Medicao

Estudos de validacao geram dados que devem comprovar o desempenho adequado

do método, além dos fatores que individualmente influenciam as possiveis variacdes a que
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o método é suscetivel. Esses dados podem ser tratados de forma a gerarem uma estimativa

da incerteza associada ao método, quando esse se encontra em rotina®2.

3.6.1.10 Limite de decisdao (CCa) e capacidade de detecgao (CCB)

O limite de decisdo CCa é a concentracdo acima da qual pode ser concluido, com
uma probabilidade de erro a, que a amostra é ndo conforme®3. Erro a é a probabilidade de
uma amostra ser conforme, mesmo que uma medicdo ndo-conforme tenha sido obtida

(falsa decisdao ndao-conforme).

Ja a capacidade de detec¢do CCB é a menor concentragdo de substdncia que pode
ser detectada, identificada e/ou quantificada, com uma probabilidade de erro B®3. O erro B
€ a probabilidade de que uma amostra seja ndo-conforme, mesmo quando uma medicao

conforme tenha sido obtida (falsa decisdo conforme).

O valor de CCa, para substancias permitidas, é calculado a partir dos dados de
reprodutibilidade dos trés lotes de validacdo obtidos no item 3.6.1.8. Apds a identificacdo,
representa-se graficamente o sinal em fung¢do da concentragao do analito na matriz. O
limite de decisdo (a = 5%) é igual a concentragdo correspondente ao LMR mais 1,64 vezes

o desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial.

O valor de CCa é calculado como sendo o valor médio superior (média + 1,64 x DP)
subtraido o intercepto da equag¢ao média, divido pela inclinagdo da curva média. O CCB é
calculado de modo semelhante, utilizando, porém, os dados de inclinagdo e de intercepgao

da equagao superior.

Outro modo de calcular CCa e CCB é a partir dos dados de desvio-padrao, segundo

as equacoes (6) e (7):

CCa =LMR + (SE xt(1—a)) (6)
CCB = CCa + (SE x SD(100)) (7)
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onde:
SE = erro padrdo do valor y previsto para x da regressao.
SD = desvio padrao das determinacdes no nivel do LMR.
t(1-a) = inverso da fungao t de Student, usando 2 x erro (0,05) e n-2

Também pode ser determinado analisando-se pelo menos 20 amostras fortificadas
no nivel do LMR. O limite de decisdo (a = 5 %) é igual a concentracdo no LMR mais 1,64
vezes o desvio padrdo correspondente. A capacidade de deteccdo (B =5 %) é igual ao valor

do limite de decisdo mais 1,64 vezes o desvio padrdo correspondente.
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Tabela V. Parametros de validagdo de metodologia analitica, com suas defini¢des e critérios

Parametro

Defini¢ao

Critério

Faixa de trabalho

Faixa de concentragdes do analito ou valores
da propriedade no qual o método pode ser
aplicado

A faixa de aplicagdo que o ensaio
utilizard deve estar dentro da
faixa de trabalho

Linearidade

Capacidade de uma metodologia de analise
produzir respostas diretamente
proporcionais a concentragdo do analito em
amostras

Para curvas em matriz da
amostra, R > 0,95

Limite de Detecgdo

Menor valor de concentragdo detectavel do
analito

Em cromatografia, normalmente
se utiliza o ruido da linha de base
para obter o LD, considerando-se
que a razdo sinal/ruido deve ser
3:1

Limite de
Quantificagdo

Menor concentrag¢do de analito capaz de ser
determinada com um nivel aceitdvel de
precisao e exatiddo

Pode ser determinado da mesma
maneira que o LD, entretanto com
uma raz3o sinal/ruido de 10:1

Exatiddo E a concordincia entre o resultado Para a faixa de concentragdo de
encontrado e o valor de referéncia aceito estudo, a exatiddo deve variar
como verdadeiro. entre -20% e +10%, em relagdo ao

valor absoluto de referéncia.

Repetitividade Concordancia entre os resultados de Paraamaioria das concentragdes

(precisdo intradia)

medi¢Ges sucessivas de um mesmo analito,
efetuadas sob as mesmas condigdes
(procedimento, analista, equipamento,
local, em um curto espago de tempo)

de trabalho do estudo, o valor
maximo de coeficiente de
variagdo admitido para a
repetitividade é 16%.

Reprodutibilidade
(precisdo inter-dia ou
intermedidria)

Grau de concordancia de um mensurando
sob diferentes condi¢des de analise. Pode-se
variar o laboratério, operadores e o
equipamento

Para a maioria das concentragoes
de trabalho, o valor maximo de
coeficiente de variacdo admitido
para a reprodutibilidade é 23%.

Especificidade e
Seletividade

Especificidade refere-se ao método que
produz resposta para uma Unica substancia,
enquanto o termo seletividade se refere ao
método que produz respostas para varias
substancias com uma caracteristica em
comum, mas que, no entanto, é capaz de
distinguir umas das outras.

N3do ha

Robustez

Capacidade de o método manter-se
inalterado frente a pequenas variagGes.

N3do ha

Incerteza da medicdo

Indica a qualidade da medicdo de um

N3o ha.

CCa

método quantitativo.

E a concentracao calculada
experimentalmente, acima da qual uma
amostra é considerada ndo-conforme, com
uma probabilidade de erro a. Pode ser
comparada a incerteza da medicao.

N3o ha.

CCB

E a menor concentracdo de uma substancia
que pode ser detectada, identificada e/ou
quantificada em uma amostra com uma
probabilidade de erro B.

N3o ha.

Recuperagao

Concentragdo de composto que se mantém
na amostra apds o processamento desta

N3o ha.
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3.6.2 Parametros de validacdao a serem avaliados de acordo com o tipo de metodologia
analitica

Uma validacdo deve demonstrar que a metodologia analitica cumpre os critérios
aplicaveis para uma performance adequada. Metodologias com diferentes propostas de

controle requerem diferentes categorias de métodos.

No que diz respeito a andlise de residuos, metodologias analiticas podem ser,
basicamente, de dois tipos: qualitativa (ou de screening) e quantitativa. Metodologias
gualitativas fornecem informacdes apenas em relacdo a presenca ou ndo de residuos e,
algumas delas, sobre determinado residuo presente e a sua faixa de concentracdo. Ja os
métodos quantitativos podem informar a concentracdo exata do residuo e, portanto, é
natural que necessitem de mais parametros para demonstrar que a performance é

adequada para o propodsito.

Na Tabela VI sdo citados quais requisitos devem ser testados de acordo com a
metodologia. S3o apresentadas as duas abordagens utilizadas neste estudo: método

qualitativo confirmatdrio e método quantitativo confirmatorio.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SOLVENTES, REAGENTES, PADROES E CARTUCHO DE EXTRAGAO EM FASE SOLIDA

Os solventes utilizados nas andlises das amostras foram: agua ultrapura (Milli-Q)
com resistividade controlada em 18,2 MQcm, metanol (JT BAKER, grau de pureza 99,9%)
acetona (Vetec, grau de pureza 99,8%) e acetonitrila grau LC Mass Spec (Tedia, grau de

pureza 99,9%).

Os reagentes utilizados no estudo dos antimicrobianos foram acido férmico ACS
(Sigma-Aldrich, grau de pureza = 88,0%), formiato de amonio (Sigma-Aldrich, grau de pureza
> 98,0%), acido etilenodiamino tetraacético — EDTA (Sigma-Aldrich, grau de pureza 99,0%)
e C18 bulk (Merck, tamanho de particula 25 — 40 um).

Os padrées dos antimicrobianos utilizados no desenvolvimento do trabalho foram:
tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC), clortetraciclina (CTC), doxicilina (DOXI), sulfadiazina
(SDZ), sulfatiazol (STZ), sulfametazina (SMZ), sulfametoxazol (SMA), sulfaquinoxalina (SQX),
sulfadimetoxina (SDMX), sulfadoxina (SDX), sulfaclorpiridazina (SCP), sulfamerazina (SMR),
sulfizoxazol (SFX), acido nalidixico (NALID), acido oxolinico (OX0O), flumequina (FLU),
ciprofloxacino (CIPRO), enrofloxacino (ENRO), difloxacino (DIFLO), sarafloxacino (SARA),
danofloxacino (DANO), norfloxacino (NORF), penicilina G (PNG), penicilina V (PNV),
ampicilina (AMP), amoxicilina (AMX), oxacilina (OXA), cloxacilina (CLX), dicloxacilina (DCX),
ceftiofur (CFT), cefapirina (CFAP), cefoperazona (CFOP), nafcilina (NAFC), cefquinoma (CFQ),
cefalénio (CFN), cefalexina (CFX), eritromicina (ERT), espiramicina (SPR), tilmicosina (TLM),
azitromicina (AZT), tilosina (TIL), lincomicina (LNC), clindamicina (CLN), trimetoprima (TMP)
e bromexina (BMX), e foram obtidos de diferentes fornecedores, com o mais alto grau de
pureza disponivel. O metabdlito de sulfaquinoxalina, sulfaquinoxalina-hidroxilada (SQX-OH)
foi purificado e isolado no laboratério do LANAGRO-RS®*. Todos os padrbes foram
conservados em recipiente fechado, ao abrigo da luz, calor e umidade (dessecador) de

acordo com as condicdes recomendadas pelos fornecedores.
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4.2 METODOS

4.2.1 Limpeza dos Materiais de Laboratorio

A limpeza dos materiais utilizados é de extrema importancia na determinacdo de
compostos em baixas concentragdes, qualquer contaminacgdo interfere na andlise, podendo
até mesmo mascarar os compostos de interesse, mesmo com a grande especificidade da

instrumentacao utilizada.

Toda a vidraria e materiais comuns de laboratdrio foram lavados com detergente
neutro diluido e enxaguados abundantemente com agua. A vidraria foi deixada em estufa
a 40°C, até secagem e, entdo, adequadamente embalada com papel aluminio, para evitar

possiveis contaminacgoes.

4.2.2 Preparagao das solu¢Ges padrao estoque e de trabalho

A preparacdo das solugdes estoque, foi feita a partir de pesagem de
aproximadamente 10 mg do padrdo de cada analito (ou padrdo interno), separadamente,
que foram transferidos para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi ajustado com
solvente adequado para cada analito (concentracdo final de 1 mg mL?). Os solventes
utilizados foram metanol para tetraciclinas e sulfonamidas, trimetoprima e bromexina;
metanol:acetona (1:1) para SQX; metanol com adi¢ado de algumas gotas de NaOH 1,0 mol L
! para fluorquinolonas e metanol com adicdo de acido acético para as quinolonas. Por fim,

agua ultrapura foi o solvente utilizado para beta-lactamicos, macrolideos e lincosamidas.

A partir da solucdo estoque de cada analito (ou padrdo interno), as solu¢des de
trabalho foram diluidas (chamadas de solu¢do mista ou mix), em solvente adequado, os

guais serao descritas nas préximas se¢des, para cada método de analise.
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4.2.2.1 Estabilidade das solugdes

Solucbes estoques de antimicrobianos em solvente adequado foram preparadas
durante o periodo de um ano, trimestralmente. Ao final desse periodo, as mesmas foram
diluidas, em triplicata, e analisadas conjuntamente. Avaliou-se a estabilidade das solucdes

a partir do coeficiente de variacdo entre os diferentes conjuntos de solucdes.

Optou-se por realizar a diluicdo e andlise no final do periodo de seis meses para
evitar variagGes que poderiam ocorrer no sistema de LC-MS/MS de um dia para outro. Dessa

forma, todas estiveram submetidas as mesmas condicGes de analise.

4.2.3 Preparagao da fase movel

As diferentes fases modveis foram preparadas com solventes de grau de pureza
adequado, com preparo no dia de andlise. Para cada metodologia, diferentes fases moveis

foram preparadas e utilizadas, conforme serd descrito nas proximas segoes.

4.2.4 Otimizacao dos parametros de espectrometria de massas e de cromatografia liquida
para a determinagdao de antimicrobianos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em modo tandem (LC-MS/MS)

A otimizacdo dos parametros dependentes dos compostos foi realizada,
inicialmente, pela infus3o direta de solu¢do dos analitos, na concentracdo de 200 ng mL™?,
através de seringa conectada a uma bomba, com fluxo de 10 puL min, tanto para LC-MS/MS

quanto para LC-QTOF.

Em seguida, para a otimizacdo dos parametros dependentes da fonte, o
cromatégrafo liquido foi conectado ao espectrometro de massas, entretanto ainda sem a
coluna, e foi conduzido o FIA, para definicdo das melhores condicdes referentes a fonte de
ionizacdo. Os parametros dependentes da fonte ionizacdo foram selecionados
automaticamente apds a realizagdo do experimento com FIA, através de injecdao da solucao

mista de todos os compostos, na concentra¢do 50 ng mL™.
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Os parametros de ionizagdo otimizados para LC-MS/MS foram: gés de colisdo (CAD)
6 psi; gas de cortina (CUR) 15 psi; gas de nebulizacdo (GS1) 45 psi; gas auxiliar (GS2) 45 psi;
voltagem do capilar (IS) 4500 V; temperatura (TEM) 450°C.

Os parametros de ionizacdo para LC-QTOF foram: gds de colisdo (CAD) 6 psi; gas de
cortina (CUR) 15 psi; gas de nebulizacdo (GS1) 45 psi; gas auxiliar (GS2) 45 psi; voltagem do
capilar (I1S) 4500 V; temperatura (TEM) 450°C.

Uma vez que a deteccdo dos analitos se torna possivel apds a otimizacdo dos
parametros relacionados a espectrometria de massas, foi realizada a otimizacdo da
separacdo por cromatografia liquida. A coluna analitica utilizada para o desenvolvimento
de todos os métodos de analise neste trabalho foi uma Agela Durashel RP (100 x 2,1 mm, 3
um), sendo fenil-hexil a fase estaciondria. Diferentes gradientes da fase madvel foram
utilizados para a adequada separa¢ao de todos os compostos, segundo cada metodologia

analitica desenvolvida.

4.2.5 Avaliacgdo do efeito de matriz

A avaliagdo do efeito da matriz sobre a resposta de cada analito em LC-MS/MS foi
determinada para os métodos quantitativos, pela constru¢do da curva analitica em solvente
e na matriz. A inclinagdo de cada uma das curvas foi obtida, e foi calculada a razao da
inclinagdo das curvas (RI). Quanto mais préximo de 1 for esse valor, menor é o efeito de
matriz observado. Para fins de avaliagdo, foi considerado que as curvas eram sobreponiveis

e, portanto, nao havia efeito de matriz, quando foi obtido RI =1,0 £ 0,1.

4.2.6 Preparo de amostras

Os procedimentos de preparo das amostras foram testados quanto a
homogeneizacao, solventes extratores, aditivos e outros e desenvolvidos de acordo com os
analitos envolvidos em cada método, considerando-se também a matriz e os compostos

gue pudessem causar interferéncia em condicdes de rotina.
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4.2.7 Protocolos de acordo com a metodologia

4.2.7.1 Determinagdo de residuos de antimicrobianos em ragées por LC-MS/MS

4.2.7.1.1 Preparagdo das solugées de trabalho

A solucdo de fortificacdo foi preparada diluindo-se 100 pL das solugcGes estoque de
sulfametoxazol, sulfaclorpiridazina, sulfadoxina, sufadimetoxina, sulfametazina,
sulfamerazina, sulfatiazol, sulfizoxazol, sulfaquinoxalina, sulfadiazina, ciprofloxacino,
norfloxacino, enrofloxacino, sarafloxacino, danofloxacino, acido nalidixico, acido oxolinico,
flumequina, difloxacino, trimetoprima, tetraciclina, doxiciclina, clortetraciclina e
oxitetraciclina em baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado utilizando-se
metanol. A adicdo de 10 pL desta solucdo a 1 g de racdo resultou na concentracdo de 100

ng? Kg! de todos os compostos. A validade da solucdo foi definida em trés meses.

Ja a solucdo de fortificacdo dos padroes internos foi preparada diluindo-se 100 plL
das solucdes estoques de sulfapiridina, demeclociclina e enrofloxacino-D5, em baldo
volumétrico de 10 mL, também avolumado com metanol. A adi¢do de 10 plL desta solugao
a 1 g de racdo correspondeu a todos os padrdes internos no nivel 100 pug? Kg. A validade

da solucgdo foi definida em trés meses.

4.2.7.1.2 Preparagdo da fase movel

A fase modvel empregada na determinacdo de residuos de macrolideos e
lincosamidas em musculo e leite foi dgua ultrapura com 0,1% de acido férmico e acetonitrila
com 0,1% de acido férmico. Para a preparagao, adicionou-se 1 mL de acido formicoa 1 L do
solvente (dgua ultrapura ou acetonitrila). A fase movel foi preparada nova em cada dia de

analise, ndo sendo armazenada.
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4.2.7.1.3 Preparo das amostras

Inicialmente, as amostras foram trituradas com auxilio de um processador para
obtencdo de particulas menores e homogéneas. Uma fracdo de 1,0 g de produto destinado
a alimentacdo animal foi separada para a analise. Antes do inicio do procedimento de
extracdo, 500 pL de uma solucdo de EDTA 150 mM foi adicionado as amostras, a fim de
evitar a quelacdo dos compostos da classe tetraciclinas por cations divalentes e, entdo, as
amostras foram agitadas em agitador do tipo vértex por 30 s. Apds repouso de 10 minutos,
foi adicionada soluc3o de padrdes internos, na concentracdo de 200 ng g%, seguido de novo
repouso por 10 minutos. A extracdo foi realizada pela adi¢cdo de 3,0 mL de solvente extrator

composto de metanol:agua, 70:30, com 0,1% de acido férmico.

As amostras foram, entdo, agitadas mecanicamente em mesa agitadora durante 20
minutos numa velocidade de 180 rpm, seguido de centrifuga¢do durante 10 minutos, a
aproximadamente 4000 rpm, a 5 °C. Seguiu-se com a etapa de purificacdo a baixa
temperatura, quando as amostras foram mantidas em “freezer” a, pelo menos, - 18°C, por
30 minutos. Apds, 1,0 mL de sobrenadante foi transferido para tubos de 1,5 mL de
capacidade, do tipo eppendorf, e centrifugado a 12000 rpm durante 20 minutos,a 5 °C. Uma
aliquota de 0,5 mL de sobrenadante foi transferido a vials contendo 1,0 mL de
agua:acetonitrila, 98:2, com 0,1% de acido féormico. Se necessario, as amostras eram
ressubmetidas a uma etapa de centrifugacdao para obtencdao de um extrato limpido. Caso
contrario, elas eram submetidas a analise por LC-MS/MS. Um volume de 2 uL do extrato foi
injetado no sistema. Um esquema resumido do preparo das amostras estd mostrado na

Figura 14.
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Figura 14. Esquema de preparo de amostras de ra¢do para determinagao de antimicrobianos

4.2.7.1.4 Método cromatogrdfico

O fluxo de fase mével foi 300 puL min™, e o volume de injecdo foi 2 pL.

O gradiente otimizado para a separagdo iniciou com 98% de fase movel A (0,1% acifo
formico) durante 4 minutos, decresceu linearmente até 10% de A durante 2 minutos. Essa
condicao foi mantida por 5 minutos, e entdo a porcentagem de A foi aumentada, atingindo
98% no momento final da corrida, aos 12 minutos. Entre as analises cromatograficas, foi
mantido um tempo de equilibrio de 3 minutos, nas condicdes inicias da analise (98% de A),
para que fosse assegurada que a proxima amostra fosse injetada em condigdes idénticas a

amostra anterior.
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4.2.7.2 Determinacgdo de residuos de beta-lactamicos em leite por LC-MS/MS

4.2.7.2.1 Preparagdo das solugées de trabalho

As solucOes de trabalho foram preparadas pela adequada diluicdo das solucdes
estoque. A solucdo de fortificacdo foi preparada diluindo-se 5 pL de solucdo de penicilina
G, 5 pL de penicilina V, 5 pL de amoxicilina, 5 uL de ampicilina, 37,5 pL de nafcilina, 37,5 pL
de oxacilina, 37,5 pL de cloxacilina, 37,5 uL de dicloxacilina, 25 pL de cefquinoma, 25 uL de
cefalonio, 75 uL de cefapirina, 62,5 pL de cefoperazona, 125 plL de ceftiofur e 125 ulL de

cefalexina em baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com agua ultrapura.

A adicdo de 16 pL desta solucdo a 2 mL de leite bovino implica na obtencdo de
concentracdo de todos os compostos no nivel respectivo ao LMR de cada um. A validade da

solucdo foi definida em um més.

4.2.7.2.2 Preparag¢do da fase movel

A fase moével empregada na determinacgao de residuos de beta-lactamicos em leite
foi agua ultrapura com 0,1% de acido férmico e metanol com 0,1% de acido formico. Para a
separac¢do, adicionou-se 1 mL de dacido férmico a 1 L do solvente (dgua ultrapura ou

metanol).

4.2.7.2.3 Preparo das amostras

Amostras de leite cru foram descongeladas até atingirem a temperatura ambiente.
Entdo, 2,0 mL de leite foram pipetadas. A extracdo consistiu na adicao de 4 mL de
acetonitrila em 3 fragdes: 2 mL, 1 mL e mais 1 mL, com agitacdo manual das amostras entre
as adicdes. Entdo, as amostras com o extrator foram agitadas durante 15 minutos em mesa
agitadora a 180 rpm, seguidas de centrifugacdo a 4000 rpm a 5°C durante 5 minutos. O

sobrenadante foi vertido para outro tubo contendo 100 mg de C18 bulk, agitado em
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agitador do tipo vortex por 15 segundos e, entdo, submetido a nova centrifugacao a 4000
rpm, a 5°C, durante 5 minutos. O extrato limpido resultante foi vertido para um novo tubo
e submetido a baixas temperaturas (< -17°C) durante 20 minutos e depois centrifugado a
4000 rpm, a 5 °C, durante 10 minutos. A seguir, foi evaporado em banho-maria a 45°C sob
fluxo de N3, até obtencdo de volume final de 200 uL. O volume final foi ajustado a 1,0 mL
com agua ultrapura e a analise realizada por LC-MS/MS, com injecdo de 4 pL do extrato. Um

esquema resumido do preparo de amostras para analise de beta-lactamicos esta mostrado

na Figura 15.
Evaporacao (volume final Transferénciavial
2 mL leite cerca de 300 pl) Completarvolumea 1 mL
l A'A com agua ultrapura
Adicdo 4 mL ACN Congelamento (-18°C, 20 l
(2+1+1mL) min) Injecd@o 4 plL sitema LC-
Agitacdo manual entre Centrifugacdo (10 min, MS/MS

adigdes 4000 rpm, 5°C)

I i

) ) Clean-up
Mesa agitadora (20 min, C18 bulk (100 meg)

180 rpm) .
~ . Vortex 10
Centrifugacdo (5 min, 3500 q . N Nex S.
rom, 5°C) Centrifuga¢do (5 min, 3500
P rpm, 5°C)

Figura 15. Esquema de preparo de amostras de leite para determinacdo de beta-lactamicos

4.2.7.2.4 Método cromatogrdfico

A partir dos resultados obtidos preliminarmente, a coluna analitica escolhida foi a
Durashell RP (Agela Technologies, 100 x 2.1 mm, 3 um, 150 A), protegida por uma pré-
coluna Phenomenex SecurityGuard Cartridge C18 (4 x 3.0 mm ID). A fase mével (A) utilizada

foi dgua ultrapura com 0,1% de 4cido férmico e (B) metanol com 0,1% de acido férmico.

O gradiente iniciou com 2% de B, mantido por 2 minutos e, entdo, aumentou para

95% de B ao final de 5 minutos de analise, condigdo mantida durante 3 minutos. Entao, a
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porcentagem de B diminui a 5% durante 2 minutos e chegou a 2% aos 11 minutos de andlise,
qgue era a mesma condi¢ao de analise inicial. A coluna foi mantida nesta condigao por 7
minutos, que é o tempo de equilibrio necessario entre uma andlise e outra. O fluxo de fase

movel foi 0,2 mL min?, e o volume de inje¢do foi 10 pL.

4.2.7.3 Método de analise de macrolideos e lincosamidas em leite e musculo por LC-

MS/MS

4.2.7.3.1 Preparagdo das solugées de trabalho

A solucdo de fortificacdo para a matriz musculo foi preparada transferindo-se 100
pL das solugdes estoque de ERT, SPR, LNC e TIL e 50 pL das solugdes estoque de TLM, AZT
E CLN a baldo volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com agua ultrapura. A
validade foi estabelecida como 2 meses, sendo o armazenamento realizado em freezer (-10

a -30°C).

Nas amostras de musculo, a adigdo de 20 plL da solugdo de fortificagdo a 2,0 g de
amostra equivale a concentracdo de 100 ng g™ para os analitos SPR, ERT, TILe LNC, 50 ng g’
! para os analitos TLM, AZT e CLN.

Para as amostras de leite, a solucdo de fortificagao foi preparada transferindo-se 40
pL da solugdes estoque de ERT, 50 plL das solugbes estoque de TIL e TLM, 100 uL da solugao
estoque de AZT, 150 uL das solugbes estoque de CLN e LNC e 200 pL das solugdes estoque
de SPR, a baldo volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com agua ultrapura. A

validade foi estabelecida em 2 meses, com armazenamento em freezer (-10 a -30°C).

Com a adi¢ao de 20 pL da solugdo de fortificacao a 2,0 mL leite obteve-se 200 ng mL
1 de SPR, 150 ng gt de CLN e LNC, 100 ng g de AZT,50 ng gl de TILe TLM e 40 ng g de
ERT.
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4.2.7.3.2 Preparac¢do da fase movel

A fase moédvel empregada na determinacdo de residuos de macrolideos e
lincosamidas em musculo e leite foi dgua ultrapura com 0,1% de acido férmico e acetonitrila
com 0,1% de acido férmico. Para a preparacao da fase mével, adicionou-se 1 mL de acido

féormico a 1 L do solvente (dgua ultrapura ou acetonitrila).

4.2.7.3.3 Preparo das amostras

O procedimento de extracdo dos compostos em amostras de leite (previamente
fracionadas em aliquotas de 2,0 mL a temperatura ambiente) consistiu na adicdo de
acetonitrila em trés aliquotas (2,0 mL + 1,0 mL + 1,0 mL) para promover a precipitagdo de
proteinas do leite, com agitacdo manual das amostras entre as adi¢cbes. Para as amostras
de musculo, os analitos foram extraidos de 2,0 g de amostra utilizando-se 10,0 mL de
acetonitrila. As amostras foram, entdo, homogeneizadas em homogeinizador do tipo Ultra-
turrax, a fim de obter a disrupgao do tecido. Em ambas as matrizes, apds adi¢ao do solvente
para extracdao e homogeneizagdo, as amostras foram agitadas em mesa agitadora, a 180
rpm, durante 20 minutos, e posteriormente centrifugadas durante 5 minutos, a 4000 rpm
e a 5°C. Uma aliquota de 1,0 mL do sobrenadante foi transferida para vials e submetida a
andlise por LC-MS/MS. Um volume de 2 uL do extrato foi injetado no sistema. Um esquema
resumido do preparo de amostras para andlise de macrolideos e lincosamidas esta

mostrado na Figura 16.
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Figura 16. Esquema de preparo de amostras de leite e musculo para determinagdo de macrolideos e
lincosamidas.

4.2.7.3.4 Método cromatogrdfico

O fluxo de fase mével foi 300 pL min! e o tempo de andlise foi 12 minutos. O
gradiente da fase mével iniciou com 98% de agua ultrapura com 0,1% de acido férmico (A)
e 2% de acetonitrila com 0,1% de acido férmico, condigdo mantida durante 1 minuto. Apds,
a percentagem de A diminui até 5% linearmente durante 4 minutos, condigdo mantida por
3 minutos. Finalmente, a percentagem de A aumenta linearmente até atingir 95% ao fim do
décimo minuto de analise, condi¢ao que foi mantida por 2 minutos, atingindo o tempo final
de 12 minutos. Entre as analises, foram mantidos 3 minutos de equilibrio. O volume de

injecao foi 2,0 pL.

4.2.7.4 Método de analise de antimicrobianos em musculo e leite por LC-QTOF

4.2.7.4.1 Preparagdo das solugdes de trabalho

Diferentes solu¢des de trabalho foram preparadas, de acordo com a validade de

cada composto e de acordo com as diferentes matrizes.
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A solucdo de fortificacdo 1 para a matriz masculo (SF1 musculo) foi preparada
diluindo-se, a partir das solugdes estoque, 100 pL de sulfametoxazol, sulfaclorpiridazina,
sulfadoxina, sufadimetoxina, sulfametazina, sulfamerazina, sulfatiazol, sulfizoxazol,
sulfaquinoxalina, sulfadiazina, flumequina, ciprofloxacino, norfloxacino, enrofloxacino, 20
uL de sarafloxacino, danofloxacino, difloxacino, tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina e
oxitetraciclina, 50 L de trimetoprima e de bromexina e 20 plL de acido nalidixico e de acido
oxolinico em baldo volumétrico de 10 mL. O volume do baldo foi completado utilizando-se
metanol. A adicdo de 20 plL desta solucdo a 2 g de musculo correspondeu ao LMR ou NVA

de todos os compostos. A validade da solucdo foi de trés meses.

A solucdo de fortificacdo 2 para a matriz musculo (SF2 musculo) foi preparada
diluindo-se 200 pL de eritromicina e de espiramicina, 100 uL de tilosina e lincomicina, 50 pL
de azitromicina, tilmicosina e clindamicina em baldo volumétrico de 10 mL. O volume do
baldo foi completado utilizando-se dgua ultrapura. Com a adicdo de 20 uL da solugdoa2 g
de musculo obteve-se concentracdo equivalente ao LMR ou NVA estabelecido. A validade

da solugdo foi de dois meses.

A solugdo de fortificagdo 3 para a matriz musculo (SF3 musculo) foi preparada
diluindo-se 25 pL de cefalonio, 62,5 uL de penicilina G, penicilina V, ampicilina, cefapirina,
cefoperazona e cefquinoma, 125 pL de nafcilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina,
ceftiofur e cefalexina em baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com dgua
ultrapura. Com a adicdo de 16 pL desta solugdo a 2 g de musculo a concentragao final

correspondeu ao LMR de cada composto. A validade da solugao foi definida para um més.

Ja para a matriz leite, a solucdo de fortificacdo 1 (SF1 leite) foi preparada diluindo-
se 100 pL de sulfametoxazol, sulfaclorpiridazina, sulfadoxina, sufadimetoxina,
sulfametazina, sulfamerazina, sulfatiazol, sulfizoxazol, sulfaquinoxalina, sulfadiazina,
difloxacino, tetraciclina, doxiciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina, 50 puL de
ciprofloxacino, enrofloxacino, flumequina, trimetoprima e bromexina, 30 uL de
danofloxacino, 20 pL de sarafloxacino, acido nalidixico e acido oxolinico, e 10 uL de
norfloxacino, em baldo volumétrico de 10 mL. O volume do baldo foi completado utilizando-

se metanol. Com a adicdo de 20 plL desta solugdo a 2 mL de leite a concentracao final de
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todos os compostos era equivalente aos respectivos LMR ou NVA. A validade da solucdo foi

de trés meses.

Ja a solucdo de fortificacdo para a matriz leite (SF2 leite) foi preparada diluindo-se
200 pL de espiramicina, 150 pL de lincomicina e clindamicina, 100 plL de azitromicina, 50 pL
de tilmicosina e tilosina e 40 pL de eritromicina em balao volumétrico de 10 mL, cujo volume
foi completado com d4gua ultrapura. Com a adicdo de 20 uL da solucdo a 2 mL de leite a
concentracdo final de todos os compostos foi equivalente ao respectivo LMR ou NVA

estabelecido. A validade da solucdo foi de dois meses.

A solucdo de fortificacdo 3 para a matriz leite (SF3 leite) foi preparada diluindo-se 5
uL de penicilina G, penicilina V, amoxicilina e ampicilina, 25 pL de cefquinoma e cefal6nio,
37,5 uL de nafcilina, oxacilina, cloxacilina e dicloxacilina, 75 uL de cefapirina, 62,5 pL de
cefoperazona, 125 pL de ceftiofur e cefalexina em baldo volumétrico de 10 ml,
completando-se o volume do baldo com agua ultrapura. Com a adicdo de 16 pL desta
solucdo a 2 mL de leite bovino a concentracdo final de todos os compostos era equivalente

respectivo LMR de cada um. A validade da solucdo foi definida em um més.

J4 a solucgdo de fortificagdo dos padrdes internos (SF4), que foi utilizada em ambas
matrizes, foi preparada diluindo-se os 100 pL de sulfapiridina, demeclociclina e
enrofloxacino-D5 em baldo volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com
metanol. Com a adicdo de 20 uL desta solucdo a 2 g de musculo ou 2 mL de leite as
concentrac¢des de todos os padrdes internos foram 100 pg? Kg. A validade da soluc3o foi

definida em trés meses.

4.2.7.4.2 Preparag¢do da fase movel

Na metodologia qualitativa multirresiduos de antimicrobianos empregou-se como
fase moével solugdes de metanol com 5 mMol L de formiato de aménio e 0,1% de acido

férmico e agua ultrapura com 5 mMol L' de formiato de amdnio com 0,1% de acido férmico.
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Para o preparo destas fases méveis, e utilizou-se solucdo de formiato de aménio 100
mM, que foi preparada através da dissolucdo de 6,30 g de formiato de amoénio em 1 L de

agua ultrapura.

A fase mdvel aquosa foi preparada diluindo-se 50 mL da solu¢do de formiato de
amonio 100 mM em 1 L de agua e adicionando-se 1 mL de acido férmico. Ja a fase movel
organica foi preparada diluindo-se 50 mL da solucdo de formiato de aménio 100 mM em 1

L de metanol e adicionando-se 1 mL de acido férmico

4.2.7.4.3 Preparo das amostras

Apds descongelamento, as amostras de leite bovino cru foram homogeneizadas e
fracionadas em aliquotas de 2,0 mL. Para musculo bovino, suino, equino e de aves, a
gordura foi removida; para peixes e camardo, cascas, escamas e peles foram removidas
antes da homogeneizacdo da amostra. As amostras de musculo foram fracionadas em

aliqguotas de 2,0 g.

O procedimento de extracdo para amostras de leite consistiu na adicdo de trés
aliquotas de acetonitrila com 0,1% de acido férmico (2,0 mL + 1,0 mL + 1,0 mL), com

vigorosa agitacao entre as adigdes.

Para amostras de tecido animal, a fracdo previamente pesada foram adicionados
10,0 mL de acetonitrila com 0,1% de acido férmico, colocando-se a mistura em

homogeneizador de tipo Ultra-turrax, para obter a completa disrup¢ao do tecido.

Tanto as amostras de leite quanto as de musculo foram agitadas em mesa agitadora
a 180 rpm por 10 minutos. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 4000 rpm
durante 5 minutos a 5°C. O sobrenadante foi transferido a outro tubo contendo C18 bulk
(100 mg). Os extratos foram, entdo, agitados em agitador do tipo vértex durante 15 s e

centrifugadas novamente a 4000 rpm durante 5 minutos a 5°C

Apds, as amostras foram transferidas a novos tubos, e estes mantidos a baixa

temperatura (<-17 °C), durante 20 minutos (amostras de leite) ou 40 minutos (amostras de
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musculo). Os extratos foram novamente centrifugados (4000 rpm, 5°C, 10 minutos) e o
sobrenadante evaporado sob fluxo de N; em banho-maria a 45°C. Quando os extratos
atingiram volume abaixo de 1,0 mL, eles foram retirados do evaporador, o volume foi
completado a 1,0 mL com agua ultrapura e, em seguida, 10 plL de extrato foram injetados
no equipamento (LC-QTOF-MS ou LC-MS/MS). Um esquema resumido do preparo das

amostras para determinacdo multiclasse de antimicrobianos estd mostrado na Figura 17.

2 mL leite ou Evaporagao (volume final Transferénciavial
2 g de musculo cerca de 300 pl) Completarvolumea 1 mL
l AI com agua ultrapura
Adicdo ACNO,1 % AF: Congelamento (-18°C, 20 l
4 mL (leite) min leite, 40 min musculo) Injecdo 10 pL sistema
ou 10 mL (musculo) Centrifugacdo (10 min, LC-MS/MS ou LC-QTOF-MS
Agitacdao manual (leite) 4000 rpm, 5°C)

Ultra-turrax (musculo) A'

I' Clean-up

Mesa agitadora (10 min, C18 bulk (100 mg leite,
180 rpm) # 200 mg musculo)
Centrifugacdo (5 min, 3500 Vortex 10s
rpm, 5°C) Centrifugacdo (5 min, 3500
rpm, 5°C)

Figura 17. Esquema de preparo de amostras de leite e musculo para determinagdo multiclasse de
antimicrobianos

4.2.7.4.4 Método cromatogrdfico

Na andlise cromatografica o fluxo de fase mével foi 300 uL mint e o volume de
inje¢do 10 pL. Em relagdo ao gradiente de fase mével, os componentes A a 95% (agua,
formiato de aménio 5 mM e acido férmico 0,1%) e B (metanol, formiato de amoénio 5 mM
e acido férmico 0,1%) foram usados inicialmente. A concentragdo do componente A

decresceu linearmente até atingir 0% ao final de 6 minutos. Essa condi¢ao foi mantida por
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6 minutos. Apds, A aumentou linearmente durante 7 minutos até 95%, e essa proporg¢ao de
solvente organico se manteve por mais 1 minuto. O tempo de analise foi 20 minutos. Entre
cada andlise cromatografica houve 3 minutos de equilibrio com a condicdo inicial (95% de

A).

4.2.8 Avaliagdo de parametros de desempenho do método de quantificacio de
antibiodticos

Os parametros avaliados foram: linearidade, faixa de trabalho, especificidade,
precisdo, exatiddo, recuperacdo, LD, LQ, CCa e CCB. O processo de validacdo das
metodologias analiticas foi realizado para os analitos em matriz da amostra. A utilizacdo de
controles em matriz diminui a possibilidade de desvios e erros provenientes do efeito de
matriz e recuperacao do analito. As amostras utilizadas como matriz para validacdo sdo as
denominadas “brancas”, que consistem em amostras previamente extraidas e analisadas
por LC-MS/MS mediante metodologias ja desenvolvidas e em fase de validacdo, a fim de

evitar a possibilidade de um residuo em validacdo estar presente na mesma.

As amostras “brancas” eram subamostras da mesma amostra para evitar que outros
interferentes prejudicassem a avaliagdo do lote. Para estudos de especificidade, foram
utilizadas vinte subamostras “brancas” provenientes de amostras diferentes, com o
propdsito de avaliar a maior diversidade possivel de amostras, em busca de diferentes

interferentes.

4.2.8.1 Procedimento de validagcdo dos métodos quantitativos

A validacao das metodologias quantitativas foi realizada através da andlise de trés
lotes de amostras, processadas e analisadas em trés dias diferentes. Cada lote era composto
de 21 amostras “brancas” fortificadas em trés diferentes niveis de concentracao
(correspondente a 50%, 100% e 150% do LMR), juntamente com uma curva de calibragdo

com seis pontos (que incluiu 0, 25, 50, 100, 150 e 200% do LMR), 3 amostras do tipo TS,
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“amostra branca” e uma curva de calibracdo preparada em solvente. Além disso, vinte
amostras “brancas” diferentes foram analisadas para avaliacdo da especificidade. Para
avaliacdo do LD, amostras com concentracdes decrescentes foram avaliadas. Um esquema
de preparo dos diferentes lotes para validacdo de método quantitativo estd mostrado na

Figura 18.

Validacdode
Metodologia
Quantitativa

lotes1,2e3 Lote 4 Lote 5

31 amostras:
Curva 6 pontos (0, 25, 50, 100,
150 e 200% LMR/NVA)

7 amostras 50% LMR/NVA Amostras com

7 amostras 100% LMR/NVA 20 amostras concentragdes

7 amostras 150% LMR/NVA brancas diferentes decrescentes da
Amostra Branca solugdo de trabalho

3 amostras do tipo TS

+ CCa
.« CCB Especificidade/Seletividade |

+ Linearidade
+ Recuperagao | Limite de deteccao
* Precisdo (intra e interdia)
+ Exatiddo

+ Limite de quantificacdo

Figura 18. Esquema para valida¢do de metodologias analiticas quantitativas confirmatdrias

Na metodologia de andlise para determinagao de macrolideos e lincosamidas, foram
avaliadas trés espécies diferentes para as matrizes musculo bovino, suino e aves. A
validacdao, conforme esquematizadas na Figura 18, foi realizada para a matriz musculo
bovino. Para as outras duas espécies, suino e aves, a extensdo do escopo para um lote
composto por 21 amostras “brancas” fortificadas no LMR para cada analito, duas curvas de
calibracdo (uma em matriz e outra em solvente), trés amostras do tipo TS e uma amostra
“branca”, juntamente com vinte amostras “brancas” de diferentes lotes, para avaliacdo da
seletividade. Um esquema de preparo de amostras para validacdo de nova matriz ou

espécie estd mostrado na Figura 19.
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* Curva 6 pontos:

0, 25, 50, 100, 150, 200% LMR ou NVA
Matriz/espécie 1: & Matriz/espécie 2: | * 20 amostras fortificadas LMR/NVA

Validacdo completa = Validag&o simplificada = * Amostra branca

* 3 amostrasdo tipo TS

* 20 amostras brancas

Comparagdo dos resultados das 20 amostras fortificadas e
quantificadas nas duas matrizes, atravésde ANOVA

Figura 19. Esquema do preparo das amostras para validagao de método para nova matriz ou espécie

4.2.8.2 Procedimento de Valida¢do de Métodos Qualitativos

A validacdo da metodologia analitica qualitativa deve assegurar que a presenca ou
ndo dos analitos, em faixas de concentracdo estabelecidas, podera ser adequadamente

definida. O procedimento adotado foi o descrito por Martins et a/l*3.

Dois lotes de validacdo foram considerados, ambos submetidos a controles de
qualidade; amostras “brancas” fortificadas em diferentes niveis — 0; 0,25; 0,50; 1,00 e 1,50
vezes o LMR — que varia entre 4 e 200 pug Kg™*, de acordo com cada composto; uma amostra
“branca” e trés amostras do tipo TS. A faixa de trabalho foi avaliada e definida segundo os
controles de qualidade (0; 0,25; 0,50; 1,00 e 1,50 x LMR). O primeiro lote de validagdo era
composto por vinte subamostras “brancas”, provenientes da mesma amostra, fortificadas
com a solugdo padrdo na concentragdao equivalente a 25% do LMR. As concentragdes de
25% e 50% do LMR foram escolhidas para serem testadas como capacidade de detecgdo —
CCB. O valor de 25% se refere ao valor utilizado, em geral, como valor de referéncia para
determinacdo do LQ, pois para métodos quantitativos relacionados com limites maximos
estabelecidos, valores mais baixos nao teriam efeitos praticos. Ja o valor de 50% do LMR foi
testado para casos onde a razdo sinal/ruido ndo era satisfatdria na concentragdo de 25% do

LMR, que pode ocorrer para analitos para os quais ja existem limites maximos estabelecidos
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em concentracdes muito baixas. Do ponto de vista pratico, nesse desenvolvimento de
metodologia, a capacidade de deteccdo do método qualitativo é considerada também
como a concentragao correspondente ao LD do método, pois abaixo desta concentracao

ndo serd considerada amostra em que o analito é detectavel.

O segundo lote, composto por vinte subamostras “brancas”, provenientes de
amostras diferentes, foi selecionado para avaliar a especificidade/seletividade. Essa
avaliacdo foi realizada através do processamento das amostras, sem qualquer fortificacao
na etapa de extracdo. O objetivo foi avaliar se apds o preparo da amostra é possivel eliminar
0s compostos que poderiam ser observados no mesmo tempo de retencdo das substancias
de interesse no cromatograma, interferindo na analise. A Figura 20 resume o procedimento

de validacdo da metodologia em questao.

Validagcdo de
Metodologia
Qualitativa

]

Lote 1 Lote 2

21 amostras:

Controles 6 pontos (0, 3 x 25,3 x
50, 100, 150 e 200% LMR/NVA)
20 amostras CCP (25%
LMR/NVA)

Amostra Branca
3 amostras do tipo TS

|

* Faixade trabalho
« CCB Especificidade/Seletividade
* Limite de deteccdo

* Precisgo intermediaria
* Recuperagido

20 amostras
brancas diferentes

Figura 20. Esquema do procedimento de validacdo de metodologias analiticas qualitativas

4.3 EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento das metodologias e posterior

andlise das amostras foram: sistema LC-MS/MS, marca SCIEX, modelo API 5000 acoplado a
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um sistema modulado de cromatografia liquida da marca Agilent Technologies, modelo
1100 Series, acompanhado do software Analyst 1.6 para tratamento de dados; sistema LC-
QTOF-MS, marca SCIEX, modelo TripleTOF 5600 acoplado a um sistema modulado de
cromatografia liquida marca Agilent Technologies, modelo 1260 Infinity, acompanhado do

software Analyst TF 1.6 para tratamento de dados.

4.4 |ITENS DE ENSAIO

As amostras coletadas e analisadas fazem parte das andlises de rotina do
Laboratoério Nacional Agropecudrio do Rio Grande do Sul (Lanagro-RS) e, portanto, foram
processadas neste laboratdrio. Todas as amostras eram provenientes do Servico de

Inspecao Federal.

As amostras analisadas foram divididas em grupos: amostras destinadas a
alimentacdo animal, conhecidas comumente como ragdes, que sdo alimentos destinados a
nutricdo de animais produtores de alimento; e amostras de alimentos de origem animal,

como leite e musculo de animais produtores de alimentos.

As amostras de ra¢Oes foram coletadas para fins de fiscalizagdo. J4 as amostras de
leite e musculo foram analisadas conforme previsto pelo Plano Nacional de Controle de

Residuos e Contaminantes (PNCRC), programa de monitoramento de residuos do MAPA.

4.4.1 Alimentos destinados ao consumo animal

Foram analisados diferentes tipos de produtos destinados a alimentag¢ao animal.
Conforme descricdo na legislagdo brasileira, pode-se dividir as ra¢des para animais

produtores de alimentos em racdo, concentrado, nucleo e premix.

De acordo com a legislacd0®®, racdo é uma mistura composta por ingredientes e
aditivos, destinada a alimentacdo de animais de produc¢ao, que constitua um produto de
pronto fornecimento e capaz de atender as exigéncias nutricionais dos animais a que se

destine. J4 o concentrado é uma mistura composta por ingredientes ou aditivos que,
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guando associada a outros ingredientes, em propor¢des adequadas, constitui uma racdo. O
nucleo é uma pré-mistura composta por aditivos e macrominerais, contendo ou ndo veiculo
ou excipiente, que facilita a dispersdo dos componentes em grandes misturas, que ndo pode
ser fornecido diretamente aos animais, ao passo que premix é uma pré-mistura de aditivos
e veiculo ou excipiente, que facilita a dispersdo dos ingredientes em grandes misturas, que
ndo pode ser fornecida diretamente aos animais. Estes sdo os produtos destinados a

alimentagdo animal que serdo abordados neste estudo.

4.4.2 Alimentos de origem animal destinado ao consumo humano

Por alimento de origem animal destinado ao consumo humano, entende-se
alimentos produzidos por animais, como leite, ovos e mel, além de tecidos comestiveis de
animais, como musculo, figado e rim. Para este estudo foram selecionados leite bovino e

musculo de diferentes origens.

O leite bovino foi escolhido por ter grande importancia, tanto do ponto de vista da
pecuaria brasileira, visto que o Brasil € um grande produtor e consumidor de leite, tanto in
natura quanto processado na forma de produtos lacteos, como queijos, iogurtes etc. Outro
fator relevante em relagao a determinacgao de residuos de antimicrobianos em leite é o seu
largo consumo por criangas e idosos, que podem ser mais frageis aos efeitos da presenca

destes residuos.

O musculo analisado neste trabalho foi proveniente de diferentes origens: bovinos,
suinos, aves, equinos e peixes. Além destas matrizes, a matriz camarao também foi incluida,
porém nenhuma amostra foi analisada, sendo somente desenvolvida a metodologia. Por
aves, entende-se as espécies que sdao consumidas pela populagdo, majoritariamente frango,
também podendo ser pato ou avestruz. O musculo de origem equina ndao é um produto
normalmente consumido no Brasil. Entretanto, ha a producao deste tipo de carne para fins

de exportacgado, principalmente para os mercados europeus.
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4.4.3 Coletas, técnicas de amostragem, preservagao e prepara¢ao das amostras

A coleta das amostras foi realizada por Auditores Fiscais Federais Agropecudrios em

estabelecimentos que possuem inscrigao no Sistema de Inspegao Federal (SIF) pelo MAPA.

As amostras foram coletadas aleatoriamente (por sorteio), durante os anos de 2014
e 2015 inteiros e, preferencialmente, sem aviso prévio ao estabelecimento. As racdes foram
acondicionadas em duas caixas, uma com a prova e outra com a contraprova, que ficaram
retidas no estabelecimento conveniado, caso houvesse interesse de reanalise. As amostras
de leite e musculo foram congeladas apds a coleta, para garantir a integridade da amostra
e evitar a degradacdo de compostos de interesse, enviadas ao laboratdério em caixa térmica
de modo a garantir baixa temperatura, devendo estar nas mesmas condi¢cdes de envio no
momento do recebimento pelo laboratério, atendendo aos critérios de aceitacdo

estabelecidos em manuais de procedimentos do MAPA.

Todas as amostras, ao chegarem ao laboratdrio, foram homogeneizadas e pesadas,
de acordo com o preconizado pela metodologia analitica, e foram mantidas em freezer até

0 momento da andlise.

4.4.4 Tratamento das amostras no laboratdrio

4.4.4.1 Amostras de alimentos destinados ao consumo animal

As amostras de ragbes, concentrados, nucleos e premixes foram submetidas a
analise de acordo com a metodologia descrita na sec¢ao 4.2.7.1.3. Juntamente com as
amostras coletadas, dezesseis amostras de racdes previamente analisadas (controles de
qgualidade) foram processadas. Os “controles de qualidade” compreendiam seis pontos da
curva de calibracdo (com concentracdes de 0, 75, 100, 200, 300 e 500 pg Kg?), uma
“amostra branca” (sem adicdo de analitos), trés amostras do tipo R e trés amostras do tipo

TS.
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Se a concentracdo do analito na amostra era menor que o LQ, a amostra era
considerada conforme e o resultado expresso como ndo quantificavel. Em caso de
concentracdo superior ao limite de quantificacdo, a amostra era reanalisada em triplicata,
confirmando-se o resultado positivo, sendo a concentracdo calculada pela média dos trés

resultados conforme esquematizado na Figura 21.

Amostras de ragoes
destinadas a analise de
antimicrobianos

v

Analise multiclasse de
antimicrobianos em

ragées por LC-MS/MS

2 v
Resultado nao Resultado quantificavel:
quantificavel: amostra reanalisado em triplicata
conforme

Figura 21. Esquema para analise de amostras de ragdes

4.4.4.2 Amostras de alimentos de origem animal destinado ao consumo humano

As andlises para o monitoramento de antimicrobianos foram realizadas no
laboratério, conforme esquematizado na Figura 14. As amostras de leite e de musculo
foram pesadas quando recebidas no laboratério, sendo analisadas aliquotas de 2,00 mL

para amostras de leite e 2,00 g para amostras de musculo.

As amostras de musculo e leite foram, entdao, submetidas a analise qualitativa, como
descrito na se¢dao 4.2.7.4.3. Juntamente com essas amostras, quatorze “controles de
gualidade” foram analisados. Os “controles de qualidade” compreendiam uma “amostra
branca” (sem a adicdo dos analitos), uma amostra onde foram adicionados apenas os
padrdes internos (amostra 0), trés amostras contendo todos os analitos na concentracao

correspondente a capacidade de detec¢cdo do método (CCB), trés amostras contendo todos
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os analitos na concentracao correspondente a 50% do LMR, e trés amostras contendo todos
os analitos nas concentracdes correspondentes a 100%, 150% e 200% do LMR, além de trés

amostras do tipo TS.

Se um pico cromatografico ndo pudesse ser observado ou se a area do pico estivesse
abaixo da drea média para trés amostras do tipo CCB, a amostra era considerada compativel

e o resultado considerado negativo para os compostos investigados.

No entanto, se houvesse uma amostra suspeita, cujo valor de area de pico de um
dado composto fosse acima da CCB, esta amostra era reanalisada seguindo metodologia
especifica para a sua classe de compostos antimicrobianos. E importante destacar a
importancia das amostras de “controle de qualidade” de maior concentracdo nesta etapa
de analise, uma vez que fornecem informacdes sobre as amostras que terdo que ser diluidas

de acordo com a curva analitica, na metodologia de confirmacdo quantitativa.

No caso da detecgcdo de um composto com area acima da area correspondente a
CCB para as trés amostras “controle de qualidade”, a amostra suspeita era reanalisada em
triplicado, como estd esquematizado na Figura 22. Esta reanalise era realizada seguindo-se
cinco métodos quantitativos diferentes, de acordo com a classe ou semelhan¢a de

compostos.

Estes cinco métodos estavam organizados em (1) sulfonamidas, trimetoprim e
bromhexina, (2) quinolonas e fluoroquinolonas, (3) tetraciclinas, (4) B-lactdamicos —

conforme se¢do 4.2.7.2 — e (5) macrolideos e lincosamidas — conforme a se¢do 4.2.7.3.

Devido ao carater semiquantitativo do método de screening, era possivel avaliar se
uma substancia ficaria fora do intervalo da curva analitica segundo o método de
confirmacgado. Se assim fosse, era realizada uma diluicao do extrato final antes da analise,

bem como a adi¢cdo adequada de padrao interno.

As amostras foram consideradas ndao-conformes quando o resultado da reanalise,
em triplicata estava acima do limite de decisdao CCa do método, conforme esquematizado

na Figura 22.



Amostras de leite e
musculo destinadas a
analise de antimicrobianos

¥

Analise qualitativa de
antimicrobianos

Yy

¥

N3o detectavel ou
detectavel em
concentracao < CCB

¥

Detectadoem
concentragdo > CCB

}

|

Amostra conforme -
Resultado liberado

Reanalisado em triplicata
na metodologia
confirmatodria especifica

!

v +
Quantificada ABAIXO do Quantificada ACIMA do
LMR: amostra positiva, LMR: amostra ndo-
mas conforme conforme

Figura 22. Esquema de aceitacdo de antimicrobianos em amostras de musculo e leite
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SELECAO DOS PARAMETROS PARA ANALISE POR LC-MS/MS

Os parametros de fragmentacdo foram selecionados por infusdo de solucdo
individual de cada composto, na concentra¢do de 200 ng mL™. Foram obtidos os dados de
ion molecular e seus fragmentos, conforme citado nas Tabelas 1 a 6 do Anexo 1. No Anexo
1 também estdo citados os parametros de ionizacado, selecionados por FIA de solucdo mista

de todos os compostos, na concentra¢do 50 ng mL™,

Em todas as metodologias desenvolvidas e validadas por LC-MS/MS neste trabalho,
sejam multiclasse ou para uma classe Unica, foram utilizados os parametros de

espectrometria de massas e de ioniza¢do citados no Anexo 1.

5.2 SELEGAO DOS PARAMETROS PARA ANALISE POR LC-QTOF-MS

Os parametros de massas foram selecionados por infusdo de solugdo individual de
cada composto, na concentracdo de 200 ng mL™. As massas exatas dos ions formados pela
ionizagdo dos compostos, segundo as janelas de massas nas quais eram monitorados, sao
apresentadas na Tabela 7 do Anexo 1, juntamente com os tempos de retengdo tipicos
observados. No Anexo 1 também estdo citados os parametros de ionizagao, selecionados

por FIA de solu¢do mista de todos os compostos, na concentra¢do 50 ng mL™.

5.3 CONDICOES DE SEPARACAO POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA

No desenvolvimento de uma metodologia baseada na cromatografia liquida, as
caracteristicas quimicas desempenham papel fundamental. Quando tratamos de
compostos de mesma classe, as propriedades dos compostos sdo semelhantes e o processo
tende a ser facilitado. No caso das metodologias multiclasse, onde mais de uma classe de

antimicrobianos sdao determinadas simultaneamente, uma separacdao cromatografica
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eficiente deve ser realizada observando-se as diferentes caracteristicas quimicas dos

compostos em questdo, trazendo um desafio a mais.

Nas separa¢Oes cromatograficas realizadas neste trabalho foi utilizada a mesma
coluna cromatografica, que propiciou bons resultados para todos os compostos. Os
solventes utilizados como fase mdvel, bem como os aditivos, foram alterados conforme a
necessidade de cada metodologia. Os detalhes de cada metodologia estdo descritos na
secdo correspondente a mesma, e um resumo das condicdes adotadas para cromatografia

encontra-se na Tabela VI.



Tabela VI. CondigGes de preparo de amostra, separagdo cromatografica e de andlise resumidas, de acordo com cada metodologia e matriz
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R Antimicrobianos (Métodos multiclasse) Beta-lactamicos Macrolideos e lincosamidas
Parametro o ” - - - n
Ragdo Mdsculo Leite Leite Leite Musculo
Amostra |
Massa ou volume
de amostra 10¢g 208 2,0 mL 2,0mL 2,0mL 20¢g
Preparo de amostra |

Solvente de MeOH:H,0 (70:30) ACN 0,1% AF ACN 0,1% AF ACN ACN ACN

extragao 0,1% AF

Etapas de Centrifugagéo, LTP, Centrifugagdo, C18 Centrifugagdo, C18 Centrifugacdo, C18 . - . ~

clean-up ultracentrifugacdo bulk, LTP bulk, LTP bulk, LTP Centrifugado Centrifugacdo

Etapa de N3o Evaporagao a 45°C, Evaporagao a 45°C, Evaporagao a 45°C, N3o N3o
concentragdo sob fluxo de N, sob fluxo de N, sob fluxo de N,

Separagdo cromatografica
Volume de inje¢ao 2 uL 10 uL 10 uL | 10 uL 2 uL 2 uL
Coluna Agela Durashel RP (100 x 2.1 mm, 3 um, 150 A)
cromatogréfica
Fase mbvel (A) 0,1% AF (A) 0,1% AF, 5mM formiato de aménio (A) 0,1% AF (A) 0,1% AF (A) 0,1% AF
(B) ACN 0,1% AF (B) MeOH 0,1% AF, 5mM formiato de aménio (B) MeOH 0,1% AF (B) ACN 0,1% AF (B) ACN 0,1% AF

. Tecnica LC-MS/MS LC-Q-TOF-MS LC-Q-TOF-MS LC-MS/MS LC-MS/MS LC-MS/MS
instrumental
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5.4 PREPARO DAS AMOSTRAS

As metodologias desenvolvidas e validadas para o preparo das amostras buscaram o
melhor desempenho possivel, com menor custo e menor consumo de reagentes e tempo.
Foram desenvolvidas metodologias que envolvem extracdo dos analitos com acetonitrila, que
foi considerado o melhor escolha para todos os métodos, com ou sem adicdo de acido

formico, de acordo com cada caso.

As etapas de clean-up testadas buscaram a utilizacdo de equipamentos disponiveis no
laboratdrio, como centrifugas, ultracentrifugas e freezers. Quando necessdrio, buscou-se
utilizar C18 bulk para remoc¢do de compostos que pudessem interferir na andlise, ao invés de

técnicas mais laboriosas e caras tais como SPE.

A concentracdo dos analitos, quando necessaria, foi realizada utilizando concentrador

a 45°C e fluxo de N,. As técnicas utilizadas em cada metodologia sdo citadas na Tabela VI.

5.5 PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO QUANTITATIVO

Os procedimentos de validacdao da metodologia analitica foram conduzidos de acordo
com os critérios da Decisdo da Comissdo da Unido Europeia 2002/657/EC. Os principais
parametros de validagdo estao descritos na Tabela VII. Apesar de produtos para alimentagao
animal ndo fazer parte do escopo da Diretiva, a mesma foi utilizada por ser considerada
abrangente e robusta perante as outras legislagcdes além de adequada para andlise de residuos
em geral. Foram avaliados limite de detec¢do e quantificagdo, CCa e CCP, especificidade,
exatiddo, linearidade, precisdo (repetitividade e reprodutibilidade inter-dias) e recuperacao,
além da avaliacdo do efeito de matriz. Os procedimentos para validacdo estao descritos nas

segoes 3.6.1.
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Tabela VII. Classificagdo dos métodos analiticos de acordo com as caracteristicas de performance que devem ser determinadas, de acordo com a Diretiva EC/657/2002,

da Comunidade Europeia

o Precisdo Incerteza Limite  de | Capacidade
Especificidade/ | Faixa de | Limite  de | Limite de . diari decis3 x
Exatiddo Precisdo | intermedidria/ | pecuperagio | da ecisao de deteccdo
Seletividade trabalho | deteccdo quantificagdo L
Robustez medicdo CCa CCB
Método
+ + + - - - + - - - +
qualitativo
Método
+ + + + + + + + + + +

quantitativo
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5.6 PARAMETROS DE DESEMPENHO DO METODO QUALITATIVO

Para a metodologia qualitativa, também foram utilizados os critérios preconizados
pela Diretiva da Comissdo da Unido Europeia 2002/657/EC. Os principais parametros
aplicados estdo citados na Tabela VII. Foram avaliados a capacidade de deteccdo (CCB) e

especificidade.

5.7 RESULTADOS OBTIDOS DE ACORDO COM CADA METODOLOGIA

5.7.1 Quantificacdo de residuos de antimicrobianos em ragées por LC-MS/MS

5.7.1.1 Separagao cromatografica

Os solventes utilizados para a fase movel na separagdo cromatografica dos
compostos foram acetonitrila (ACN) e agua ultrapura, ambos com o aditivo acido férmico
na concentra¢ao 0,1% (1 mL de acido formico para cada litro de solvente), para favorecer o

processo de ionizagao por electrospray.

Como fase estacionaria, duas colunas diferentes foram avaliadas: Simmetry (Waters,
100 mm x 4.6 mm, 5 um) e Agella Durashell RP (100 mm x 2,1 mm, 5 um), sendo a segunda
a que gerou o melhor resultado, uma vez que possibilitou melhor separa¢ao num intervalo

de tempo menor.

O método cromatografico compreendeu um tempo total de analise de 12 minutos,
0 que é muito interessante para andlises de rotina, devido a necessidade de corridas
eficientes e curtas, para maior disponibilidade do equipamento e, dessa forma, maior

capacidade analitica.

Os cromatogramas extraidos para alguns compostos, com adicdo de analito na

concentracao correspondentes ao nivel de validagdo (NV) em “amostras brancas” de ra¢do
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sdo apresentados na Figura 23. Os cromatogramas de ion total obtidos no modo MRM para

amostra de racdo branca e amostra branca fortificada podem ser vistos na Figura 24.
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Figura 23. Cromatogramas obtidos por LC-ESI-MS/MS para os compostos adicionados a amostras brancas de racdo, na concentracdo correspondente ao nivel
de validacdo: (1) sulfametoxazol — SMA, (2) enrofloxacino — ENRO, (3) oxitetraciclina — OTC, e padrdes internos (4) sulfapiridina — SPY, (5) enrofloxacino-D5 -
ENRO-D5 e (6) demeclociclina — DEMO.
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Figura 24. Cromatograma de ion total obtido no modo MRM para uma amostra de ragdo branca (1) e para uma amostra de ragdo fortificada no nivel de

validagdo (2)
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5.7.1.2 Preparo das Amostras

O metanol foi o solvente de escolha, baseado em métodos previamente
publicados?®, que indicam que extratos com acetonitrila apresentam maior sujidade quando
comparadas com extratos obtidos com metanol. Geralmente, amostras de produtos
destinados a alimentacdo animal, que sdo geralmente secas, passam inicialmente por uma
etapa de hidratacdo. A fim de eliminar esta etapa, o extrator continua 30% de agua

ultrapura, visando a hidratacdo da amostra.

Uma aliquota da solucdo de EDTA 150 mM foi adicionada a amostra antes do seu
processamento, pois a presenca de dois grupos cetona nas tetraciclinas torna estas
moléculas capazes de sofrerem quelacdo por ions divalentes, como célcio e magnésio,

prejudicando a recuperacdo do analito® ¢7.

O acido férmico foi adicionado para melhorar a extracao das fluorquinolonas, que
possuem diferentes pKa, e sdo mais facilmente extraidos em pH mais baixo, promovendo a

melhor solubilidade destas substancias devido ao carater anfétero e zwitteridnico®s.

As etapas de clean-up foram definidas de modo a serem simples, rapidas e baratas.
A primeira etapa de centrifugacao foi responsavel pelo depdsito de boa parte do material
sélido que compunha a ragdo. Seguiu-se, entdo, com a etapa de congelamento, a fim de
precipitar ainda mais material sélido, principalmente proteinas que ainda poderiam estar
presentes no sobrenadante. Apds isso, o sobrenadante foi separado do material sdlido, e
submetido a uma centrifuga¢ao (a 12000 rpm), para separacao do material particulado mais

fino. Apds este passo, foi possivel observar que o sobrenadante obtido era limpo.

5.7.1.3 Parametros de validagao

O LQ definido para todos os compostos foi 75 ng g, considerado satisfatério para
fins de fiscalizacao, uma vez que para os compostos de interesse acdes devem ser tomadas

para concentracbes a partir de 180 ng g*.0s valores calculados de CCa e CCB foram
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considerados satisfatérios, uma vez que ndo ultrapassaram 25% do nivel de validacao

adotado.

Na avaliacdo da seletividade foi possivel observar a inexisténcia de qualquer
interferente em qualquer um dos analitos, considerando-se seus tempos de retencao
tipicos. Dessa forma, o método foi considerado seletivo. Cromatogramas de uma amostra
“branca” (1) e de uma amostra fortificada (2) sdo apresentados na Figura 24, onde pode ser
verificado que ndo ha interferéncia significativa dos compostos da matriz, pois ndo sdo
observados picos cromatograficos consideraveis nos tempos de eluicio dos compostos de

interesse.

Para todos os compostos, os valores de R? estavam acima de 0,95, que é um critério
para aceitacdo e, portanto, a linearidade foi considerada satisfatorio. Os valores para

exatiddo obtidos foram considerados satisfatdrios de acordo com a Diretiva 2002/657/EC.

Para repetitividade (precisdo intradia), o desvio padrdo relativo (RSD), para essa
concentracdo, de acordo com a Diretiva 2002/657/EC, deve ser menor que 16%, o que foi
atingido para todos os compostos. A precisdo intermedidria foi avaliada através da analise
de dois lotes de amostras preparadas por dois diferentes analistas, sendo um dos lotes
analisado mediante dois equipamentos diferentes. Os coeficiente de variagao, de acordo
com a 2002/657/EC ndo devem ultrapassar 23%. Os valores obtidos variaram entre 4,0%

(sulfatiazol) até 11,1% (clortetraciclina), sendo considerados satisfatérios.

O efeito de matriz foi determinado pela razao das tangentes das curvas de calibragao
ou razao das inclinagdes (RI). O critério para afericdao de que nenhum efeito de matriz foi
observado é Rl = 1,0 £ 0,1. Para dois compostos, sulfadiazina e sulfametazina, obteve-seRI
= 1,04. A partir destes dados, considerou-se que nenhum efeito de matriz era observado
para estes analitos. Entretanto, para todos os demais compostos, os valores de Rl variaram
de 1,15 (4cido nalidixico) até 2,79 (difloxacino) e, portanto, havia efeito de matriz. Para
minimizar o efeito, uma curva de calibragdo construida em matriz foi preparada para cada

lote de amostras.
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A recuperacao foi calculada através da comparacao dos resultados para amostras do
tipo TS e amostras do tipo R. Apesar dos valores de recuperacao serem baixos, eles foram
considerados adequados, pois o método provou ser reprodutivel (baixa variacdo para
precisdo interdia). Além disso, como a curva de calibracdo sempre serd feita em matriz, os
valores baixos de recuperacdo ndo tém maiores implicacbes para determinacao

quantitativa.

Os valores para os parametros de validacdo sdo apresentados na Tabela VIII.



Tabela VIII. Parametros avaliados e valores obtidos na validagdo da metodologia para quantificagdo de antimicrobianos em ragoes
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Precisao Precisao -
Composto La i Exatiddo Intradia (CV %) Intermediaria Recuperagdo (%) Coeﬁae_nte Nde cie CCa } cch i
(ngg) o determinagdo (R?) (ngg?) (ngg?)
(Repetitividade) (CV %)
oTC 75 +6,0 9,5 7,9 38,2 0,9717 2331 266,2
CTC 75 +2,3 11,6 11,1 41,7 0,9675 238,9 277,8
DOXI 75 +9,0 13,5 8,8 38,8 0,9752 248,2 296,4
TC 75 +6,5 13,0 8,1 45,8 0,9683 245,2 290,5
SARA 75 +16,8 7,7 4,2 43,7 0,9888 229,8 258,8
DIFLO 75 +17,1 10,5 4,7 39,0 0,9887 240,4 280,9
ENRO 75 +10,7 8,9 5,2 46,2 0,9872 232,2 264,4
DANO 75 +14,4 8,9 5,2 48,5 0,9844 233,55 267,0
CIPRO 75 +16,8 12,2 7,9 40,7 0,9775 246,8 293,6
NOR 75 +20,0 6,9 4,9 41,6 0,9780 227,4 254,8
FLU 75 +5,3 10,7 6,2 50,9 0,9818 236,9 273,8
OXO 75 +9,6 9,1 5,2 50,2 0,9927 232,7 265,4
NALID 75 +8,6 10,7 6,0 52,1 0,9805 238,0 276,1
SMA 75 +7,7 11,4 54 53,2 0,9815 240,2 280,5
SDz 75 -10,2 16,1 5,6 67,7 0,9576 248,1 296,2
STZ 75 +7,5 13,1 4,0 52,0 0,9825 246,2 292,5
SMR 75 +6,8 13,1 5,7 56,1 0,9796 246,1 292,1
SFX 75 +9,1 10,0 5,0 55,8 0,9817 235,9 271,8
SMz 75 +3,3 14,0 5,0 53,3 0,9867 247,5 295,0
SCP 75 +6,1 13,4 5,6 49,5 0,9832 246,5 293,0
SQX 75 +1,7 12,0 7,0 51,0 0,9809 240,2 280,4
SDX 75 +0,3 13,7 6,4 54,2 0,9732 245,2 290,4
SDMX 75 +0,6 13,1 59 46,8 0,9720 2433 286,7
TMP 75 +4,8 14,5 7,0 51,2 0,9801 250,0 300,1
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5.7.2 Quantificacdo de residuos de beta-lactdmicos em leite por LC-MS/MS

5.7.2.1 Separagao cromatografica

5.7.2.1.1 Condi¢cées cromatogrdficas de separagdo

A separacdo cromatogréfica baseou-se em metodologia previamente desenvolvida e

validada para 6 dos 14 compostos de interesse no trabalho atual®®.

O gradiente para a separac¢ao foi o mesmo do trabalho anterior, mas melhores resultados
foram obtidos utilizando-se metanol como solvente organico na fase moével, no lugar da
acetonitrila, principalmente para a amoxicilina. Dentre os analitos, a amoxicilina foi sempre

apontada como o composto mais desafiador’®.

A acetonitrila é, geralmente, o solvente mais utilizado na separacdo cromatografica por
LC-MS/MS, mas, nesse caso, muitos dos compostos de interesse possuem substituintes
ionizaveis. Assim, o metanol, por ser um solvente prético e, portanto, possuir caracteristicas mais
desejaveis para a solvatacdo destes compostos, favoreceu o mecanismo de particao

cromatografico, o que foi observado devido a melhora do perfil do pico resultante.

A coluna analitica utilizada foi, inicialmente, uma coluna polar (Synergy Phenomenex),
porém para alguns analitos o resultado foi insatisfatério (amoxicilina, ampicilina, cefalexina,

cefapirina, cefalénio, cefquinoma).

A fim de avaliar qual seria o fenbmeno que ocasionava tal resposta, um experimento de
infusdo pds-coluna dos analitos foi realizado, com injecdo de solvente e extrato de amostra
“branca”, para avaliar a possivel supressdao ou aumento do sinal dos analitos na presen¢a dos

coextrativos da amostra’®.

Através desse experimento, pode-se observar zonas de supressao idnica em duas sessdes
do cromatograma. Uma zona de supressdao foi observada na faixa de tempo de retencdo

correspondente ao volume morto (em torno de 1 minuto), o que é esperado devido a eluicdo de
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grande numero de compostos presentes no leite que nao interagem com a coluna, como
acucares, por exemplo. Outra zona de supressdo pode ser vista no intervalo do tempo de
retencdo entre 6.7 a 6.8 minutos (Figura 25). Para os analitos cuja resposta é variavel, nessa
coluna os tempos de retencdo sdo proximos a esta faixa de tempo (entre 6.4 a 6.8 minutos). A
Figura 25 apresenta trés cromatogramas sobrepostos: dois referentes ao experimento de infusdo
pos-coluna, correspondentes a injecdo do solvente (linha pontilhada) e a injecdo do extrato
“branco” (linha continua), além do cromatograma extraido no modo MRM para o analito CFX na
mesma coluna. Pode se observar que o tempo de retencdo do analito em questado era coincidente
com um dos pontos de supressdo ocasionados pelos interferentes da matriz. Dessa forma,
conclui-se que na coluna em questao ocorria supressao idnica ocasionada pelos coextrativos da
matriz em uma regido onde ocorria a eluicdo dos analitos. Pelos motivos expostos, esta coluna
foi considerada ndo adequada para separar os compostos de interesse e outra coluna foi

avaliada.

1,6E+06

1,2E+06

8,0E+05

4,0E+05

0,0E+00 M

0 4 7 11 15

Figura 25. Cromatogramas sobrepostos para cefalexina para avaliacdo da supressao i6nica. A linha preta
representa a solugdo padrdo de cefalexina em agua no gradiente proposto, com a coluna Synergy. A linha cinza
escura corresponde ao experimento de infusdo pds-coluna para o extrato branco, e a linha cinza clara a infusdo

pds-coluna de solvente (agua ultrapura).
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A outra coluna avaliada foi a Agella Durashel RP (2.1 x 10 mm, 4.6 um). Com esta coluna,
todos os resultados foram considerados adequados para todos os analitos, pois ndo havia area
de supressao correspondente ao tempo de eluicdo dos compostos de interesse, entre 9 a 12
minutos. Alguns compostos coeluiram, mas isso ndo é um problema na analise por LC-MS/MS,
uma vez que é possivel a separacdo das diferentes transicoes nos diferentes canais. Os

cromatogramas extraidos para cada analito podem ser observados na Figura 26.

5.7.2.1.2 Solvente do extrato final

O solvente e/ou mistura de solventes no extrato final pode ter influéncia, por exemplo,
na area do pico, no tempo de retencdo e na reprodutibilidade. Na metodologia previamente
desenvolvida e validada, uma aliquota da fase orgéanica do extrato era injetada no sistema de LC-
MS/MS, em que o solvente era acetonitrila. Na metodologia atual, apds evaporacdo do solvente
empregado na extracdo, o volume da amostra foi ajustado a 1,0 mL com acetonitrila. Entretanto,
foi observado que para alguns analitos houve uma considerdvel variacdo do valor da area,
principalmente para a amoxicilina. Experimentos foram realizados para avaliagdo do coeficiente
de variagdo para um conjunto de injecdes de uma mesma amostra (n = 20), com diferentes
solventes finais no extrato: acetonitrila pura e agua pura. A variabilidade da resposta para os
analitos foi maior com a acetonitrila como solvente, sendo critica para a cefalexina e o cefal6nio,
cujo coeficiente de variagdo (CV) foi 18 e 13%, respectivamente. Quando a composi¢ao do
solvente presente foi 100% agua, o CV ndo ultrapassou 6% para todos analitos. Assim, foi
concluido que a d4gua ultrapura propiciou o melhor resultado. Cromatogramas de todos os

analitos com as transi¢des quantitativas e confirmatdrias sdo apresentados na Figura 26.

Cromatogramas obtidos no modo MRM para uma amostra “branca” de leite bovino e para
uma amostra “branca” de leite bovino fortificada com todos os analitos beta-lactamicos na

concentracao correspondente ao LMR s3do apresentados na Figura 27.
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Figura 26. Cromatogramas obtidos no modo MRM para uma amostra “branca” de leite bovino fortificada com
todos os analitos determinados mediante a metodologia desenvolvida para a determinacdo de beta-lactamicos
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Figura 27. Cromatogramas obtidos no modo MRM para uma amostra “branca” de leite bovino (superior) e para
uma amostra branca de leite bovino fortificada com todos os analitos beta-lactdmicos na concentragao
correspondente ao LMR (inferior)
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5.7.2.2 Preparo das amostras

O solvente de extracdo, acetonitrila, foi adicionado gradualmente nesta etapa, a fim de
melhorar a precipitacdo das proteinas do leite®®, mesmo motivo pelo qual as amostras foram

agitadas entre as adigdes.

Juntamente com a extracdo liquido-liquido (LLE), muitos autores adotaram uma etapa de
limpeza do extrato (clean-up) para remover outros compostos interferentes, que também sdo
extraidos pelo solvente organico como, por exemplo, a extracdo em fase sélida (SPE)% 3% 72, Como
a extracdo liquido-liquido diminui custos, tempo de andlise e residuos produzidos no processo de

preparo de amostra, a etapa de clean-up por SPE nado foi adotada, por descaracterizar a primeira.

A metodologia previamente desenvolvida e publicada®®, envolvendo um niimero menor
de compostos, envolvia a extracdo liquido-liquido e uma etapa de salting out (que tinha por
objetivo promover a passagem dos compostos de interesse da fase aquosa para a fase organica)
para a extracdo e posterior determinacdo de seis antibidticos pertencentes a classe dos beta-
lactamicos (penicilina G, penicilina V, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina e ceftiofur). Entretanto,
guando se avaliou a aplicabilidade da metodologia ja desenvolvida, para os analitos do trabalho
atual, que inclui outros oito compostos (amoxicilina, ampicilina, cefalexina, cefapirina,
cefquinoma, cefoperazona, cefalonio e nafcilina), observou-se que para ampicilina, amoxicilina,

cefalexina, cefalonio, cefquinoma e cefoperazona, a resposta nao era adequada.

Através do coeficiente de particdo octanol/dgua dos compostos (P), que informa a
tendéncia de um soluto X se distribuir entre as fases formadas por octanol e dgua, pode-se
encontrar uma possivel explicacdo para o observado. Os valores sdo usualmente tabelados como

log P. Quanto menor log P, mais hidrofilico é o soluto X.

O log P (AMP = 1,75, AMX = 0,87, CFX = 0,65, CFN = -0,19, CFOP =-0,75 and CFQ = -1,49)
pode explicar parcialmente os resultados obtidos, apontando no sentido de que quanto menor
o log P, menor é a extracdo em acetonitrila, com excecdo da CFAP (log P = -0,25), que nao se
alterou com adicao de sal. A cefapirina é uma cefalosporina de primeira geragdo e possui poucos

substituintes ionizaveis na molécula quando a comparamos as oximinocefalosporinas, como sdo
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denominadas as cefalosporinas de 32 e 42 geracdo, por exemplo, a cefquinoma. Dessa forma, a
particdo para a acetonitrila pode ser facilitada, uma vez que aumenta o nimero de substituintes

ionizaveis, aumentando a interacdo com a dgua e reduzindo a eficiéncia do salting out.

Dessa forma, buscou-se desenvolver uma metodologia que utilizasse a LLE em adicdo a
etapas de clean-up, que ndo ocasionasse perda dos analitos. Desenvolveu-se uma metodologia
gue consiste na LLE seguida de clean-up com C18 bulk e, posteriormente, purificacdo a baixa

temperatura (LTP).

A LTP busca alcancgar, no menor tempo possivel, uma temperatura baixa o suficiente para
reduzir a solubilidade de material graxo e proteico presente no leite e que é coextraido, de forma
gue esses interferentes sejam removidos facilmente apds centrifugacdo. Assim, a condicdo dtima

para a etapa de LTP foi — 17°C durante 20 minutos.

ApOs essas etapas, a amostra foi concentrada, mediante evaporagdao com fluxo de N, a 45
°C, temperatura amena para evitar a degradacdo térmica dos analitos. A evaporacdo foi
considerada satisfatéria quando cerca de 0,5 mL do extrato permaneceu no tubo de evaporacao.
A esse volume, foi adicionada agua ultrapura, até obter-se um volume final de 1,0 mL, sendo uma

aliquota injetada diretamente no sistema LC-MS/MS.

5.7.2.3 Parametros de validagao

Os valores de exatiddo considerados aceitaveis, de acordo com a Diretiva 2002/657/EC,
variam de acordo com a faixa de concentracdio dos compostos determinados, sendo
considerados adequados valores de exatidao que variem entre — 30% a + 10% para faixas de
concentracdo entre 1 ug kg a 10 ug kg?, ou de — 20% a + 10%, para concentracdes iguais ou
superiores a 10 pg kg™. Os valores de exatiddo obtidos foram considerados satisfatdrios, uma vez

que variaram de 92 a 110%.

Para os valores de CCa e CC[3 ndo ha critério estabelecido. Para o parametro CCa, que é a
probabilidade de a amostra analisada ser conforme, apesar de ter sido obtido um resultado ndo

conforme (falso positivo), o valor mdximo foi 22% do LMR, e pode ser considerado satisfatdrio.
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Os valores de CV referentes a repetitividade ndo excederam 14,0 % e também foram
considerados satisfatérios, ja que, de acordo com a equacdo de Horwitz, os valores de
repetitividade aceitdveis variam de 24,5% (LMR = 4 ng mL') a 15,1% (LMR = 100 ng mL?). Jd a
precisdo intermediaria, de acordo com a Diretiva 2002/657/EC, é considerada satisfatdria para
valores na faixa de 36,7% (LMR = 4 ng mL?) a 22,6% (LMR = 100 ng mL?). Com respeito a

linearidade, obteve-se r? > 0,95, satisfazendo o critério estabelecido.

Os valores para todos os parametros estao citados na Tabela IX.

Tabela IX. Valores encontrados para os parametros de validagao do método de determinagdo de beta-lactamicos
na matriz leite

LMR LQ Exatidao Repetitividade Recuperagdo

Composto (ng mL1) (ng mL1) (%) DP?{ (%) (%) perac CCa CCB R?

PNG 40 1,0 -8,0 14,0 94 4,8 57 0,977
AMP 40 1,0 +9,0 6,9 67 4,5 5,0 0,998
PNV 4,0 1,0 -3,0 7,1 104 4,5 4,9 0,987
AMX 4,0 1,0 +9,0 7,8 58 4,6 51 0,990
CFN 20,0 5,0 +2,0 8,0 82 22,7 25,4 0,998
CFQ 20,0 5,0 +10,0 7,7 81 22,8 25,5 0,985
NAFC 30,0 7,5 0,0 7,3 106 33,6 37,5 0,989
OXA 30,0 7,5 -3,0 6,4 101 33,0 36,1 0,992
CLX 30,0 7,5 -7,0 5,7 103 32,6 35,2 0,990
DCX 30,0 7,5 +2,0 5,7 108 32,9 35,7 0,985
CFOP 50,0 12,5 +7,0 7,4 88 56,5 63,0 0,998
CFAP 60,0 15,0 +4,0 7,4 84 67,6 75,2 0,996
CFT 100,0 25,0 +6,0 7,6 94 113,2 125,4 0,996
CFX 100, 25,0 +10,0 12,1 58 122,5 1449 0,992

A estimativa do efeito de matriz (ME) e o calculo da recuperagdo foram realizados e os
valores encontrados podem ser observados na Tabela X. Para o efeito de matriz, encontrou-se
valores acima e abaixo de zero, o que significa, respectivamente, que a matriz causou tanto
aumento do sinal quanto sua supressao, dependendo do analito em questdo. Ja os valores de
recuperagao variaram entre 43 e 74%. Sendo assim, a construg¢ao da curva analitica em matriz é
uma maneira adequada de minimizar tais efeitos, visando uma correta quantificacdo dos

analitos.
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Tabela X. Estimativa quantitativa do efeito de matriz e recuperag¢do dos analitos na determinagdo de residuos de beta-lactdmicos em leite bovino (n=3 para

cada valor).
Composto PNG CFX AMP PNV AMX OXA NAFC CFAP CLX CFN DCX CFT CFQ CFOoP
TS 3,1x105 1,1x107 2,7x106 51x105 1,4x105 2,8x106 7,9x105 89x106 2,2x105 1,5x106 2,2x10° 3,6x106 2,7x10* 1,3x106
R 53x10° 6,2x10® 1,1x10® 57x10> 99x10> 3,3x10% 99x108 79x10® 25x10® 1,2x10® 2,6x10° 3,0x10% 2,6x10* 1,3x10°
S 3,7x105 2,7x105 56x105 4,2x105 4,1x105 2,3x106 68x105 48x106 19x106 7,4x10° 19x105 1,6x105 1,5x10* 7,6x 105
Efeito de Matriz 71 -45 -59 12 -30 19 25 -11 18 -17 17 -16 -3 -4
Recuperacgio 71 44 50 74 41 72 69 61 73 60 73 55 58 60
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5.7.3 Quantificagao de residuos de macrolideos e lincosamidas em musculo e leite por LC-
MS/MS

5.7.3.1 Separagao cromatografica

A condicdo da fase moével foi estabelecida a partir de metodologia anteriormente
desenvolvida para aguas superficiais’!, contemplando dois analitos da classe macrolideos.
A primeira fase moével avaliada era composta por acetonitrila (ACN) e dgua ultrapura, ambos
com o aditivo acido formico na concentracdo 0,1% (v/v) (1 mL de acido férmico para cada

litro de solvente), para favorecer o processo de ionizacdo por eletrospray.

A coluna utilizada foi escolhida a fim de reduzir o tempo de andlise, importante em
analises de rotina. Desta forma, utilizou-se a Agella Durashell RP (100 mm x 2,1 mm, 5 um),
por ter proporcionando bons resultados, também para outros analitos, além de ter
dimensdes menores o que resulta em menor tempo de andlise. O resultado obtido com essa
coluna foi considerado satisfatério, uma vez que o tempo de analise cromatografica pode
ser 12 minutos, com tempos de retengao dos analitos variando entre 6 e 8 minutos. Foi
utilizada uma coluna de guarda Security Guard (Phenomenex) preenchida com C18 (4,0 x

3.0 mm, 5 um), a fim de preservar a coluna cromatografica e aumentar sua vida util.

A Figura 28, apresenta oito cromatogramas, correspondentes a cada um dos sete

analitos.
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Figura 28. Cromatogramas extraidos no modo MRM para os compostos fortificados no nivel de
concentragdo equivalente ao LMR em amostras “brancas” de leite bovino: (1) LNC, (2) CLN, (3) TLM, (4) ERT,
(5) AZT, (6) SPR, (7) TYL. Cromatograma de ion total de todos os analitos fortificados em leite, na
concentracdo equivalente ao LMR em amostra “branca” de leite bovino (8).
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5.7.3.2 Preparo das amostras

Assim como na metodologia de andlise para determinacdo de beta-lactamicos, nas
amostras de leite, a adicdo do solvente de escolha, acetonitrila, foi realizada em trés
aliquotas, correspondentes a uma primeira de 2,0 mL e duas seguintes de 1,0 mL, para

favorecer a precipitacdo das proteinas.

Para as amostras de musculo, um homogeneizador do tipo Ultra-Turrax foi

empregado para promover a disrupcao tecidual eficientemente.

Novamente, para evitar clean-up por SPE, foi avaliada o impacto de pequenos
volumes de injecdo. Esta foi uma solucdo encontrada para diminuir a introducdo de
impurezas no sistema cromatografico, que podem danificar a coluna cromatogréfica,
contaminar o analisador de massas e interferir na resposta cromatografica, sendo um

procedimento de baixo custo e pratico.

Para que se pudesse obter o menor efeito de matriz possivel e a melhor resposta
para os analitos, trés diferentes volumes de injecdo foram avaliados: 2,0, 5,0 e 10,0 pL. O
CV das areas dos compostos para diferentes volumes de inje¢ao, em relagao aos diferentes
compostos e matrizes foi determinado (n=7). Com excec¢ao do analito Tilmicosina (TLM) cujo
resultado obtido foi levemente melhor com volume de inje¢ao de 5,0 uL, para todos os
demais compostos um menor CV foi encontrado e uma resposta satisfatéria, com o volume
de 2,0 pL, como pode ser observado na Figura 29. Sendo assim, nenhuma etapa adicional

de clean-up do extrato foi necessaria.
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Figura 29. Coeficientes de variagao obtidos para cada analito com trés diferentes volumes de inje¢do: 2,0,
5,0 e 10,0 uL (n=7). Para o analito LNC, o CV obtido foi de 25,4% no volume de injecdo correspondente a
10,0 pL.

5.7.3.3 Parametros de validagdo

Para definicao da menor concentragao detectavel conforme requerido pela diretiva
seguida, curvas de calibragdo preparadas a partir de solugdo de fortificagdo com
concentragdes mais baixas foram construidas, com concentragdes que correspondiam a 6,

12 e 18% do LMR para cada composto. Os valores obtidos foram considerados satisfatérios.

O critério de linearidade para curvas de calibragdo construidas em matriz é R > 0,95;
todos os valores obtidos para as curvas em matriz foram superiores a 0,98. Para a analise
confirmatdria de amostras nao-conformes para analitos cujos niveis de valida¢gao adotados

foram abaixo do MRL estabelecido, as curvas de calibragcdo foram construidas em amostras

“brancas”.

Os valores de CCa e CCB foram determinados para cada analito em cada matriz e
espécie. A especificidade foi avaliada e ndo foi observada interferéncia em nenhuma das

amostras avaliadas. Dessa maneira, o método foi considerado especifico para os analitos
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nas diferentes matrizes. A exatiddo foi considerada de acordo com os critérios

estabelecidos®3.

A repetitividade, expressa como CV, para a faixa de concentracdo de trabalho, deve
ser inferior a 16%°3, o que foi alcancado nas trés faixas de concentracdo e, portanto,
considerada satisfatéria. O método foi considerado reprodutivel para a matriz leite e para
a matriz musculo, pois os valores de CV foram inferiores a 23%, valor preconizado de acordo

com a equacdo de Horwitz®3.

Os valores obtidos para cada um dos parametros de validacdo estdo citados na

Tabela XI.



Tabela XI. Parametros de validagdo para quantificagdo de macrolideos e lincosamidas em leite bovino e musculo bovino, suino e de aves
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Leite Musculo
Farmaco . Bovino Aves Suino

LD LQ RSDr RSDR Exat Rec CCa CCB LOD LOQ  Repé Repro Exat Rec CCa CCB CCol CCB CCol CCB
AZT 12,5 25,0 7,9 12,2 104 60 119,6 139,1 | 6,2 12,5 15,0 19,1 +9 69 66,4 82,8 61,8 73,5 56,9 63,7
ERT 5,0 10,0 12,8 16,3 92 66 50,2 60,5 12,5 250 3,9 7,5 +6 80 1140 1279 120,5 1410 119 123,9
SPR 25,0 50,0 8,7 12,2 101 67 236,0 272,1 | 12,5 25,0 58 12,5 +10 79 120,9 1419 137,5 175,3 1355 171,0
TLM 6,2 12,5 1,7 10,2 101 73 61,2 72,3 6,2 12,5 2,3 8,4 +3 73 57,9 65,7 59,9 69,9 62,5 74,9
TIL 6,2 12,5 14,4 18,9 91 71 64,7 79,4 12,5 25,0 8,8 11,5 +10 83 124,7 149,5 123,6 147,2 116,8 133,6
CLN 18,7 375 6,8 10,2 104 68 178,9 207,7 | 6,2 125 4.8 9,4 +4 74 60,8 71,6 62,3 74,7 58,2 66,3
LNC 18,7 375 05 9,8 101 60 184,3 218,3 (125 250 7,3 10,6 -35 107 117,0 134,0 123,5 146,9 122,3 1446

LD = limite de detecc¢do

LQ = limite de quantificacdo

RSDr = desvio padrao relativo na repetitividade
RSDR = desvio padrao relativo na reprodutibilidade
EXAT = exatiddo (%)

REC = recuperagdo (%)
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Pela comparacdo das tangentes das curvas de calibracdo (RI, razdo das inclinagdes),
avaliou-se o efeito de matriz. Como ja citado, o critério utilizado para determinar o efeito de
matriz € Rl = 1,0 + 0,1. Para a matriz leite e para os analitos eritromicina e tilosina, o Rl foi
proximo a 1,0, mas para os outros o Rl foi acima do valor aceito (azitromicina, espiramicina,
lincomicina, tilmicosina, clindamicina). Ja para a matriz musculo, cuja avaliacdo do efeito de
matriz foi conduzida com musculo bovino, as curvas de calibracdo em matriz e em solvente
eram sobreponiveis, para os analitos tilosina, lincomicina e azitromicina; enquanto que para
os analitos espiramicina, eritromicina, tilmicosina e clindamicina, os valores de Rl ndo foram
satisfatorios. Estes dados demonstraram que efetivamente as curvas de calibracdo devem ser

construidas em matriz.

O efeito da matriz musculo foi avaliado através de andlise de variancia, para amostras
“brancas” fortificadas de modo a concentragdes correspondentes ao LMR/NVA para cada uma
das trés espécies (n=6), calculada através da tangente da curva construida na matriz musculo
bovino. Os valores do CV encontrados ficaram abaixo do valor maximo aceitavel (CV = 23%)
para a faixa de concentracdo em questdo (lincomicina = 21,5%; eritromicina = 12,6%;
azitromicina = 15,8%, espiramicina = 21,4%; tilosina = 8,7%, clindamicina = 12,5%, tilmicosina
=19,6%). Dessa forma, conclui-se que é possivel construir uma Unica curva de calibracdo em
matriz musculo para a determinac¢do dos analitos em amostras pertencentes as trés espécies

animais.

5.7.4 Determinagao de residuos de antimicrobianos em leite e musculo por LC-QTOF-MS -
Método qualitativo

5.7.4.1 Separac¢do cromatografica

O metanol foi definido como fase médvel organica por levar a melhores formatos de
pico que a acetonitrila para os beta-lactamicos, conforme citado na se¢ao 5.7.2.1. Em trabalho
ja publicado’3, foi demonstrado que o metanol é o solvente mais adequado para a separacdo
cromatografica de compostos da classe das sulfonamidas. Para os demais analitos, o metanol
na fase mdvel nao indicou interferéncia consideravel no formato do pico. Assim, o metanol foi
o solvente adotado como fase mével, juntamente com a agua. O acido férmico foi escolhido

como aditivo para melhorar a resolucdo do pico e a sensibilidade. Além disso, o formiato de
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amonio foi adicionado para melhorar o formato dos picos, uma vez que ele aumenta a forca
ibnica’.

A coluna analitica utilizada foi a Durashell RP (Agela Technologies, 100 x 2.1 mm, 3 um,
150 A), ja empregada em metodologia anteriormente validada’ 7. O método cromatogréfico
envolve um tempo total de 14 minutos, sendo suficiente para determinar os 46 compostos de
interesse em um tempo curto. Cromatogramas de amostras “brancas” e fortificadas no nivel

equivalente a concentracdao CCPB para diferentes compostos sdo apresentados na Figura 30.
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Figura 30. Cromatogramas obtidos por LC-QTOF-MS extraidos para amostras “brancas” (A) e fortificadas em
concentragdo equivalente ao CCB (B) para: 1 — sulfametoxazol em leite bovino; 2 — enrofloxacino em musculo
de peixe; 3 — trimetoprima em musculo suino.
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5.7.4.2 Preparo de amostras

Uma vez que o método qualitativo de determinacdo de antimicrobianos em musculo
e leite compreende analitos pertencentes a diferentes classes, com diferentes propriedades
guimicas, o preparo das amostras deve contemplar essas diferencas sem, entretanto, causar

perdas considerdveis dos analitos das demais classes.

Acetonitrila e metanol foram os solventes que proporcionaram os melhores resultados
para analises multirresiduos em musculo, rim e leite, de acordo com trabalhos anteriores '*
7,78 Além disso, o uso de acetonitrila para extracdo dos compostos de interesse tem algumas
vantagens: diminui a indesejada coextracdo de lipidios, promove a precipitacdo das proteinas,
produz extratos relativamente limpidos e pode extrair uma ampla variedade de compostos

com diferentes polaridades’®.

Novamente, foi adicionada aliquota de solucdo de EDTA 150 mM para evitar a

quelacdo das tetraciclinas por metais presentes na amostra®3.

Considerando que os beta-lactamicos constituem o grupo de antimicrobianos com
maior labilidade neste estudo, o procedimento de extracao foi satisfatoriamente adaptado

para extrair outras classes de antimicrobianos’®.

Assim, as amostras foram extraidas com acetonitrila, seguida por etapas de clean-up

da amostra com C18 bulk e purificagao a baixa temperatura.

O solvente de extra¢do foi modificado pela adi¢do de acido férmico 0,1% (v/v) para
facilitar a extracdo de quinolonas e fuorquinolonas®®. Apesar da reatividade dos beta-
lactamicos com 4cidos, a baixa concentrac¢do de dcido féormico ndo causou efeitos apreciaveis

na extragdo dos compostos deste grupo.

A evaporagdo das amostras e concentracdo dos analitos foi realizada a uma
temperatura maxima de 45 °C a fim de evitar a degradac¢do dos beta-lactamicos. Pelo mesmo
motivo, o processo de evaporacao foi finalizado antes da completa secura dos extratos. Assim
gue o volume do extrato ficou em torno de 0,5 mL, ele foi transferido para vial e o volume foi

completado a 1,0 mL.
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O mesmo procedimento, com algumas adapta¢des conforme descrito acima, foi
aplicado a leite bovino e musculo de diferentes espécies (bovina, suina, aves, equina, pescado

e camarao), levando a resultados similares e satisfatdrios para todas as matrizes.

5.7.4.3 Parametros de validagao

O método analitico foi validado seguindo-se os requerimentos para metodologias
qualitativas (ou de screening) de acordo Decisdo da Comissido da Unido Europeia 2002/657/EC
e do MAPA®% 64 Considerando-se a necessidade de investigar a aplicabilidade do método
mediante diferentes sistemas de analisadores de massas, a metodologia foi validada para LC-
QTOF-MS e LC-MS/MS, para todas as matrizes. A comparac¢do dos parametros de validacdo
definiu as vantagens e/ou limitacbes de cada sistema especifico. Os parametros mais

relevantes obtidos durante a validacdo sdo citados a seguir e apresentados na Tabela XII.

Os valores obtidos para o parametro capacidade de deteccdo (CCB) do método, que
nesse estudo sera considerada também o limite de deteccdo do método, foram considerados
bons, uma vez que eles variaram de 10% do NVA (para ceftiofur, matriz musculo) a 50% do
LMR. Para a maioria dos compostos, CCB correspondente a 25% do LMR foi obtido. Em outras
palavras, todos os analitos eram corretamente detectados em todas as matrizes em
concentragdes que correspondiam a, no minimo, metade do limite maximo. Os valores de CC

estdo descritos na Tabela XII.

Nenhuma interferéncia significativa pode ser observada na avaliagdo da
especificidade, através da verificacdo da presenca de interferentes nos tempos de retencao
dos analitos de interesse. Dessa forma, foi concluido que o método apresenta especificidade

satisfatdria para todos os analitos em todas as matrizes de interesse.
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Tabela XII. LMR/NVA para os analitos em leite e misculo (menor valor estabelecido para alguma das espécies)
para cada analito e capacidade de detecgdo (CCB)

. LMR em leite Capacifiade de LMR/NVA em Capacisiade de

Analito Classe } detecgdo (CCB) ., ) deteccdo (CCB)
(ng mLY) y musculo (ng g1) .

(ng mL?) (ngg?)
ERT Macrolideos 40.0 10.0 200.0 25.0
SPR Macrolideos 200.0 50.0 200.0 25.0
TIL Macrolideos 50.0 12.5 100.0 25.0
AZT Macrolideos 100.0 25.0 50.0 12.5
TLM Macrolideos 50.0 12.5 50.0 12.5
LNC Lincosamidas 150.0 37.5 100.0 25.0
CLN Lincosamidas 150.0 37.5 50.0 12.5
SMA Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
SDMX Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
o) { Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
SDX Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
SFX Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
STZ Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
SCP Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
SDz Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
SMR Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
smz Sulfonamidas 100.0 25.0 100.0 25.0
NORF Fluoroquinolonas 10.0 2.5 100.0 25.0
DIFLO Fluoroquinolonas 100.0 25.0 100.0 25.0
CIPRO Fluoroquinolonas 50.0 12.5 100.0 25.0
ENRO Fluoroquinolonas 50.0 12.5 100.0 25.0
SARA Fluoroquinolonas 20.0 5.0 20.0 5.0
NALID Quinolonas 20.0 5.0 20.0 5.0
FLU Quinolonas 50.0 12.5 100.0 25.0
(0) (o] Quinolonas 20.0 5.0 20.0 5.0
DANO Fluoroquinolonas 30.0 7.5 100.0 25.0
Inibidores da
TMP diidrofolato 50.0 12.5 50.0 12.5
redutase
BMX Mucolitico 50.0 12.5 100.0 25.0
TC Tetraciclinas 100.0 25.0 100.0 25.0
CTC Tetraciclinas 100.0 25.0 100.0 25.0
DOXI Tetraciclinas 100.0 25.0 100.0 25.0
oTC Tetraciclinas 100.0 25.0 100.0 25.0
PNG beta-lactamicos 4.0 1.0 50.0 25.0
PNV beta- lactamicos 4.0 1.0 50.0 25.0
AMP beta- lactamicos 4.0 1.0 50.0 25.0
AMX beta- lactamicos 4.0 1.0 - -

OXA beta- lactamicos 30.0 7.5 300.0 50.0
CLX beta- lactamicos 30.0 7.5 300.0 50.0
DCX beta- lactamicos 30.0 7.5 300.0 50.0
CFT beta- lactamicos 100.0 25.0 1000.0 50.0
CFQ beta- lactamicos 20.0 5.0 50.0 25.0
CFAP beta- lactamicos 60.0 15.0 50.0 25.0
CFOP beta- lactamicos 50.0 12.5 50.0 25.0
CFN beta- lactamicos 20.0 5.0 20.0 10.0
NAFC beta- lactamicos 30.0 7.5 300.0 50.0
CFX beta- lactamicos 100.0 25.0 200.0 50.0
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5.8 ANALISE DE AMOSTRAS REAIS

Entre abril de 2012 e abril de 2016, foram analisadas 1129 amostras de rac¢des e
ingredientes de racdo, provenientes de industrias no Brasil, para determinacdo da presenca
de residuos de 24 antimicrobianos, pertencentes a diferentes classes: sulfonamidas,
fluoroquinolonas, tetraciclinas e trimetoprima, utilizando-se a metodologia descrita neste

trabalho.

Em relacdo a amostras de musculo e leite, no periodo entre 2014 e 2015, 3833
amostras reais foram analisadas, correspondendo a 2728 musculos das espécies bovino (n =

677), suino (n=761), aves (n = 1150), equino (n =9) e pescado (n =131) e 1105 de leite bovino.

As metodologias desenvolvidas e validadas mostraram-se adequadas ao propdsito. Os
dados referentes a incidéncia de amostras positivas foram compilados e serdo apresentados

nas proximas segoes.

5.8.1 Aplicabilidade das metodologias apresentadas a amostras reais

A Figura 31 apresenta, como exemplo, cromatogramas de amostra real avaliada pelo
método qualitativo multiclasse. Foi detectada a presenca do composto ceftiofur em amostra
de leite, sendo a presenca do analito confirmada e quantificada através do método
guantitativo confirmatdério de beta-lactamicos em leite bovino, ambos desenvolvidos e

validados neste trabalho.
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Figura 31. Cromatogramas obtidos para a faixa de massas correspondente ao ceftiofur por LC-QTOF-MS em
analise de amostras reais para (1) amostra “branca”, (2) amostra “branca” fortificada no nivel de concentracao
correspondente ao LMR e (3) amostra real. Em evidéncia, os valores de drea para o ceftiofur nas amostras
“branca”, controle e amostra real, sendo a ultima area maior.
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Apds a reanalise da amostra, em triplicata, pode-se confirmar que a amostra continha,
de fato, concentragao do ceftiofur acima do limite permitido, e acima do CCa (CCa = 120,3 ng
mL?. As concentracbes encontradas da triplicata da amostra foram amostra 1 — 149,3 ng mL
1. amostra2— 152,1 ng mL*; amostra 3—130,9 ng mL?; valor médio = 144,0 ng mL™?), estando,
dessa forma, ndo-conforme. O cromatograma obtido na analise confirmatério através da
metodologia de determinacdo de beta-lactdmicos em leite estd apresentado na Figura 32. A

curva de calibracdo obtida em matriz obtida nesta confirmacdo esta apresentada na Figura

33.

2.6e5 1 |
2.3e5 |
2.0e5 1 |

1.7e5 ]

-
. EN
Intensidade 3,

co
[=]
D

B

5.0e4 | |

2.004 | [\

0.0 2.0 40 60 Tempo,min 90 1.0 130 150

Figura 32. Cromatograma obtido no modo MRM para amostra de leite contendo ceftiofur, obtida através da
analise confirmatéria para beta-lactamicos
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Figura 33. Curva de calibragdo em matriz obtida na determinagdo de ceftiofur em analise confirmatdria de leite
bovino

5.8.2 Incidéncia de residuos de antimicrobianos em amostras de alimentos destinados a
nutricdo animal

No periodo entre 2012 e 2016, 1129 amostras de produtos destinados a nutricao
animal foram analisadas para determinacdo de residuos de antimicrobianos. Os produtos
analisados foram ragdes, concentrados, nucleos e premixes, chamados aqui apenas ragdes.
Entre essas amostras, para 130 delas o resultado foi positivo, ou seja, a concentracao estava
acima do LQ. Ao contrario dos alimentos, para os quais ha LMR estabelecido, isto ndo existe
para as ragdes; para estas hd apenas a adogao de um ponto de referéncia para agdo (PRA),
conforme mencionado anteriormente. Na Tabela XIll é citada a distribuicdo de amostras

analisadas entre os anos 2012 e 2016 e amostras positivas detectadas.
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Tabela XIIl. Amostras analisadas, niUmero de positivos encontrados e a porcentagem que representam, de
acordo com o e o total do periodo

Ano Nimero de Numero de Porcentagem de
amostras amostras positivas  amostras positivas
analisadas

2012 274 26 9,5

2013 247 15 6,1

2014 313 51 16,3

2015 254 30 11,8

2016 41 8 19,5

Total 1129 130 11,5

O maior numero de alimentos destinados a nutricdo animal analisado foram aqueles
destinados as aves, seguidos por suinos, bovinos e equinos, como pode ser observado na
Tabela XIV. Além disso, algumas amostras eram coletadas por Auditores Fiscais Federais
Agropecuarios que ndo especificavam na solicitacdo de andlise a qual espécie animal se
destinaria aguele produto; na Tabela XIV sdo denominadas como “ndo informadas”. A maior
incidéncia de amostras positivas pertencia ao grupo de amostras cuja espécie nao foi
informada, seguido por suinos e aves. Nenhuma amostra positiva foi relatada em ragées

destinadas a equinos.
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Tabela XIV. Distribuicdo das amostras por espécie animal a qual se destina e ano em que foi analisada

. Porcentagem
Espécie Periodo Numero de Amc.>s.tras de amostras
amostras positivas .
positivas

Aves 2012 149 9 6,0

2013 146 7 4,8

2014 179 17 9,5

2015 147 15 10,2

2016 26 6 23,1

2012-2016 621 54 8,7
Suino 2012 108 16 14,8

2013 79 3 3,8

2014 90 21 23,3

2015 88 15 17,0

2016 10 1 10,0

2012-2016 392 56 14,3
Bovino 2012 9 - -

2013 6 - -

2014 22 3 13,6

2015 2 - -

2016 0 - -

2012-2016 52 3 5,8
Equino 2012 0 - -

2013 0 - -

2014 0 - -

2015 1 - -

2016 1 - -

2012-2016 2 - 0
Ndo informado 2012 8 1 12,5

2013 16 5 31,2

2014 22 10 45,6

2015 16 - -

2016 4 1 25,0

2012-2016 62 17 27,4

Na Tabela XV, as amostras analisadas sao agrupadas de acordo com o tipo de produto:
racao, suplemento, concentrado, nucleo e premix. A grande maioria de amostras recebidas
foi de ragdes. O percentual de amostras positivas para residuos de antimicrobianos,

entretanto, foi maior entre premixes e suplementos, que foi em torno de 20%.



Tabela XV. Distribuicdo das amostras de acordo com o tipo de produto e ano em que foram analisadas
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. Porcentagem
Tipo de produto Periodo Numero de Amc.>s.tras de amostras
amostras positivas -
positivas
Racgdes 2012 231 18 7,8
2013 205 12 5,8
2014 277 44 15,9
2015 231 27 11,7
2016 32 5 16,7
2012-2016 974 106 10,9
Premixes 2012 16 4 25,0
2013 18 2 11,1
2014 10 3 30,0
2015 7 - -
2016 6 3 50,0
2012-2016 60 12 20,0
Nucleos 2012 8 - -
2013 14 - -
2014 14 3 21,4
2015 10 3 30,0
2016 2 - -
2012-2016 48 6 12,5
Concentrados 2012 14 2 14,3
2013 10 1 10,0
2014 7 1 14,3
2015 5 - -
2016 1
2012-2016 36 4 11,1
Suplementos 2012 5 2 40,0
2013 0
2014 5
2015 1
2016 0 -
2012-2016 11 2 18,2

Dos 24 antimicrobianos avaliados nas amostras de ragdes, 12 deles foram ser

detectados em amostras de produtos destinados a nutricdao animal. Os compostos da classe

tetraciclinas foram os compreenderam o maior nimero de resultados positivos, tendo sido

detectados em mais de cem amostras. A trimetoprima foi detectada em mais de vinte

amostras. As substancias e o nimero de amostras em que foram detectadas estdo citadas na

Tabela XVI.
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E interessante ressaltar que muitas amostras continham mais de um residuo; em 30
amostras foi possivel identificar a presenca de dois compostos, em cinco amostras foram
detectados cinco antimicrobianos e em sete amostras, foram detectados quatro

contaminantes diferentes.

Tabela XVI. Compostos cujos residuos foram detectados em amostras de produtos destinados a nutri¢do
animal e numero de amostras em que foram detectados

Classe de Compostos Numero de resultados
antimicrobiano avaliados positivos

Trimetoprima Trimetoprima 23
Sulfonamidas Sulfaquinoxalina 17
Sulfametazina 15

Sulfaclorpiridazina 4

Sulfametoxazol 1

Tetraciclinas Oxitetraciclina 45
Doxiciclina 45

Clortetraciclina 16

Tetracaclina 5

Quinolona e Norfloxacino 17
Fluorquinolonas Enrofloxacino 4
Flumequina 1

5.8.3 Incidéncia de residuos de antimicrobianos em amostras de alimentos de origem
animal — musculo e leite

Durante os anos de 2014 e 2015, foram analisadas 3833 amostras de leite bovino e
musculo, como parte do PNCRC. Essas corresponderam a 1105 amostras de leite bovino, 1150
de musculo de aves, 761 de musculo suino, 677 de musculo bovino, 9 de musculo equino e
131 de musculo de peixes. Amostras positivas foram detectadas, confirmadas e os analitos
quantificados nas matrizes leite bovino (0,73% de amostras positivas), musculo de aves
(1,30%) e musculo de suino (2,10%). Também foram encontrados resultados acima do LMR,
considerados ndao-conformes, para trés matrizes: trés amostras nao conformes para leite,
guatro para musculo de ave e seis para musculo suino, num total de 13 ndo-conformidades,

totalizando 0,34% - amostras ndo-conformes. Estes resultados estdo resumidos na Tabela XVII.
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Tabela XVII. Total de amostras analisadas por matriz e espécie, niUmero e porcentagem de amostras positivas e
nado-conformes (NC).

. Numero de Porcentagem
Numero de  Porcentagem g

Matriz e amostras de amostras
Espécie Total amo's'tras de amgstras no- n3o-
positivas positivas
conformes conformes
Musculo 131 0 0 0 0
Peixes
Musculo 1150 15 1.30% 4 0.35%
Aves
Musculo 761 16 2.10% 6 0.79%
Suinos
Musculo 9 0 0 0 0
Equinos
Musculo 677 0 0 0 0
Bovinos
Leite 1105 8 0.73% 3 0.27%
Bovino
Total 3833 39 1,02% 13 0,34%

Em 2015, houve um aumento de aproximadamente 280% em relacdo ao numero de
amostras analisadas em 2014. Assim, é compreensivel ter havido também um aumento no
numero de amostras positivas e ndo conformes. Contudo, é possivel notar na Tabela XVIII que
a porcentagem relativa de amostras positivas e nao conformes diminuiu em ambos os casos,
de 1,39% para 0,88% no caso das amostras positivas e de 0,49% para 0,29% no caso das

amostras ndao-conformes.
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Tabela XVIII. Amostras analisadas por ano, matriz e espécie, nimero e porcentagem de amostras positivas e
nao-conformes (NC) detectadas.

P
Numero de Amostras Porcentagem Amostras df;i:::fg?
Matriz Ano amostras o de amostras nao- ~
. positivas . nao-
analisadas positivas conformes
conformes
Leite 2014 309 4 1,29% 1 0,32%
bovino | 2015 796 4 0,50% 2 0,25%
Mdsculo | 2014 237 7 2,95% 2 0,84%
de aves | 2015 913 8 0,88% 2 0,22%
Mdsculo | 2014 230 3 1,30% 2 0,87%
suino 2015 531 13 2,45% 4 0,75%
Musculo | 2014 160 0 0 0 0
bovino | 2015 517 0 0 0 0
Musculo | 2014 3 0 0 0 0
equino | 2015 6 0 0 0 0
Musculo | 2014 70 0 0 0 0
peixe 2015 61 0 0 0 0
2014 1009 14 1,39% 5 0,49%
Total 2015 2824 25 0,88% 8 0,28%
Soma 3833 39 1,02% 13 0,34%

Como mencionado anteriormente, das 3833 amostras de diferentes matrizes e
espécies analisadas, 13 foram consideradas nao-conformes. Estes resultados foram definidos
apdés reandlise destas amostras em triplicado, segundo metodologia quantitativa
confirmatdria especifica, quando a concentragdao calculada excedeu a concentragao

correspondente ao CCa.

Os resultados ndo-conformes encontradas em 2014 e 2015 sdo citados na Tabela XIX,
juntamente com a correspondente classe antimicrobiana, matriz e espécie animal onde este

residuo foi quantificado, LMR de referéncia e CCa.
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Tabela XIX. Resultados ndo conformes, compostos, classes, matrizes, espécies, concentra¢des determinadas,

LMR e CCa

Concentragao
Composto Grupo Mat,”?/ encor!;crada LMR CCa

Espécie (ng mL'ou pug

Ke)

Cloxacilina Beta-lactimicos Leite/bovino 63,2 30,0 32,6
Ceftiofur Leite/bovino 144,0 100,0 113,2
Ciprofloxacino Fluorquinolonas Musculo/aves 635,3 100,0 117,3
Enrofloxacino Mdusculo/suino 161,0 100,0 124,0
Oxitetraciclina Mdusculo/aves 241,7 200,0 214,0
Doxiciclina Tetraciclinas Mdusculo/aves 874,7 100,0 135,0
Doxiciclina Mdusculo/aves 402,0 100,0 135,0
Doxiciclina Mdusculo/suino 251,3 100,0 135,5
Sulfametazina sulfonamidas Musculo/suino 131,0 100,0 117,8
Sulfametazina Musculo/suino 431,9 100,0 117,8
Lincomicina Lincosamidas Musculo/suino 144,6 100,0* 122,3
Lincomicina Musculo/suino 493,0 100,0* 122,3
Tilmicosina Macrolideos Leite/bovino 405,7 50,0 61,2

*Valor corresponde ao Nivel de Validagdo Adotado, uma vez que a legislagdo brasileira ndo prevé LMR para este composto nesta matriz.

Como citado anteriormente, nem todos os compostos monitorados possuem um LMR
definido pelo PNCRC. Contudo, tal como citado na Tabela |, os valores de referéncia LMR

foram definidos com base em outras legislacdes ou outros compostos da mesma classe.

Este é o caso da lincomicina no musculo suino, onde a concentragdao da mesma era
duas vezes acima do LMR estabelecido pela Unido Europeia, que foi utilizado como referéncia.
Estes resultados, embora ndo fagam parte do escopo do PNCRC, foram relatados, e gracgas ao
seu monitoramento e deteccdo, poderdao ser submetidos para inclusdao no programa de

monitoramento.

A lincomicina é usada para fins terapéuticos e para aumentar a taxa de conversao
alimentar. Atualmente, os produtos registrados para este componente ativo incluem um

premix, que é misturado com o alimento para consumo animal.

Os compostos tilmicosina, cloxacilina e ceftiofur estavam presentes acima do CCa em
amostras de leite. A tilmicosina, que foi encontrada em concentracao oito vezes maior que o
nivel seguro, é indicada para uso bovino e estda disponivel no mercado. A cloxacilina é incluida
na formulagcdo de varios produtos comerciais para o tratamento da mastite. O ceftiofur é

também um composto B-lactamico com grande utilizacao.
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Para musculos de aves, amostras ndo conformes foram encontradas com respeito as
concentracdes de ciprofloxacina, oxitetraciclina (duas amostras ndo conformes) e doxiciclicina
(dois resultados violados). A oxitetraciclina é utilizada em aves de corte, bovinos, coelhos,
ovinos e suinos. Este composto foi, possivelmente, introduzido na alimentacdo ou na agua,
como profilatico. A doxiciclina é também outro composto da classe das tetraciclinas, muito
indicado para o uso de aves. O ciprofloxacino, que é uma fluorquinolona, é indicado para uso

em aves de corte, podendo ser usado como tratamento preventivo.

No musculo suino, os residuos detectados em amostras ndo-conformes foram
enrofloxacino, sulfametazina (em duas amostras), doxiciclicina e lincomicina (em duas
amostras). O enrofloxacino, que é uma fluorquinolona, estd presente em varios produtos
registrados para tratamento suino no Brasil, sendo usado no tratamento de infeccGes
respiratdrias e entéricas e ha registro de associacdo com bromexina. A sulfametazina é uma
sulfonamida que pode ser encontrada no Brasil em associacdo com varios compostos

antimicrobianos.

O maior numero de amostras positivas e ndao-conformes deveu-se a presenca de
compostos da classe tetraciclinas. Das 39 amostras positivas, 20 corresponderam a presenca
de tetraciclinas e 4 das 13 amostras ndo-conformes foram relacionadas com esta classe de
compostos. Estes resultados foram detectados em amostras de aves e suinos, conforme

demonstrado na Tabela XX.

Tabela XX. Resultados positivos e ndo-conformes (NC) detectados para a classe de compostos tetraciclina

Amostras Amostras Amostras Amostras Total de
Composto positivas: NC: positivas: NC: amostras
Aves Aves Suinos Suinos NC
Tetraciclina 1 0 0 0 0
Oxitetraciclina 4 1 2 0 1
Clortetraciclina 1 0 0 0 0
Doxiciclina 4 2 8 1 3
Total
Tetraciclinas 10 3 10 1 4

Pode-se afirmar que o nimero restrito de amostras ndo-conformes traz seguranca aos

consumidores no que toca a presenca de antimicrobianos em alimentos. sendo assim, pode-
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se afirmar que os produtos de origem animal oriundos do Brasil seguem, majoritariamente,
os padrdes internacionais em relacdo a residuos dos compostos em estudo, o que é
importante para a economia nacional, uma vez que a atividade pecudria é de suma

importancia para o pais.

5.8.4 Correlagdo de incidéncia de residuos em racoes e em musculo e leite

Com respeito as amostras de racdo, musculo e leite positivas e ndo-conformes, foi
possivel notar a predominancia de amostras contendo residuos de antibidticos da classe
tetraciclinas sobre as demais classes. Esses compostos sdo antibidticos de amplo espectro,

vastamente utilizados em medicina veterinaria, bem como na humana.

Entretanto, ndo é possivel afirmar que a presenca de residuos destes antimicrobianos
em racdes é responsavel pela existéncia destes compostos em produtos de origem animal. O
mais provavel é que o amplo uso de tetraciclinas em pecuaria, seja através da adicdo destes
em racdes medicamentadas (que eventualmente possam contaminar ragées que nao
deveriam conter farmacos), seja através da aplicacdo diretamente em animais para medidas

terapéuticas, constitua-se como a fonte de proveniéncia dos antimicrobianos.
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6 CONCLUSAO

Neste trabalho, apresentou-se os resultados do desenvolvimento e validacdo de
guatro diferentes metodologias analiticas para determinacdo de antimicrobianos de diversas

classes em amostras de alimentos de origem animal e ra¢des por LC-MS/MS e por LC-QTOF.

A metodologia para determinagdo de residuos de antimicrobianos em amostras de
produtos destinados a nutricdao animal foi desenvolvida e validada de acordo com os limites
estabelecidos pelo MAPA, possibilitando a analise de mais de mil amostras, com precisdo e

sensibilidade adequadas.

As metodologias quantitativas para determinacao de residuos de beta-lactamicos em
leite bovino e para determinacdo de macrolideos e lincosamidas em leite e musculo foram
consideradas satisfatorias, uma vez que puderam ser utilizadas adequadamente como

metodologias confirmatdrias quando foi necessario.

A metodologia qualitativa para determinacdo multiclasse de residuos de
antimicrobianos foi apropriada para analises de rotina em laboratdrio, mostrando-se pratica,

sensivel e rapida, tendo sido empregada na analise de 3833 amostras entre 2014 e 2015.

Esta ultima metodologia, em especial, representou um grande avango a nivel do
Lanagro-RS e também em relagdao ao PNCRC, pois possibilitou que a capacidade operacional
do laboratério fosse expandida, uma vez que todas as classes que ja eram monitoradas
separadamente passaram a ser monitoradas em conjunto, possibilitando o aumento no
numero de amostras analisadas, além da extensdo do escopo do plano de monitoramento,
com a inclusdo de mais compostos em diferentes matrizes e espécies animais. Na matriz
musculo suino, por exemplo, o numero de compostos monitorados pelo PNCRC era de 13
contaminantes e, através da metodologia desenvolvida no presente trabalho, aumentou para

45 residuos.

O principal desafio encontrado neste trabalho foi o desenvolvimento de
procedimentos simples e eficientes de preparagao das amostras de diferentes matrizes
complexas, bem como analisar mediante um mesmo método compostos de diferentes classes
de antimicrobianos. Por exemplo, o método qualitativo multirresiduos para musculo e leite e
o0 método para determinacdo de antimicrobianos em ragdes, envolvendo compostos com

ampla diversidade quimica. Esses desafios se mostraram ainda maiores considerando-se que
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as metodologias desenvolvidas e validadas deveriam ser adequadas para andlises de rotina e

oficiais, portanto, devendo unir praticidade do trabalho e resultados exatos.

Através das metodologias desenvolvidas neste trabalho, 4512 amostras provenientes
da Servico de Inspecdo Federal foram analisadas. Deste nimero, 1129 amostras de produtos
destinados a nutricdo animal foram avaliadas e algum residuo de antimicrobiano foi
encontrado em 130 amostras, correspondendo a 11,25% das amostras. A maioria dos

resultados positivos foram para a classe de compostos tetraciclinas,

Em relacdo as amostras de alimentos de origem animal, 3833 amostras foram avaliadas
e apenas 13 foram consideradas ndo-conformes, apds reandlise em metodologia
confirmatodria especifica. O percentual de amostras ndo-conformes corresponde a 0,34% das

amostras analisadas, um percentual muito baixo.

Esse resultado, além de demonstrar que os produtos de origem animal avaliados
possuem seguranca no que toca aos niveis de seguranca em relacdo aos residuos de
antimicrobianos, demonstra a importancia de uma metodologia de triagem que seja capaz de
separar a grande maioria das amostras, que sdo conformes, com sensibilidade, precisdo e

confiabilidade, como a desenvolvida neste trabalho.

Os métodos descritos estdo sendo empregandos em analises de rotina no LANAGRO-

RS, laboratério oficial do MAPA.
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ANEXO |

Parametros otimizados de espectrometria de massas
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Tabela 1. Pardmetros de fragmentagdo por LC-MS/MS dos analitos da classe tetraciclinas, obtidos por ionizacdo
com eletrospray no modo positivo.

Analito lon Precursor Fragmento (ion Tempo de DP (V) EP (V) CXP (V) CE (V)
[M+H]* filho) permanéncia
m/z m/z (ms)

TETRACICLINAS

[0)4 461.1 426.3 25 76 10 29 16

461.1 444.3 25 76 10 23 16

CTC 479.2 444.2 25 101 10 31 50
479.2 462.2 25 101 10 29 18

DOXI 445 428 25 131 10 15 54
445 154 25 126 10 27 18

TC 445.1 427 25 126 10 29 16

445.1 410 25 126 10 31 48
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Tabela 2. Pardmetros de fragmentagdo por LC-MS/MS dos analitos bromexina, trimetoprima e da classe
sulfonamidas, obtidos por ionizagdo com eletrospray no modo positivo.
SULFONAMIDAS

STz 256 156.1 25 71 10 21 12
256 108.2 25 71 10 37 8

SMz 279.1 108 25 31 10 41 24
279.1 92.1 25 31 10 41 14

SQx 301.2 156 25 106 10 25 20
301.2 108 25 106 10 37 16

SMA 254.0 156 25 71 10 23 22
254.0 92 25 71 10 35 14

Sbz 251.1 156 25 31 10 21 16
251.1 108 25 31 10 33 16

SCP 285 108 25 31 10 35 14
285 156 25 31 10 35 14

SMR 265 156 25 100 10 25 14
265 108 25 100 10 25 14

SDX 311.2 245.1 25 31 10 27 14
311.2 139.9 25 31 10 35 8

SDMX 311.2 156.1 25 31 10 27 8
311.2 108.2 25 31 10 35 10

SFX 268.1 112.8 25 31 10 20 10
268.1 156 25 31 10 20 10

SQX-OH 317 156 25 106 10 25 20
317 108 25 106 10 37 16

BROMEXINA E TRIMETOPRIMA

BMX 376.9 277 25 66 10 27 14
376.9 233 25 66 10 33 16
TMP 290.8 230.2 25 45 10 31 34

290.8 275 25 45 10 35 30
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Tabela 3. Pardmetros de fragmentagdo por LC-MS/MS dos analitos das classes quinolonas e fluorquinolonas,

obtidos por ionizagdo com eletrospray no modo positivo.

QUINOLONAS E FLUORQUINOLONAS

FLU

NALID

OXO

CIPRO

ENRO

NOR

SARA

DIFLO

DANO

262.3
262.3
233.2
233.2
262.1
262.1
3321
3321
360.2
360.2
320.2
320.2
400.1
400.1
386.2
386.2
358.4
358.4

244.2
202.3
215.2
187
244.2
216
288.2
245.2
316.3
245.2
276.3
233.2

299.3

342.1
299
96.2

340.3

25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

126
126
100
100
66
66
211
211
51
51
51
51
21
21
41
36
100
100

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

21
43
21
35
23
39
25
33
27
37
25
33
31
39
29
37
30
30

36
28
30
26
24
14
32
34
36
26
30
26
24
30
24
30
15
15
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Tabela 4. Pardmetros de fragmentagdo por LC-MS/MS dos analitos da classe beta-lactamicos, obtidos por
ionizagdo com eletrospray no modo positivo.

BETA-LACTAMICOS

PNG 335.1 159.9 25 96 10 17 18
335.1 175.9 25 96 10 17 20

CFX 348.2 1741 25 90 10 21 18

348.2 158 25 90 10 15 22

AMP 350.1 106 25 106 10 19 24
350.1 160 25 106 10 17 18

PNV 350.9 160 25 86 10 19 22

350.9 114 25 86 10 45 16

AMX 366.1 114 25 46 10 27 8
366.1 207.9 25 46 10 17 12

OXA 402 160 25 96 10 19 16
402 243 25 96 10 19 26

NAFC 415 199 25 116 10 21 20
415 256 25 116 10 21 28

CFAP 424 152 25 86 10 31 20
424 181 25 86 10 29 26

CLX 435.9 159.9 25 101 10 19 16

435.9 277.1 25 101 10 19 30

CFN 459 337.1 25 85 10 13 42

459 158 25 85 10 25 20

DCX 469.9 160 25 106 10 19 16

469.9 113.9 25 106 10 47 24

CFT 524.2 241.1 25 126 10 25 16

524.2 210.1 25 126 10 31 14

CFQ 529.3 396.2 25 95 10 20 18

529.3 3243 25 95 10 20 18

CFOP 646 143.2 25 141 10 43 22

646 290.2 25 141 10 31 37
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Tabela 5. Pardmetros de fragmentagdo por LC-MS/MS dos analitos da classes macrolideos e lincosamidas,

obtidos por ionizagdo com eletrospray no modo positivo.

MACROLIDEOS E LINCOSAMIDAS

ERT

AZT

SPR

TIL

TLM

LNC

CLN

734
734
749.5
749.5
843
843
916
916
435.5
435.5
407
407
4253
4253

158.1
576
158.2
116
174
101
174
101
174
143.3
126
359
126.1
377.3

25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

126
126
271
271
31
31
56
56
80
80
11
11
136

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

37
23
51
61
47
51
47
59
30
26
37
23
35
23

16
22
24
14
18
22
18
22
15
15
16
14
12
40
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Tabela 6. Pardmetros de fragmentagdo
eletrospray no modo positivo.

136

por LC-MS/MS dos padr@es internos, obtidos por ionizagdo com

PADROES INTERNOS

SPY
ENRO-D5
DTC

250.0
365.0
465.0

156.0
321.0
448.0

26 10 23 10
25 51 10 27 34
25 126 10 23 48




Tabela 7. Faixa de massas e tempo de retengdo para cada analito na andlise por LC-QTOF-MS

Analito Faixa de massa (m/z) Tempo de retengao tipico (min)
TETRACICLINAS
TC 445,1581 - 445,1641 7,33
CTC 479,1191 - 479,1251 8,17
DOXI 445,1581 - 445,1641 8,65
oTC 461,1530 - 461,1590 7,42
SULFONAMIDAS
SMA 254,0569 - 254,0629 7,41
SDMX 311,0784 - 311,0844 8,19
sSQX 301,0729 - 301,0789 8,33
SDX 311,0784 - 311,0844 7,52
SFX 268,0726 - 268,0786 7,61
STZ 256,0184 - 256,0244 6,10
scp 285,0183 - 285,0243 7,33
SDz 251,0573 - 251,0633 5,29
SMR 265,0729 - 265,0789 6,39
sMz 279,0886 - 279,0946 6,93
BROMEXINA E TRIMETOPRIMA
BMX 375,0041 - 375,0101 9,12
TMP 291,1427 - 291,1487 6,98
QUINOLONAS E FLUORQUINOLONAS
NALID 233,0896 - 233,0956 8,88
OX0 262,0685 - 262,0745 7,22
FLU 262,0479 - 262,0909 9,03
NORF 320,1380 - 320,1440 7,49
DIFLO 400,1443 - 400,1503 7,70
CIPRO 332,1380 - 332,1440 7,57
ENRO 360,1693 - 360,1753 7,57
SARA 386,1286 - 386,1346 7,80
DANO 358,1537 - 358,1597 7,57
BETA-LACTAMICOS
PNG 335,1036 - 335,1096 7,48
PNV 351,0985 - 351,1045 10,37
AMP 350,1145 - 350,1205 8,44
AMX 366,1094 - 366,1154 2,15
OXA 402,1094 - 402,1154 9,08
CLX 436,0704 - 436,0764 9,17
DCX 470,0314 - 470,0374 11,50
CFT 524,0368 - 524,0398 8,33
CFQ 529,1298 - 529,1358 6,66
CFAP 424,0607 - 424,0667 6,21
CFopP 646,1472 - 646,1532 7,47
CFN 459,0767 - 459,0827 6,70
NAFC 415,1298 - 415,1358 9,34
CFX 348,0988 - 348,1048 7,20
MACROLIDEOS E LINCOSAMIDAS

ERT 734,4661 - 734,4721 9,20
SPR 843,5188 - 843,5248 8,28
TIL 916,5240 - 916,5300 9,08
AZT 749,5134 - 749,5194 8,51

(Continuacdo) Tabela 7. Faixa de massas e tempo de retengdo para cada analito na analise por

LC-QTOF-MS

™

435,7839 - 435,7899

8,69
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LNC 407,2186 - 407,2246 6,85

CLN 425,1847 - 425,1907 8,81
PADROES INTERNOS

SPY 250,0620 - 250,0680 6,13

ENRO-D5 365,2007 — 365,2067 7,62

DEMO 465,1034 — 465,1094 7,92
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