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SPE: extração em fase sólida, solid phase extraction 

SIF: Serviço de Inspeção Federal 

TS: padrão em tecido, tissue standard 
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RESUMO 

Medicamentos antimicrobianos são cada vez mais utilizados, com finalidades diversas, 

em medicina veterinária. Esta conduta pode ocasionar a presença de resíduos destes 

compostos em alimentos de origem animal. Desta forma, o controle da presença destes 

contaminantes se torna imprescindível do ponto de vista de saúde pública.  

Este trabalho teve como objetivo o desenvolvimento, validação e posterior utilização 

de metodologias para análise de antimicrobianos em produtos destinados à alimentação 

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, 

quinolonas, fluorquinolonas, tetraciclinas, beta-lactâmicos, macrolídeos, lincosamidas, além 

de trimetoprima e bromexina. Os métodos multirresíduos desenvolvidos contemplaram um 

total de até 46 compostos diferentes numa mesma análise. 

A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas foi utilizada, com 

diferentes abordagens: cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em modo 

tandem (LC-MS/MS) e cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas híbrida 

quadrupolo-tempo de voo (LC-QTOF). Os diferentes procedimentos de preparo de amostras 

foram desenvolvidos com o enfoque comum de reunir eficiência, praticidade, baixo custo e 

baixa produção de resíduos, combinação ideal para análises de rotina. 

As metodologias validadas foram aplicadas à análise de 4962 amostras provenientes 

do Serviço de Inspeção Federal (SIF), do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento, 

sendo 2728 amostras de músculos de animais de diferentes espécies, 1105 amostras de leite 

bovino e 1129 amostras de rações. 

Foram detectados resíduos em 130 das 1126 amostras de rações, representando 

11,25% das amostras analisas. Já para os alimentos de origem animal, o número de amostras 

contendo resíduos acima do limite de quantificação foi 39, que corresponde a 1,02% do total 

de amostras analisadas (3833). Entretanto, as amostras não conformes, que são aquelas com 

concentração de resíduos acima do limite máximo de resíduo 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 detecção 

simultânea de antimicrobianos em matrizes biológicas, proporcionando maior rapidez, menor 

custo de análise e geração de resultados confiáveis quando testadas em amostras reais nas 

condições existentes nos serviços de inspeção. 
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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 

liquid 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.
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1 INTRODUÇÃO 

A descoberta dos antimicrobianos, no início do século passado, marcou uma nova 

era nos tratamentos de saúde. As infecções foram, por muito tempo, doenças sem opção 

terapêutica, que muitas vezes levavam a óbito. Desde então, novas classes de 

antimicrobianos foram descobertas e novos compostos sintetizados, sempre em busca de 

melhores resultados quando algum composto deixava de ser efetivo.  

A utilização de antimicrobianos foi difundida não só em termos de saúde humana, 

mas também na medicina veterinária. Além da utilização terapêutica, estes compostos 

também são eficientes para fins profiláticos ou como melhoradores de desempenho, 

aumentando a conversão alimentar dos animais submetidos a determinadas doses destas 

substâncias. Desta forma, os antimicrobianos são atualmente utilizados em larga escala na 

pecuária, em medicamentos, rações medicamentadas e água para consumo pelos animais. 

Quando substâncias permitidas para uso são administradas a animais produtores de 

alimentos, deve-se observar um período entre o tratamento e o abate destes animais, ou 

sua ordenha, para evitar a presença de resíduos em alimentos de origem animal, acima dos 

limites regulatórios estabelecidos. Esse período chama-se período de carência, e se não for 

respeitado, pode levar à presença de resíduos de antimicrobianos nesses alimentos. A 

existência destes compostos pode ocasionar alergia em indivíduos sensíveis a essas 

substâncias, como, por exemplo, a penicilina1; perdas na indústria de laticínios podem 

ocorrer, uma vez que processos que dependam da fermentação podem ser prejudicados 

pela presença destes compostos2, além de resistência a antimicrobianos3. 

A resistência é ocasionada pela pressão seletiva decorrente da exposição a 

antimicrobianos, mesmo em concentrações subterapêuticas, favorecendo a proliferação de 

bactérias resistentes. 

Em relação aos alimentos, limites máximos de resíduos (LMR) para antimicrobianos 

são previstos na legislação de diversos países e/ou blocos econômicos como, Brasil, União 
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Europeia, Estados Unidos, Rússia, Canadá, entre outros, que devem ser monitorados em 

atendimento a programas de controle de resíduos vigentes. 

Diferentes estratégias analíticas podem ser empregadas para análise de resíduos de 

fármacos em matrizes complexas, como alimentos de origem animal (carne, leite, ovos e 

mel, por exemplo) e produtos para alimentação animal (rações, premixes, núcleos, 

suplementos e concentrados). Neste trabalho serão avaliados diferentes procedimentos 

para preparação de amostras complexas envolvendo técnicas instrumentais avançadas para 

análises multirresíduos, com alta sensibilidade e especificidade. Neste contexto, serão 

empregadas técnicas de cromatografia a líquido, acopladas tanto à espectrometria de 

massas de alta resolução (LC-QTOF-MS) para screening como à espectrometria de massas 

em modo tandem (LC-MS/MS) para quantificação. Além dos protocolos relacionados à 

parte analítica, serão realizados monitoramentos para quantificação e avaliação da 

incidência dos compostos em estudo em diferentes produtos de origem animal, como leite 

e músculo, e em produtos utilizados para a alimentação animal (dos tipos ração, premixes, 

núcleos e concentrados), correlacionando a ocorrência dos compostos. 

As estratégias propostas neste trabalho terão por objetivo final traçar um perfil da 

incidência de antimicrobianos em alimentos utilizados para nutrição animal e em alimentos 

de origem animal consumidos diariamente pela população, produtos provenientes da 

fiscalização federal sob a responsabilidade do MAPA. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVO GERAL 

Desenvolvimento e validação de metodologias analíticas qualitativas e quantitativas 

para determinação de resíduos de antimicrobianos de diversas classes em músculo, leite e 

rações. Emprego das metodologias desenvolvidas na análise de produtos provenientes do 

Serviço de Inspeção Federal do Brasil. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

A. Desenvolver e validar metodologia analítica para determinação da 

ocorrência de antibióticos pertencentes às classes sulfonamidas, 

tetraciclinas, fluorquinolonas, quinolonas, macrolídeos, lincosamidas e beta-

lactâmicos, totalizando 46 substâncias, em amostras de alimentos de origem 

animal (leite bovino, músculo bovino, suíno, de aves, eqüino, pescado e 

camarão) em níveis de µg Kg-1, utilizando cromatografia líquida acoplada a 

diferentes técnicas de espectrometria de massas, sendo utilizado 

cromatógrafo a líquido acoplado a espectrômetro de massas em modo 

tandem – LC-MS/MS (espectrometria de massas de baixa resolução) e 

cromatógrafo a líquido acoplado a espectrômetro de massas híbrido, com 

quadrupolo-tempo de vôo – LC-QTOF-MS (alta resolução). 

B. Desenvolver e validar metodologia analítica para confirmação e 

quantificação de antibióticos beta-lactâmicos, que ainda não são 

monitorados pelo PNCRC, por não dispor de metodologia para quantificação 

em leite bovino, em níveis de ng mL-1, utilizando-se LC-MS/MS. 

C. Desenvolver e validar metodologia analítica para confirmação e 

quantificação de compostos das classes macrolídeos e lincosamidas, que 

ainda não são monitorados pelo PNCRC, por não dispor de metodologia para 
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quantificação destas substâncias, em leite e músculo de animais de 

diferentes espécies, em níveis de ng mL-1 e µg Kg-1, utilizando-se LC-MS/MS. 

D. Desenvolver e validar metodologia analítica para determinação e 

quantificação de antimicrobianos pertencentes a diferentes classes 

(sulfonamidas, tetraciclinas, fluorquinolonas, quinolonas) por cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas em modo tandem (LC-MS/MS) 

em produtos destinados à nutrição animal (rações, concentrados, premixes 

e núcleos). 

E. Realizar monitoramento, no período de dois anos, em leite, músculo e ração 

provenientes do Serviço de Inspeção Federal em todo o país. 

F. Avaliar a incidência dos antimicrobianos em alimentos destinados à nutrição 

animal e em amostras de alimentos de origem animal analisadas durante o 

período de monitoramento. 
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3 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

3.1 HISTÓRICO DOS ANTIMICROBIANOS 

Devido à inexistência de antimicrobianos, durante muito tempo, os microrganismos 

foram responsáveis por doenças que assolaram a humanidade, de cura muito difícil ou até 

mesmo impossível. A descoberta da penicilina, no início do século XX, trouxe alívio tão 

grande que foi considerada um milagre4. 

 A penicilina foi a primeira substância descoberta capaz de eliminar microrganismos. 

Essa descoberta permitiu salvar milhões de pessoas desde então, tendo papel fundamental 

na Segunda Guerra Mundial, e rendeu o Prêmio Nobel de Medicina de 1945 a Alexander 

Fleming, que a descobriu, juntamente com dois cientistas que propuseram uma técnica de 

produção de penicilina em escala industrial, Howard Florey e Ernst Chain4 

No período entre a descoberta da penicilina e sua produção 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 terapêutico na década de 40. Entre os anos 1940 e 1960, várias classes de 

antibióticos naturais foram descobertas: macrolídeos, tetraciclinas, beta-lactâmicos, 

aminoglicosídeos, peptídeos, fenicóis e outros. Entre as décadas de 1960 e 1980, foram 

introduzidos no mercado antimicrobianos semissintéticos, derivados dos aminoglicosídeos, 

beta-lactâmicos e tetraciclinas. Entre 1980 e 2000, a classe das fluoroquinolonas foi 

introduzida no mercado. Entretanto, neste período houve uma redução na introdução de 

novos antimicrobianos ao mesmo tempo em que ocorreu aumento na incidência de 

resistência bacteriana, o que se intensificou no período seguinte até os dias de hoje5. 

Cabe diferenciação entre as denominações “antibiótico” e “antimicrobiano”; 

antibiótico, do grego, significa “contra a vida das bactérias” (a favor da nossa), e refere-se 

a substâncias utilizadas para destruir ou inibir o crescimento de microrganismos. Já 

antimicrobiano se refere a qualquer substância utilizada no combate a infecções, podendo 
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ser antibióticos, antissépticos e desinfetantes. Doravante, as substâncias objeto deste 

trabalho serão denominadas antimicrobianos. 

3.2 USO DE ANTIMICROBIANOS EM MEDICINA VETERINÁRIA 

A utilização de antimicrobianos em medicina veterinária para fins terapêuticos se 

deu à mesma época da sua utilização em saúde humana, no início da década de 40. Muitas 

das classes de antimicrobianos utilizadas para terapias em humanos são utilizadas também 

em animais. No caso dos animais destinados à produção de alimentos, as principais classes 

utilizadas são os beta-lactâmicos, tetraciclinas, fluorquinolonas, aminoglicosídeos, 

macrolídeos e sulfonamidas. 

Entretanto, os antimicrobianos não são utilizados apenas para fins terapêuticos. 

Estas substâncias podem ser empregadas em medicina veterinária para fins de profilaxia, 

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

A profilaxia mediante substâncias antimicrobianas é realizada para proteger o 

animal de possíveis infecções, de maneira preventiva. Tal medida pode ser adotada, por 

exemplo, quando um animal é submetido a cirurgia e se deseja prevenir infecções. Já a 

metafilaxia é realizada para prevenir a propagação de uma doença infecciosa a animais de 

um rebanho, quando um dos indivíduos, ou um grupo, encontra-se doente. O uso 

metafilático é também chamado de tratamento de animais de risco ou de animais de 

contato, e o agente antimicrobiano é aplicado aos animais através da água ou da comida, 

por exemplo. 

A utilização de antimicrobianos como promotores de crescimento, foi aprovada nos 

Estados Unidos pela Food and Drug Administration (FDA) no início da década de 1950, 

quando foi observado que antibióticos em baixas dosagens atuavam melhorando a 

conversão alimentar dos animais e favorecendo o ganho de peso. A partir disso, o uso de 

antimicrobianos se propagou, adicionados em rações, tanto em concentrações menores 

que as de profilaxia quanto de terapia, de modo contínuo. O objetivo foi manter a qualidade 
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do ambiente no trato digestório em animais de produção, através da redução da 

competição por nutrientes e produção de metabólitos que deprimem o crescimento dos 

animais, ocasionando maior produtividade e crescimento, e, assim, diminuindo o tempo 

necessário para atingir o peso ideal para abate; aumentando a eficiência da dieta e, 

portanto, diminuindo o consumo de ração; melhorando a saúde e a resistência a doenças e 

diminuindo a mortalidade6. 

Entretanto, com o desenvolvimento da resistência à algumas classes de 

antimicrobianos, a legislação tem se tornado cada vez mais rígida, tanto no Brasil como em 

outros países. Hoje, apenas alguns antibióticos podem ser utilizados para promover 

crescimento, de acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. Alguns 

exemplos de antimicrobianos autorizados como promotores de crescimento são 

tilmicosina, tilosina, lincomicina, bacitracina, colistina e tiamulina, e são usados para 

alimentação de bovinos, suínos e aves, principalmente frango. 

3.2.1 Classes de antimicrobianos utilizados em medicina veterinária 

3.2.1.1 Quinolonas e Fluorquinolonas 

As quinolonas são substâncias amplamente utilizadas, tanto em medicina humana 

como em medicina veterinária. As primeiras substâncias descobertas, flumequina, ácido 

nalidíxico e ácido oxolínico, são chamadas quinolonas de primeira geração e tiveram rápido 

emprego no combate de infecções urinárias de difícil tratamento. Na década de 1980, um 

novo grupo foi sintetizado, chamado quinolonas de segunda geração ou fluorquinolonas, 

ampliando-se o espectro de ação das quinolonas, do qual fazem parte enrofloxacino, 

norfloxacino, difloxacino, ciprofloxacino, entre outros. Quinolonas de terceira e quarta 

geração foram sintetizadas desde então, as quais tem seu uso mais restrito, principalmente 

o último grupo, a ambiente hospitalar humano7. A Figura 1 apresenta o grupo piperazinil, 

presente nas fluorquinolonas. 
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Figura 1. Grupo piperazinil das fluoroquinolonas 

As quinolonas de primeira geração têm caído em desuso, devido ao seu espectro de 

ação restrito. As fluorquinolonas, entretanto, são amplamente empregadas, pois são 

bioativas no combate de uma ampla gama de agentes infecciosos. Em medicina veterinária, 

são empregadas no combate a infecções do sistema urinário, gastrinterite, otite, infecções 

dérmicas, entre outros. A resistência antimicrobiana é observada principalmente no grupo 

das quinolonas de primeira geração7. Na Figura 2, são apresentas as estruturas moleculares 

de dois dos principais compostos da classe das fluorquinolonas, ciprofloxacino e 

norfloxacino. 

 

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 sistêmica no combate a infecções. Foram 

descobertas por Dogmak, na década de 1930, após observar que o corante prontosil 

apresentava efeito antimicrobiano. Após, muitos pesquisadores buscaram obter 

substâncias análogas que também tivessem atividade contra microrganismos e, entre cerca 

de 5000 substâncias que foram sintetizadas, 20 delas tinham propriedades terapêuticas7. 
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As sulfonamidas são substâncias de amplo espectro, com ação contra bactérias e 

protozoários, sendo muito eficazes quando são administradas no início da infecção. Devido 

ao aparecimento de resistência antimicrobiana e efeitos adversos, tiveram seu uso limitado, 

mas voltando a ser uma opção interessante com o desenvolvimento da trimetoprima, na 

década de 1970. Essa substância, em associação com as sulfas, tem a ação antimicrobiana 

potencializada. Essa combinação vem sendo utilizada em animais de criação, com o objetivo 

de prevenir as denominadas “doenças de confinamento”7. Na Figura 3, está apresentada a 

estrutura do sulfametoxazol. 

 

Figura 3. Estrutura molecular do sulfametoxazol 

3.2.1.3 Tetraciclinas 

As tetraciclinas são assim denominadas por possuírem quatro anéis (ou ciclos) em 

sua estrutura. São substâncias 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 obtenção dos compostos semissintéticos7. Na figura 4, a 

estrutura molecular da tetraciclina, composto pertencente à classe das tetraciclinas, é 

apresentada. 

 

Figura 4. Estrutura molecular da tetraciclina 
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São antibióticos de amplo espectro de ação antimicrobiana, e atuam sobre várias 

bactérias e alguns protozoários. A resistência é observada entre as bactérias e Mycoplasma, 

porém é rara para os patógenos intracelulares, como Chlamydia. As tetraciclinas podem ser 

administradas por via oral, além de uso tópico, oftalmológico e no tratamento da mastite7. 

As tetraciclinas são extensivamente usadas para o controle de infecções bacterianas 

tanto em humanos quanto em animais. Em adição ao seu uso terapêutico, essa classe tem 

sido usada como suplemento alimentar na pecuária.  Esses compostos possuem múltiplos 

grupos funcionais com propriedades ácido-base. Muitas tetraciclinas possuem 

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

A tetraciclina transforma-se em anidrotetraciclina (ATC) em meio ácido, com pH < 

2,0. A tetraciclina e a anidrotetraciclina, representadas abaixo na Figura 5, epimerizam à 

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 
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são compostos bacteriostáticos (provocam inibição do crescimento ou da multiplicação), 

podendo ser bactericidas (que provocam a morte) em altas concentrações7. Na Figura 6, a 

estrutura molecular da azitromicina, pertencente à classe dos macrolídeos, é apresentada. 

 

Figura 6. Estrutura molecular da azitromicina 

3.2.1.5 Lincosamidas 

As lincosamidas são monoglicosídeos ligados a um aminoácido. A lincomicina e a 

clindamicina são 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. Já a clindamicina é um derivado semissintético obtido em 1966, e conta com um 

espectro de ação maior. Apesar de terem estrutura química diferente dos macrolídeos, 

apresentam espectro de ação antimicrobiana e mecanismo de ação semelhantes a estes. 

Quando associadas a aminoglicosídeos (espectinomicina) e fluorquinolonas, têm seus 

efeitos potencializados7. 

3.2.1.6 Beta-lactâmicos 

As penicilinas e as cefalosporinas são antibióticos em cuja estrutura há um anel beta-

lactâmico. Possuem ação bactericida, atuando na parede celular em formação; portanto, 

não atuam sobre bactérias com paredes já formadas, mas sim no momento da 

CH3

CH3

OH

O

CH3

CH3

O

CH3

O

O

N

O

O

CH3

N

CH3

CH3

OCH3

OH

HO CH3

HO

CH3

H3C

H3C

H3C

HO



12 
 

multiplicação. Os beta-lactâmicos são antibióticos tempo-dependentes, ou seja, o tempo 

que a bactéria fica exposta ao agente antimicrobiano é mais importante que a concentração 

necessária para seu efeito7. 

As penicilinas foram descobertas acidentalmente por Alexander Fleming, em 1928, 

sendo a substância 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 fermentação do Penicillium (penicilina V), semissintéticas, 

resistentes à penicilase (nafcilina, oxacilina, dicloxacilina), de largo espectro (amoxicilina e 

ampicilina, geralmente utilizadas em associação com ácido clavulânico) e antipseudomonas 

(carbenicilina e azlocilina)7. 

 

Figura 7. Estruturas básicas das penicilinas 

Já 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 geração (cefquinoma, 

cefpiroma); diferem entre os grupos, e até mesmo entre os compostos de mesmo grupo, 

via de administração e resistência bacteriana.  De modo geral, possuem características 

farmacocinéticas semelhantes às penicilinas7. 

 

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 avanço na quimioterapia, pois sua associação com as sulfonamidas 

permitiu a possibilidade de cura para diversas infecções que não eram mais contidas. 

Apresenta raros casos de resistência bacteriana, e sua combinação com as sulfas possui 

efeito bactericida, ao contrário das substâncias utilizadas individualmente. Encontra-se 

comumente associada com sulfametoxazol, podendo também ser utilizada com a 

sulfadoxina e a sulfadiazina. Esta junção da trimetoprima com uma sulfonamida tem amplo 

espectro de ação7. 

A bromexina é um derivado sintético da vasicina, alcaloide presente na planta 

Adhatoda vasica. É um expectorante, ou seja, produz diminuição da viscosidade das 

secreções. Não apresenta atividade antimicrobiana, porém é utilizado em associação com 

agentes antimicrobianos, tais como oxitetraciclina, amoxicilina e cefaloridina. Relata-se 

aumento da concentração de antimicrobianos em secreções pulmonares, quando são 

empregadas em associação com a bromexina, o que significa a facilitação do tratamento de 

bronquites infecciosas. Também é empregada em associação com antimicrobianos, 

geralmente a gentamicina, para o tratamento de mastites. O agente antimicrobiano ataca 

o microorganismo causador da infecção, enquanto o expectorante elimina os grumos 

formados no leite em decorrência da enfermidade7. 

 

Figura 9. Estrutura molecular do trimetoprima 
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3.3 ANÁLISE DE RESÍDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL 
E RAÇÕES 

Há mais de uma década, a identificação de compostos orgânicos, tais como fármacos 

e pesticidas, é uma das principais linhas de pesquisa em relação à qualidade de produtos 

de origem animal e à segurança dos mesmos. Essas preocupações estão baseadas no uso 

extensivo de medicamentos veterinários, como ferramentas de manejo, para fins de 

tratamento de doenças, profilaxia ou promoção de crescimento, além dos compostos 

utilizados em agricultura e que podem ser introduzidos na cadeia através da alimentação 

dos animais. 

Os fármacos são moléculas bioativas que podem estar presentes nos alimentos de 

origem animal, após a sua administração em animais produtores de alimentos. Uma vez 

administrados, podem ser excretados na sua forma inalterada ou como metabólitos na 

urina e fezes. Porém, uma parcela pode permanecer no organismo do animal, em tecidos 

muitas vezes comestíveis, como músculo, fígado e rim, ou ser excretada através do leite e, 

desta forma, expor os consumidores a estes compostos. 

Resíduos de fármacos em alimentos são preocupantes, na medida em que podem 

apresentar riscos à saúde, devido à possibilidade de reações alérgicas, carcinogenicidade, e 

promoção de resistência bacteriana, no caso dos antimicrobianos. Um alto número de 

estudos relata casos de reação alérgica em humanos após o consumo de alimentos 

contendo níveis residuais de antimicrobianos como, por exemplo, beta-lactâmicos1. Em 

adição, devido à permanência de compostos antimicrobianos oriundos de aplicações 

terapêuticas em animais produtores de leite, o processo industrial para a produção de 

derivados do leite como, por exemplo, iogurte e queijo, pode ser afetado, podendo resultar 

em perdas econômicas consideráveis, já que lotes de produtos podem ser descartados2, 9. 

Várias agências governamentais e organismos internacionais como o Codex 

Alimentarius, European Medicines Agency (União Europeia), Food and Drug Administration 

(Estados Unidos) e, no Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

e a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) definiram valores de concentração 
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máxima de resíduos de fármacos em alimentos de origem animal, para que o alimento seja 

seguro para consumo, denominados Limites Máximos de Resíduos (LMRs). Esses limites são 

estabelecidos através de estudos toxicológicos, sendo uma das abordagens mais aplicadas 

a identificação do “nível sem efeito observado” (NOEL, no observed effect level), seguido da 

determinação da ingestão diária aceitável (IDA, acceptable daily intake)9. A IDA é calculada 

considerando um fator de segurança, usualmente 100, em relação a NOEL. Após esta 

definição e tendo como base os dados de distribuição do composto é possível definir os 

valores de LMR. 

No Brasil, o monitoramento de resíduos de medicamentos veterinários e 

contaminantes na cadeia produtiva de alimentos fica a cargo do MAPA, através da execução 

do Plano Nacional de Controle de Resíduos e Contaminantes (PNCRC). Os valores de LMR 

para os compostos avaliados neste trabalho, para as matrizes leite e músculo, de acordo 

com a legislação do MAPA, são citados na Tabela I. 
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Tabela I. Limites máximos de resíduos (LMR) de antimicrobianos para leite bovino e músculo de animais de 
diferentes espécies  

Analito Classe 

LMR 

leite 

(ng mL-1) 

LMR 

músculo 

bovino 

(ng g-1) 

LMR 

músculo 

suíno 

(ng g-1) 

LMR 

músculo 

aves 

(ng g-1) 

LMR 

músculo 

equino 

(ng g-1) 

LMR 

músculo 

de peixe 

(ng g-1) 

Eritromicina Macrolídeos 40,0 nc nc nc nc nc 

Espiramicina Macrolídeos 200,0 200,0 nc nc nc nc 

Lincomicina Lincosamidas 150,0 nc nc nc nc nc 

Tilosina Macrolídeos 50,0 nc nc nc nc nc 

Azitromicina Macrolídeos 100,0 nc nc nc nc nc 

Clindamicina Lincosamidas 150,0 nc nc nc nc nc 

Tilmicosina Macrolídeos 50,0 nc nc nc nc nc 

Penicilina G beta-lactâmicos 4,0 nc nc nc nc nc 

Penicilina V beta-lactâmicos 4,0 nc nc nc nc nc 

Ampicilina beta-lactâmicos 4,0 nc nc nc nc nc 

Amoxicilina beta-lactâmicos 4,0 nc nc nc nc nc 

Oxacilina beta-lactâmicos 30,0 nc nc nc nc nc 

Cloxacilina beta-lactâmicos 30,0 nc nc nc nc nc 

Dicloxacilina beta-lactâmicos 30,0 nc nc nc nc nc 

Ceftiofur beta-lactâmicos 100,0 nc nc nc nc nc 

Cefquinoma beta-lactâmicos 20,0 nc nc nc nc nc 

Cefapirina beta-lactâmicos 60,0 nc nc nc nc nc 

Cefoperazona beta-lactâmicos 50,0 nc nc nc nc nc 

Cefalônio beta-lactâmicos 20,0 nc nc nc nc nc 

Nafcilina beta-lactâmicos 30,0 nc nc nc nc nc 

Cefalexina beta-lactâmicos 100,0 nc nc nc nc nc 

Sulfadimetoxina Sulfonamidas 

Soma 

igual a 

100,0 

Soma igual 

a 100,0 

Soma igual 

a 100,0 

Soma igual 

a 100,0 

Soma igual 

a 100,0 

Soma igual 

a 100,0 
Sulfatiazol Sulfonamidas 

Sulfametazina Sulfonamidas 

Sulfametoxazol Sulfonamidas nc 

Sulfaquinolina Sulfonamidas nc 

Sulfadoxina Sulfonamidas 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 Soma 

igual a 

100,0 

Soma igual 

a 100,0 

nc 
Soma igual 

a 100,0 

nc 
Soma igual 

a 100,0 Enrofloxacino Fluoroquinolonas nc nc 

Sarafloxacino Fluoroquinolonas 20,0 20,0 nc 10,0 nc 30,0 

Ácido nalidíxico Quinolonas 20,0 20,0 nc 20,0 nc 20,0 

Flumequina Quinolonas 50,0 500,0 nc 500,0 nc 600,0 

Ácido oxolínico Quinolonas 20,0 100,0 nc 100,0 nc 20,0 

Danofloxacino Fluoroquinolonas 30,0 200,0 nc 200,0 nc nc 

Trimetoprima 
Inibidores da 

dihidrofolato 

redutase 

50,0 nc nc nc nc nc 

Bromexina Mucolítico 50,0 nc nc nc nc nc 

Tetraciclina Tetraciclinas 
Soma 

igual a 

100,0 

Soma igual 

a 200,0 

Soma igual 

a 200,0 

Soma igual 

a 200,0 

Soma igual 

a 200,0 

Soma igual 

a 200,0 
Clortetraciclina Tetraciclinas 

Oxitetraciclina Tetraciclinas 

Doxiciclina Tetraciclinas 100,0 100,0 100,0 100,0 nc 

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

Para substâncias em que não há LMR estabelecido para determinada matriz, foi 

definido um valor chamado Nível de Validação Adotado (NVA), que está de acordo com a 
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legislação internacional (CODEX ou União Européia), ou ainda, no caso de inexistência de 

valores de referência internacionais, foi definido tendo como base a abordagem ALARA (as 

low as reasonable achievable – o mais baixo quanto razoavelmente possível).  

Para substâncias cuja utilização é proibida em pecuária, são definidos Limites 

Mínimos de Desempenho Requerido (LMDRs), que são os limites mínimos de quantificação 

que os laboratórios responsáveis pelo monitoramento destes compostos devem atingir.  

Além disso, o controle destes resíduos em produtos para alimentação animal 

também se mostra fundamental, com o objetivo de controlar toda a cadeia e mitigar a 

presença de agentes danosos aos consumidores, pois permite que se tenha uma visão 

completa da cadeia e se correlacione com a detecção dos resíduos em alimentos de origem 

animal.  

A fiscalização acerca destes produtos também é realizada pelo MAPA. Geralmente, 

uma indústria de rações produz diferentes tipos de rações em uma mesma planta de 

produção. Dessa forma, compostos provenientes da produção de um dado tipo de produto 

podem ser transportados, acidentalmente, à ração produzida na sequência. Essa 

contaminação cruzada é considerada inevitável, mesmo quando atendidas boas práticas de 

fabricação, sendo que as consequências e possíveis novos riscos não foram ainda 

completamente elucidados10. 

Considerando a utilização de boas práticas de fabricação e seguindo a mesma 

abordagem da União Europeia para compostos permitidos em rações, os níveis máximos de 

contaminação cruzada inevitável de antimicrobianos devem seguir o princípio ALARA. Uma 

taxa de contaminação de 3%, comparada ao teor máximo autorizado, deve ser considerada 

em rações para espécies menos sensíveis, enquanto uma contaminação de 1% em relação 

ao teor máximo autorizado deve ser observada para rações que serão administradas a 

animais sensíveis e no período de carência, ou seja, próximo ao abate11, 12.  

Dessa forma, a concentração chamada Ponto de Referência para Ação (PRA) 

corresponde a 1% da concentração terapêutica de um fármaco. Em outras palavras, se 

algum antimicrobiano for encontrado em um produto para alimentação animal não 
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medicada em concentração superior a 1% de sua dose terapêutica, medidas fiscais deverão 

ser tomadas; este produto deverá ser retirado de circulação e inutilizado, bem como as 

práticas de fabricação da empresa deverão ser revistas. Os valores de PRA para alguns 

compostos são citados na Tabela II. 
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Tabela II. Valores de ponto de referência para ação (PRA) para antimicrobianos de acordo com suas 
concentrações terapêuticas usuais em rações.  

 Composto 
PRA 
(mg kg-1) 

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 

 

Vários testes qualitativos microbiológicos ou imunoensaios têm sido regularmente 

empregados no controle de resíduos em diversas matrizes de origem animal, como músculo 

e leite, principalmente no meio produtivo como, por exemplo, em plataformas de 

recebimento de leite13. Embora se apresentem como uma solução prática e possuam 

sensibilidade a mais de uma classe de antibióticos, eles não são específicos, necessitando-

se de métodos confirmatórios. 

Com o advento do desenvolvimento de técnicas analíticas suficientemente 

sensíveis, níveis cada vez mais baixos destes contaminantes podem ser detectados. Após a 

concentração e clean-up nas etapas de preparação de amostras de alimento ou ração, a 

subsequente análise normalmente é mediante cromatografia líquida (LC) com detecção por 

ultravioleta (UV), fluorescência e acoplamento a espectrômetro de massas14-24. A 

espectrometria de massas é uma ferramenta que tem se mostrado valiosa nesse campo de 
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pesquisa, uma vez que propicia a determinação simultânea de compostos com diferentes 

características químicas25. 

Diferentes técnicas de espectrometria de massas, acopladas principalmente à 

cromatografia líquida, têm sido utilizadas para determinação de contaminantes orgânicos 

em amostras de alimentos. Estas técnicas são capazes de trazer à luz informações 

importantes, relacionadas à quantificação, com alta seletividade e sensibilidade. Através da 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas em modo tandem (LC-MS/MS), 

uma avaliação ampla dos contaminantes da amostra é possível e dados são obtidos através 

de uma análise por cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas por tempo 

de voo (LC-QTOF-MS). Mais informações acerca de técnicas cromatográficas acopladas a 

espectrometria de massas serão dadas nas próximas seções. 

Diante do exposto, a determinação de resíduos de fármacos em produtos 

destinados à alimentação animal, bem como em alimentos ofertados aos consumidores, 

desempenha um papel fundamental para a estimativa da exposição humana a estes 

compostos, permitindo avaliar a extensão dos danos causados pela utilização dessas 

substâncias em medicina veterinária, para a garantia da qualidade e a segurança de 

alimentos. 

3.4 PREPARO DE AMOSTRAS DE ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL E RAÇÕES 

Com a crescente tecnologia empregada nos equipamentos utilizados para a 

identificação e quantificação de compostos, é possível obter-se limites de detecção (LDs) 

menores, com sensibilidade e especificidade aos compostos de interesse em misturas 

complexas. Assim, o foco tem se voltado às metodologias para a preparação de amostras. 

Esta etapa do procedimento analítico ainda é o que pode demandar mais tempo, pois é 

mais suscetível a erros. Um tratamento inadequado de uma amostra ou um extrato mal 

preparado pode invalidar toda a análise, e mesmo o mais poderoso método instrumental 

não poderá fornecer um resultado válido26. 
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O conceito de um método de preparo de amostras é converter uma matriz real de 

uma amostra em uma solução ou mistura que seja adequada para a análise por uma técnica 

analítica. Isso pode ser alcançado através da remoção de potenciais interferentes da 

amostra, pelo aumento da concentração do analito, pela conversão do analito a uma forma 

mais adequada para a detecção ou separação, constituindo-se num método robusto e 

reprodutível, que seja independente das variações de composição da matriz26. 

Em relação às amostras de alimentos e rações, os principais desafios estão 

relacionados à complexidade da matriz e à baixa concentração dos compostos alvos. Devido 

a isso, um procedimento de tratamento de amostras normalmente inclui várias etapas27.  

Atualmente, várias técnicas estão disponíveis para o preparo de amostras de origem 

animal e rações. Uma das mais utilizada é a extração em fase sólida (SPE, solid phase 

extraction) 2, 18, 28-34. Entretanto, o preparo da amostra se torna extremamente laborioso e 

dispendioso, uma vez que para cada amostra utiliza-se um cartucho de SPE. É possível ainda 

encontrar trabalhos que citam a utilização de solventes orgânicos tóxicos na etapa de 

limpeza do extrato, como hexano35, 36, o que também é desaconselhável do ponto de vista 

ambiental e de proteção do analista, ou ainda, outras técnicas extremamente laboriosas e 

caras, como dispersão da matriz em fase sólida37. 

Em contrapartida, metodologias que utilizem o mínimo possível de insumos têm se 

tornado cada vez mais atrativas, tanto do ponto de vista econômico quanto ambiental14. 

Dessa forma, o objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de metodologias que envolvam 

poucos solventes orgânicos e etapas de limpeza do extrato (clean-up) sustentáveis, sem 

perda de qualidade analítica. 

Em todas as metodologias desenvolvidas, optou-se pela extração com solventes 

orgânicos, acetonitrila ou metanol, em baixos volumes, a fim de diminuir o impacto da 

utilização destes. Além disso, as etapas de clean-up escolhidas têm o mesmo propósito: 1) 

purificação do extrato à baixa temperatura, que consiste no congelamento da amostra para 

precipitação de proteínas residuais e/ou solidificação de gordura residual no extrato; 2) 

purificação com C18-bulk, que tem por objetivo adsorver moléculas apolares, como 
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gorduras, presentes no extrato e 3) centrifugação, a fim de promover a precipitação de 

interferentes. Ainda, sempre que possível buscou-se a injeção de baixos volumes de 

extratos das amostras nos sistemas de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 

massas, com o objetivo de minimizar a presença de possíveis interferentes, tanto na 

separação cromatográfica quanto na etapa de ionização no espectrômetro de massas. 

3.5 ANÁLISE DE ANTIMICROBIANOS POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA ACOPLADA A 
ESPECTROMETRIA DE MASSAS  

As técnicas de espectrometria de massas acopladas à cromatografia líquida 

representam um grande avanço no que diz respeito à análise de contaminantes orgânicos, 

por ser mais sensível (possibilidade de análise de traços e ultratraços – mg L-1, μg L-1 e ng L-

1), por não necessitar de derivatização, permitir a determinação de compostos termolábeis, 

polares e não-voláteis, além da detecção de compostos sem grupos cromóforos. Além disso, 

o acoplamento da cromatografia líquida a espectrometria de massas fornece mais dados 

relacionados à amostra e aos analitos devido à informação do espectro de massas38, 39. Na 

Figura 10, é apresentado um esquema geral de cromatógrafo a líquido acoplado a 

espectrômetro de massas. 
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Figura 10. Esquema de cromatógrafo líquido acoplado a espectrômetro de massas. 

Os espectrômetros de massas mais empregados atualmente são o do tipo tandem 

(MS/MS ou QqQ) e o espectrômetro de massas híbrido quadrupolo-tempo de voo (QTOF 

ou QTOF-MS); ambos utilizados em estudos confirmatórios com excelentes resultados40-46. 

A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas sequencial (LC-

MS/MS) pode ser considerada, atualmente, a técnica analítica mais utilizada para a 

determinação quantitativa de resíduos em amostras de alimentos e rações. Mediante o uso 

do modo de monitoramento de íons MRM (Multiple Reaction Monitoring), que permite que 

se obtenham dados unicamente a respeito dos íons selecionados, respostas 

significativamente melhores para parâmetros de sensibilidade e seletividade são 

observadas. Devido a isso, na grande maioria dos trabalhos desenvolvidos nos últimos anos 

com respeito à análise qualitativa e quantitativa de resíduos de fármacos em amostras 

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

A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas por tempo de vôo (LC-

QTOF-MS) tem revelado um enorme potencial na análise qualitativa e confirmatória de 

contaminantes orgânicos38. A resolução de massas, juntamente com a aquisição de um 

conjunto de dados completo em relação aos componentes da amostra, com alta 
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sensibilidade, facilitam a realização de uma varredura de amplo escopo38, tanto na 

abordagem de compostos selecionados quanto não-selecionados. Ainda, é possível realizar 

uma avaliação de dados já adquiridos a qualquer momento, para pesquisar a presença de 

compostos adicionais (inicialmente não incluídos)39, sem a necessidade de realizar uma 

análise adicional – desde que o método extrativo aplicado tenha sido capaz de selecionar o 

composto em questão.  

Vários autores têm empregado essa técnica para avaliar a ocorrência de grande 

número de contaminantes emergentes em produtos de origem animal. Para a análise de 

resíduos de cerca de 100 compostos de uso veterinário em matrizes de origem animal 

(músculo, pescado e ovos), um método baseado no uso de LC-QTOF-MS foi desenvolvido e 

validado de acordo com a Diretiva da União Europeia 2002/657/EC52. Também utilizando 

uma técnica instrumental de espectrometria de massas de alta resolução, Kauffmann et al 

desenvolveram uma metodologia capaz de avaliar a presença de mais de 100 substâncias 

em diferentes matrizes de origem animal: músculo, rim, fígado, mel e pescado53. 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 metabólitos do 

fármaco omeprazol foram identificados por LC-QTOF-MS, e posteriormente determinados 

em águas superficiais e efluentes urbanos utilizando-se LC-MS/MS 54. Informações iniciais 

sobre a presença de contaminantes em amostras de águas superficiais contendo 1100 

poluentes orgânicos foram obtidas através de método screening por LC-QTOF-MS, para, 

então, essas amostras serem reanalisadas e dados sobre a concentração de 45 pesticidas 

serem obtidos através de LC-MS/MS55.  

Pode-se afirmar que a espectrometria de massas tem sido a  técnica de escolha para 

a determinação de traços de analitos orgânicos, incluindo antimicrobianos, por ser a técnica 

de análise que proporciona bons resultados para compostos orgânicos, ser suficientemente 

sensível (o LD se encontra na ordem de ng L-1 e μg L-1) e ser especialmente adequada para 

a análise de amostras complexas devido à sua seletividade38, 39. O rápido crescimento da 

utilização desta técnica se deve à possibilidade de obtenção de dados de alta qualidade, em 
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concentrações muito baixas. Na próxima seção, será elucidada a instrumentação 

empregada nas técnicas de cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas. 

3.5.1 Cromatografia líquida 

A cromatografia líquida foi empregada, inicialmente, utilizando-se colunas de vidro 

com diâmetro de 5 ou 10 mm, recheadas com partículas sólidas, com tamanho entre 150 e 

200 µm, cobertas com líquido adsorvente. A separação era realizada com as moléculas de 

interesses diluídas em um líquido, que se chama fase móvel, que interagiam, em maior ou 

menor escala, com as moléculas do líquido adsorvido no enchimento, chamado fase 

estacionária. De acordo com o grau de interação entre analito, fase estacionária e fase 

móvel, substâncias com diferentes características eram eluídas mais rapidamente ou não56. 

A cromatografia em coluna, apesar de eficiente, era uma técnica demorada, pois 

apenas alguns mililitros de solução eram eluídos por minuto. Dessa forma, buscou-se 

durante muito tempo, aumentar o rendimento da técnica, o que pode ser obtido através 

da diminuição do tamanho de partícula, aumento da pressão de bombeamento (alcançado 

com o advento de novos equipamentos para bombeamento de fase móvel) e detectores 

para fluxo contínuo, originando a cromatografia líquida de alta eficiência (high performance 

liquid chromatography, HPLC)56. 

A instrumentação necessária para cromatografia líquida inclui reservatórios de 

solventes para a fase móvel, bomba capaz de produzir altas pressões (algumas centenas de 

atmosferas, em alguns casos), local para injeção das amostras (ou um módulo responsável 

por isso, no caso de injetores automáticos) e coluna cromatográfica. Após a separação na 

coluna cromatográfica, a amostra segue para o detector, que emite um sinal para um 

computador para posterior processamento dos dados56. A Figura 11 apresenta um esquema 

da instrumentação. 
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Figura 11. Esquema da instrumentação básica utilizada na cromatografia líquida de alta performance 

 

O detector a ser empregado depende do tipo de substância que se pretende 

analisar. Moléculas com mais de 10 000 Da, por exemplo, podem ser separadas 

empregando-se permeação em gel ou filtração em gel, de acordo com a polaridade dos 

analitos, que são técnicas que empregam exclusão por tamanho. Espécies iônicas de baixa 

massa molecular são separadas através de cromatografia iônica, ou então, cromatografia 

de partição para moléculas pequenas mas não-iônicas56. 

A cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas pode ser utilizada para 

identificar moléculas orgânicas, que contenham substituintes ionizáveis, e que tenham 

massa molecular entre 100 e 1200 Da, em geral. A combinação das duas técnicas representa 

uma composição ideal entre separação e detecção, pois o espectrômetro de massas pode 

identificar as espécies à medida que elas são eluídas do sistema cromatográfico56. 
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3.5.2 Ionização por eletrospray (ESI) 

A ionização, etapa fundamental para a detecção das moléculas por espectrometria 

de massas, pode ser através de várias fontesw; para antibióticos, as mais comumente 

usadas são ESI (Eletrospray Ionization) e APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization). É 

possível operar com dois modos de ionização 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 ionização positivo, sendo todos os íons precursores dos compostos 

monitorados na forma [M+H]+. 

O sistema de ionização tem a função de remover o solvente oriundo da fase móvel, 

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 ionização pode-se citar spray eletrônico (ESI, electrospray 

ionization - neste trabalho será utilizada a palavra em inglês, pois se considera mais 

adequada); ionização química a pressão atmosférica (APCI, atmospheric pressure chemical 

ionization) e foto spray (photospray ionization). Neste texto, será abordada apenas a ESI, 

empregada neste trabalho. 

Na ESI, dois modos de ionização são possíveis: o modo positivo (o analito é 

carregado positivamente) e o modo negativo (o analito é carregado negativamente). A 

definição por um ou outro modo dependerá principalmente da estrutura química dos 

analitos. Para o caso dos antibióticos objetos desse estudo, dados já publicados mostram 

que a ionização no modo positivo é a mais adequada. A Figura 12 apresenta o esquema da 

fonte de ionização por ESI, do equipamento utilizado neste trabalho.  
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Figura 12. Representação esquemática da fonte de ionização por eletrospray do equipamento utilizado 

neste trabalho com a indicação de seus principais componentes. 

 

A molécula, ionizada com uma carga positiva, é representada por [M+H]+, a qual 

refere-se a íon pseudo molecular. A ionização também pode gerar espécies com carga 

diferentes da unitária, além da formação de outros adutos diferentes daqueles oriundos da 

protonação e desprotonação, como aqueles gerados através da coordenação com cátions 

ou ânions. A presença de múltiplas cargas é mais comum para moléculas com maior massa 

molecular e não foi objeto deste estudo e, portanto, este caso não será abordado. 

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

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

O espectrômetro de massas triplo quadrupolo, também chamado sequencial ou 

ainda em modo tandem (MS/MS ou QqQ), equipamento utilizado no presente trabalho, 

contém três quadrupolos, dispostos sequencialmente. Os quadrupolos são formados por 

quatro hastes dispostas a 90° uma da outra. Os pares opostos são conectados eletricamente 

e uma tensão é aplicada, de radiofrequência (RF) e de corrente contínua (DC). Com valores 

específicos dessas tensões, os íons com particular m/z seguem uma trajetória estável 

através do quadrupolo até alcançar o detector57. 
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No caso do triplo quadrupolo, esse arranjo dos quadrupolos permite variadas 

combinações e modos de aquisição dos dados. O modo de análise, entretanto, mais 

amplamente utilizado é o monitoramento de reações múltiplas (Multiple Reaction 

Monitoring, MRM), em que é realizada a separação dos íons moleculares selecionados no 

primeiro quadrupolo, a fragmentação dos íons no segundo quadrupolo e no terceiro 

quadrupolo ocorre a seleção dos fragmentos originados pelo segundo quadrupolo, os quais 

chegam, então, ao detector de massas, que se localiza ao final da sequência de 

quadrupolos. Todo esse processo ocorre na escala de milissegundos e a detecção é feita de 

maneira permanente durante o tempo estipulado como de análise. Os modos de aquisição 

de dados mediante LC-MS/MS são descritos na próxima seção. 

3.5.3.1 Modos de aquisição por LC-MS/MS 

O equipamento utilizado permite que os dados sejam adquiridos por meio de 

diversos modos de operação, a citar: varredura no primeiro quadrupolo (Q1 Scan), 

monitoramento de múltiplas reações (MRM, multiple reaction monitoring), espectro de 

varredura do íon produtor – “filhos” (product íon scan), varredura do íon precursor – íon 

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 íon precursor, são selecionados no primeiro quadrupolo (Q1), enviados 

para a câmara de colisão onde são fragmentados de acordo com valores de energia de 

colisão (CE, collision energy), previamente estabelecidas e seguem para o terceiro 

quadrupolo (Q3). Neste, os fragmentos gerados são analisados em função da razão 

massa/carga (m/z) que dará origem aos espectros de massas dos compostos selecionado 

em Q1. 

No modo de varredura do íon precursor (precursor ion scan), o objetivo é 

determinar a proveniência de determinados fragmentos, ou seja, a qual íon precursor 

pertencem. Para isso, selecionam-se os fragmentos de interesse e o sistema irá determinar 

a que compostos estes íons 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 íon molecular após a sua fragmentação. 

No modo de operação MRM (monitoramento de múltiplas reações), o íon molecular 

de interesse é selecionado em Q1 e fragmentado na câmara de colisão resultando em um 

fragmento específico de massa que é selecionado em Q3. É monitorado para análise 

quantitativa em que dois íons são escolhidos, sendo que o mais intenso é utilizado para a 

quantificação (quantificador) e o outro é monitorado para confirmação do composto de 

origem (qualificador). Na prática, no primeiro quadrupolo (Q1) ocorre a separação dos íons 

moleculares selecionados, pela massa de sua forma protonada [M+H+]. Na câmara de 

colisão (Q2) ocorre a fragmentação destes íons, com energia de colisão previamente 

estabelecida. No terceiro quadrupolo (Q3), os fragmentos originados são selecionados e 

chegam ao detector de massas, que neste caso é um eletromultiplicador, localizado ao final 

da sequência dos quadrupolos.  

A leitura do sinal de cada um dos fragmentos oriundos de um íon molecular é 

realizada em um canal específico. A leitura em cada canal é realizada por um período de 

milissegundos (ms), um canal após o outro e reiniciando após o último, motivo pelo qual o 

modo de aquisição é chamado monitoramento múltiplo de reações39. 

 A técnica de LC-MS/MS tem sido escolhida para a determinação de traços de 

analitos orgânicos, incluindo antimicrobianos, por ser capaz de detectar a maior parte dos 

compostos orgânicos, ser suficientemente sensível (limites de detecção da ordem de ng L-

1 e μg L-1), específica e seletiva. Assim, a necessidade de dados de alta qualidade, em 

concentrações muito baixas explica o rápido crescimento da utilização desta técnica58. 

3.5.4 Espectrômetro de massas híbrido quadrupolo-tempo de voo (LC-QTOF) 

O espectrômetro de massas híbrido 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 espectrômetro de massa, por qualquer técnica, a 

mesma energia cinética é fornecida a todos os íons, então a velocidade de cada íon será 

inversamente proporcional à raiz quadrada de sua massa. Como consequência, o tempo 
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necessário para que eles atravessem uma região livre de campo (o tubo de voo do 

espectrômetro de massa) será relacionado segundo a m/z do íon. Obtém-se um espectro 

de massa completo simplesmente permitindo tempo suficiente para que todos os íons de 

interesse atinjam o detector. 

A resolução de um analisador de massas do tipo TOF depende da capacidade de 

diferenciar variações de massas muito pequenas. Dessa forma, aumentar a distância que as 

massas percorrem até atingir o detector implicaria em uma maior resolução do 

equipamento. Entretanto, como a tendência dos equipamentos e métodos analíticos é a 

miniaturização, a saída encontrada para tal dificuldade foi a utilização de um espelho de 

íons, chamado refletor (reflectron). Através do emprego de tal ferramenta, que refletem 

um feixe de íons em direção ao detector, é possível ampliar o tubo de tempo de voo, sendo 

possível até mesmo dobrar o seu comprimento. Alguns instrumentos incorporam mais de 

um refletor.  

Dessa forma, é possível obter alta resolução, que se torna uma abordagem 

interessante para detecção de resíduos. Além disso, em relação à espectrometria de massas 

do tipo triplo quadrupolo, o analisador de massas do tipo TOF detecta todos os íons que 

entram no analisador em um dado momento específico. É possível, dessa forma, obter 

continuamente um espectro de fragmentos completo de cada íon produzido na fonte do 

espectrômetro de massas, aliado a alta velocidade de varredura do instrumento, o que gera 

uma completa gama de informações. 

3.5.4.1 Modos de aquisição por LC-QTOF 

Em cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massas do tipo LC-QTOF, 

pelo menos quatro modos de aquisição de dados são possíveis, sendo que dois deles são 

muito utilizados.  

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

um dos analisadores é utilizado, são possíveis 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 espectrômetro de 

massa quadripolar tradicional. Neste modo, o sistema gera uma única informação de 

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

No modo chamado TOF-MS, as massas são separadas apenas de acordo com o 

tempo entre o impulso de 30 kV que os íons recebem ao entrar no tubo de tempo de vôo e 

sua chegada no detector de múltiplos canais ao final. Os íons com razão massa carga maior 

levam mais tempo para chegar ao detector. As massas são separadas na ordem de 0,1 mDa, 

ou seja, quatro casas decimais, o que confere muita precisão e exatidão de massas, além de 

fornecer informações valiosas acerca dos componentes da amostra. 

Quando há necessidade de dados mais específicos que os obtidos por MS, que 

discrimina apenas com base na relação massa-carga, a utilização da técnica de MS/MS é 

adequada. Através de equipamento de LC-QTOF é possível, entre outros, dois modos de 

aquisição em modo tandem. No modo de aquisição de pesquisa de íons precursores, o 

sistema detecta quais íons precursores geram um fragmento específico. No instrumento, 

Q1 funciona no modo de resolução em massa para “varrer” a gama de massas de interesse, 

enquanto que o analisador de massas TOF registra os espectros de fragmentação para cada 

íon precursor. O espectro de massa Q1 mostra todos os íons precursores que originam o 

íon 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 são separados no analisador do tipo TOF. Esse modo de análise permite a 

determinação da massa exata de fragmentos de compostos, com quatro casas decimais, 

sendo uma poderosa ferramenta para elucidação estrutural. 

Ainda, é possível que se obtenha numa mesma análise dados de massa exata e de 

fragmentação dos compostos, através do modo dinâmico de aquisição dos dados IDA 

(information dependent acquisition), que pode ser útil para a determinação de um 
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composto desconhecido na amostra 59. Esses recursos justificam essa técnica como a de 

escolha para metodologias qualitativas, também chamadas screening. 

No modo IDA, os dados são obtidos continuamente no modo TOF MS, e um dado 

número de experimentos do tipo product ion são automaticamente realizados quando 

determinados requisitos são preenchidos como, por exemplo intensidade acima de 

determinada contagem de íons por segundo. Por exemplo, um método do tipo IDA está 

sendo executado e um íon alcança contagem acima de 10 000; um experimento de product 

ion é iniciado para esse íon e é obtido o espectro de fragmentação deste íon. Esse modo de 

aquisição é bastante útil em métodos de análise exploratórios, quando se deseja saber quais 

são os possíveis compostos pertencentes a uma amostra, para uma análise posterior mais 

profunda. 

3.5.5 Parâmetros do sistema de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 
massas em desenvolvimento de método 

O desenvolvimento de uma metodologia através do emprego de LC-MS/MS se dá 

através de três passos: 1) otimização das melhores condições para a fragmentação do 

analito (realizado por infusão), 2) otimização das condições da fonte de ionização (realizado 

por FIA – do inglês, flow injection analysis) e 3) otimização das condições da cromatografia 

líquida, nesta ordem. 

A primeira etapa, a infusão, é a entrada de solução contendo os analitos, por fluxo 

contínuo, geralmente em concentração maior do que a de trabalho (entre 100 e 500 ng mL-

1), com vazão variando entre 5 e 25 μL min-1, utilizando-se uma seringa conectada a um 

pistão. A infusão permite que seja obtida uma resposta imediata do sinal quando houver 

alguma alteração nos parâmetros de massas, permitindo otimizar a ionização e 

fragmentação rapidamente. Estes parâmetros estão relacionados ao analisador de massas. 

Na etapa 2, os parâmetros otimizados são CAD (CAD gas, que controla a pressão do 

gás de colisão durante o Q3 scan e MS/MS scans), DP (declustering potential, controla a 

voltagem no orifício de entrada do triplo quadrupolo), EP (entrance potential, controla o 

potencial de entrada dos analitos no Q0), CXP (collision cell exit potential, controla o 



34 
 

potencial da saída da célula de colisão Q2), CE (collision energy, controla o potencial 

aplicado na célula de colisão Q2), entre outros60.  

A etapa seguinte é o FIA, que tem por objetivo ajustar as condições de ionização do 

analito, de forma que a maior parcela possível de moléculas do analito seja convertida para 

a forma ionizada e entre no analisador de massas. É necessária a utilização de uma bomba 

do tipo utilizado em cromatografia líquida e um amostrador automático. Uma pequena 

quantidade de solução do analito é injetada pelo amostrador automático na corrente da 

cromatografia líquida sem a coluna. Múltiplas injeções da solução são realizadas durante o 

processo de otimização, com alteração dos parâmetros da fonte de ionização entre as 

injeções. Essa etapa ocorre na fonte de ionização do equipamento.  

Os parâmetros otimizados nessa etapa são GS1 (gas 1, controla o gás de 

nebulização, que ajuda na dessolvatação da amostras, restando apenas pequenas gotas), 

GS2 (gas 2, controla o gás auxiliar, responsável pela evaporação das pequenas gotas 

restantes da amostra e por prevenir a entrada de solvente no equipamento), TEM 

(temperature, temperatura do aquecedor, auxilia na evaporação do solvente), CUR (curtain 

gas, o gás com fluxo entre o curtain plate e o orifício de entrada para o triplo quadrupolo) 

e IS (ion spray voltage, controla a voltagem aplicada na ionização dos íons na fonte). 

Após a otimização dos parâmetros dependentes do composto e da fonte de 

ionização, as condições da separação cromatográfica são ajustadas. A definição dos 

parâmetros a serem utilizados para a separação cromatográfica é realizada através de 

pesquisa bibliográfica dos métodos existentes que utilizam a técnica para analisar os 

mesmos analitos e verificação da qualidade dos cromatogramas obtidos pela aplicação 

destes métodos. 

Os fatores que devem ser considerados no desenvolvimento de um método 

cromatográfico a líquido é o modo de ionização selecionado, a coluna analítica a ser 

utilizada (fase estacionária, diâmetro), a fase móvel utilizada, que pode afetar tanto a 

cromatografia como o processo de ionização, ou seja, a composição tem que garantir uma 

boa ionização e uma boa separação cromatográfica (controlando-se pH, solventes, aditivos 

etc). 
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3.6 AVALIAÇÃO DE DESEMPENHO DO MÉTODO DESENVOLVIDO – VALIDAÇÃO DE 
METODOLOGIA ANALÍTICA 

Em análises químicas, é impossível a obtenção de resultados totalmente livres de 

erros e incertezas. Assim, cada operação ou conjunto de operações deve ser realizado de 

modo adequado e correto para que os resultados gerados tenham validade. Isso permite 

que, ao final de uma análise química, os resultados possam atender, por exemplo, às 

exigências de órgãos reguladores nacionais e internacionais. Para garantir informações 

seguras e confiáveis, realiza-se uma avaliação denominada validação de método61. 

Por validação entende-se a comprovação, através do fornecimento de evidência 

objetiva, de que os requisitos para uma aplicação do método ou uso específico foram 

atendidos. É fundamental que os laboratórios disponham de meios e critérios objetivos 

para demonstrar, através da validação, que os métodos que executam conduzem a 

resultados confiáveis e adequados à qualidade pretendida62. 

A validação de todo e qualquer método de análise consiste em realizar uma série de 

testes analíticos e estudos estatísticos, comparando resultados de acordo com critérios pré-

estabelecidos61. Segundo diversas diretivas62-64, a validação de um método analítico para 

análise de resíduos em alimentos deve incluir especificidade e seletividade, faixa de 

trabalho e faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade, limite de detecção, limite de 

quantificação, exatidão, precisão, robustez, incerteza da medição, CCα e CCβ. Não existem 

diretivas específicas no que tange a validação de metodologias para determinação de 

resíduos em rações. Neste trabalho, serão consideradas as mesmas utilizadas para 

alimentos. Os parâmetros de validação citados acima estão citados na Tabela V. As 

definições foram extraídas de normas do INMETRO62 e Comissão Européia63. 
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3.6.1 Parâmetros de validação de metodologia analítica 

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 medição, 

mas que não se deseja quantificar. Um método específico 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 são 

frequentemente utilizados indistintamente ou com diferentes interpretações62. 

O conhecimento e a definição das interferências direcionam as etapas seguintes do 

método analítico. Normalmente, é o primeiro passo a ser dado no desenvolvimento da 

metodologia, cuja avaliação pode ser realizada a partir de amostras em branco com e sem 

adição de analitos, sendo analisadas para o teste de interferentes. O resultado dessas 

análises deve ser tratado e avaliado em bases matemáticas61. 

A seletividade, neste trabalho, foi avaliada através da análise de vinte amostras 

“brancas”, observando-se a presença ou ausência de interferentes com a mesma razão 

m/z, seguindo os tempos de retenção dos compostos de interesse. 

3.6.1.2 Faixa de trabalho e faixa de trabalho linear 

Para qualquer método quantitativo existe uma faixa de concentrações 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 detecção e quantificação do método 

e superiormente, pela resposta do equipamento de medição62.  

A faixa de trabalho linear de uma metodologia é o intervalo entre os níveis inferior 

e superior de concentração do analito onde é possível a determinação do analito com 

precisão, exatidão e linearidade exigidas. É a faixa de concentração onde a sensibilidade 

(resposta do equipamento) pode ser considerada constante62. 
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A faixa de aplicação para a qual o ensaio vai ser utilizado deve estar dentro da faixa 

de trabalho. A concentração mais provável do analito deve situar-se preferencialmente no 

centro da faixa de trabalho. O limite inferior do método deve ser obrigatoriamente maior 

que o limite de detecção e maior ou igual ao limite de quantificação. Etapas como diluição 

da amostra e concentração do analito devem ser cuidadosamente executadas a fim de 

evitar a introdução de erros sistemáticos62. 

Neste trabalho, o ponto central da faixa de trabalho foi considerado como o LMR 

ou o nível de validação adotado (NVA); este considerado como 100%. A curva de calibração 

foi construída 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 análise é capaz de produzir respostas diretamente 

proporcionais à concentração do analito em amostras, diz-se que ela possui linearidade62. 

A correlação linear entre o sinal medido e a concentração da espécie é expressa 

graficamente por meio da chamada curva analítica, onde a abscissa representa a 

concentração do analito e a ordenada representa o sinal do detector. Para a construção de 

uma curva analítica, sugere-se a utilização de, no mínimo, seis valores de concentração61. 

A relação matemática utilizada para o cálculo da concentração dos analitos pode 

ser obtida usando o modelo conhecido como regressão linear, determinada pelo método 

dos mínimos quadrados, representada na equação abaixo: 

y = ax + b 

onde: 

y = resposta medida (absorbância, altura ou área do pico, etc.); 

x = concentração; 

a = inclinação da curva de calibração – sensibilidade; 

b = interseção com o eixo y, quando x = 0. 
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Utiliza-se normalmente o coeficiente de correlação linear (r) e o coeficiente de 

determinação (R2) para indicar se a reta obtida pode ser considerada adequada. Um valor 

de R² maior que 0,90 é usualmente requerido62. Neste trabalho, o critério adotado foi R2 

igual ou maior que 0,95. 

Pode-se obter a linearidade por padronização interna ou externa. A linearidade 

pode sere formulada como expressão matemática usada para o cálculo da concentração 

do analito a ser determinado na amostra real62. 

3.6.1.4 Limite de detecção 

Em determinações de compostos em baixa concentração, é importante saber o 

menor valor de concentração do analito detectável no equipamento. Segundo a IUPAC, 

limite de detecção (LD) é o resultado único e simples que, associado a uma probabilidade, 

pode ser distinguido do valor de um branco adequado. Já para o INMETRO62, é a 

concentração mínima de uma substância medida e declarada com 95% ou 99% de 

confiança de que a concentração da mesma é maior que zero. É determinado através de 

uma análise completa de uma dada matriz contendo o analito. Em cromatografia, 

normalmente se utiliza o ruído da linha de base para obter o LD, considerando-se que a 

razão sinal/ruído deve ser 3:161. 

Neste trabalho, os valores dos LDs foram determinados testando-se níveis de 

concentração dos analitos, em matriz, cada vez mais baixos. Foi considerado satisfatório 

quando o valor obtido foi, ao menos, 25% do LMR/NVA do analito em questão, apesar que 

valores mais baixos foram obtidos em alguns métodos. 

3.6.1.5 Limite de quantificação 

O limite de quantificação (LQ) é a menor concentração de analito capaz de ser 

determinada com um nível aceitável de precisão e veracidade62. Pode ser determinado da 
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mesma maneira que o LD, entretanto com uma razão sinal/ruído de 10:161. Na prática, 

corresponde normalmente ao padrão de calibração de menor concentração62. 

De maneira similar ao limite de detecção, os valores de limite de quantificação 

foram determinados testando-se níveis de concentração progressivamente mais baixos dos 

compostos de interesse. Também foi considerado aceitável quando o valor alcançado foi 

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

3.6.1.6 Exatidão e tendência 

A exatidão é a concordância entre o resultado encontrado e o valor de referência 

aceito como verdadeiro. Quando aplicada a uma série de resultados da análise química, 

implica numa combinação de componentes de erros aleatórios e sistemáticos 

(tendência)62. 

Existem várias maneiras de se avaliar a exatidão de um método analítico; através 

da análise de material de referência certificados que, quando disponíveis, são preferidos 

por terem relação direta com os padrões internacionais; comparação entre métodos 

analíticos, para avaliar o grau de proximidade dos resultados obtidos entre dois métodos, 

podendo a avaliação ser intra e interlaboratorial61. 

A exatidão foi calculada, neste trabalho, através da comparação entre o valor de 

referência, seja LMR ou NVA para cada composto, com a média obtida pela injeção de sete 

amostras “brancas” fortificadas neste nível e submetidas ao processo extrativo, conforme 

a Equação 1 abaixo. 

 
𝐸𝑥𝑎𝑡𝑖𝑑ã𝑜 (%) =

𝐶𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎çã𝑜 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑒 𝑠𝑒𝑡𝑒 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑓𝑜𝑟𝑡𝑖𝑓𝑖𝑐𝑎𝑑𝑎𝑠

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟ê𝑛𝑐𝑖𝑎
 × 100 (1) 

 

Os valores de exatidão são considerados satisfatórios de acordo com a faixa de 

concentração avaliada. Para analitos  com concentração ≥ 10 µg Kg-1, os valores de exatidão 

podem variar entre 80 e 110% do valor esperado; para a faixa de concentração entre 1 e 

10 µg Kg-1, a exatidão é alcançada entre 70 e 110%; finalmente, para concentrações abaixo 
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de 1 µg Kg-1, o resultado de exatidão é considerado conforme se 50 e 120% do valor 

esperado63. 

3.6.1.7 Recuperação  

A recuperação do analito tem a finalidade de ajustar o resultado final da análise, 

considerando os erros sistemáticos provenientes do processo de extração, que inclui todas 

as perdas ocorridas durante a marcha analítica até a medição do analito, o que inclui etapas 

de clean-up, diluições, concentrações, evaporações, entre outras etapas que podem ser 

necessárias no preparo da amostra. Por medir a tendência do procedimento analítico, é 

uma expressão da veracidade. Neste trabalho, a recuperação será avaliada através da 

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

Amostras do tipo TS são aquelas nas quais a fortificação (a adição de analito) é 

realizada logo antes da injeção do extrato, após todo o processo extrativo, ou seja, uma 

amostra onde há presença de matriz, sem ocorrerem perdas de analitos devido ao processo 

extrativo. As amostras do tipo R são amostras brancas fortificadas antes do início do 

preparo das mesmas, portanto estão sujeitas às interferências da matriz e às perdas na 

etapa de extração. A comparação entre as amostras regulares e as do tipo TS nos dão 

informações acerca da recuperação dos compostos de interesse. Um esquema do preparo 

de amostras do tipo TS, analito recuperado na amostra (R) e em solvente (S) está mostrado 

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

 

A recuperação do analito é calculada pela Equação 2 abaixo. 

 
𝑅𝑒𝑐𝑢𝑝𝑒𝑟𝑎çã𝑜 (%) =

Á𝑟𝑒𝑎 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑅

Á𝑟𝑒𝑎 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑇𝑆
 × 100 (2) 

 

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

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

 
𝐸𝑓𝑒𝑖𝑡𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑟𝑖𝑧 =

Á𝑟𝑒𝑎 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑇𝑆

Á𝑟𝑒𝑎 𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑚𝑜𝑠𝑡𝑟𝑎𝑠 𝑆
 × 100 

(3) 

3.6.1.8 Precisão 

Precisão é um termo geral para avaliar a dispersão de resultados entre ensaios 

independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrões, em 

condições definidas. As duas formas mais comuns de expressá-la são por meio da 

repetitividade e reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pelo desvio padrão62. 
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3.6.1.8.1 Repetitividade 

A repetitividade é a concordância entre os resultados de medições sucessivas de 

um mesmo analito, efetuadas sob as mesmas condições (procedimento, analista, 

equipamento, local, em um curto espaço de tempo)62. 

A repetitividade foi calculada, neste trabalho, através da avaliação de sete amostras 

“brancas” fortificadas em nível correspondente ao LMR/NVA, submetidas ao processo de 

preparo e analisadas no mesmo dia. De posse da concentração do analito calculada para 

cada amostra, foi obtido o coeficiente de variação para a série de dados. 

Os valores de repetitividade aceitáveis variam de acordo com a concentração 

conforme a Equação de Horwitz (Equação 4). 

 
𝑅𝑆𝐷𝑟 <

2

3
 [2(1−0,5𝑙𝑜𝑔𝐶)] 

(4) 

onde 

 RSDr = desvio padrão relativo para as amostras  

 C = concentração 

Algumas concentrações de trabalho e respectivos RSDr são apresentados na Tabela 

III. Como as concentrações de trabalho são baixas, o valor máximo permitido de RSDr se 

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

Tabela III. Valores máximos de RSDr para as concentrações utilizadas no experimento 

Nível de concentração 
(μg Kg-1) RSDr menor que 

10 40 
50 31,3 

100 28 

3.6.1.8.2 Reprodutibilidade 

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

condições de análise. Pode-se variar o laboratório, os operadores e o equipamento. É 
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importante a verificação da reprodutibilidade de um método através de comparação 

interlaboratorial62. 

A Diretiva 2002/657/EC define a reprodutibilidade intra-laboratorial como sendo a 

precisão obtida no mesmo laboratório em condições predeterminadas (relativas, por 

exemplo, ao método, aos materiais de ensaio, aos operadores e ao meio ambiente) em 

intervalos de tempo longos justificados63. 

No presente trabalho, a reprodutibilidade foi avaliada através do cálculo do 

coeficiente de variação para um conjunto de 21 amostras “brancas” fortificadas, 

subdivididas em três grupos de sete amostras. Cada um destes grupos foi preparado e 

analisado em dias diferentes. Os critérios foram estabelecidos através da Equação de 

Horwtiz para reprodutibilidade (Equação 5). 

 𝑅𝑆𝐷𝑅 < 2(1−0,5𝑙𝑜𝑔𝐶) (5) 

onde 

  RSDR = desvio padrão relativo para as amostras 

  C = concentração 

Para as concentrações de trabalho, os valores de RSDR são apresentados na Tabela 

IV. Uma vez que os valores de concentração são muito baixos, o valor de Horwitz permitido 

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

Tabela IV. Valores máximos de RSDR para as concentrações consideradas no experimento. 

Nível de concentração 
(μg L-1) RSDR menor que 

10 60 
50 47 

100 42 
 

3.6.1.9 Incerteza da Medição 

Estudos de validação geram dados que devem comprovar o desempenho adequado 

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

da incerteza associada ao método, quando esse se encontra em rotina62. 

3.6.1.10 Limite de decisão (CCα) e capacidade de detecção (CCβ) 

O limite de decisão CCα é a concentração acima da qual pode ser concluído, com 

uma probabilidade de erro α, que a amostra é não conforme63. Erro α é a probabilidade de 

uma amostra ser conforme, mesmo que uma medição não-conforme tenha sido obtida 

(falsa decisão não-conforme). 

Já a capacidade de detecção CCβ é a menor concentração de substância que pode 

ser detectada, identificada e/ou quantificada, com uma probabilidade de erro β63. O erro β 

é a probabilidade de que uma amostra seja não-conforme, mesmo quando uma medição 

conforme tenha sido obtida (falsa decisão conforme). 

O valor de CCα, para substâncias permitidas, é calculado a partir dos dados de 

reprodutibilidade dos três lotes de validação obtidos no item 3.6.1.8. Após a identificação, 

representa-se graficamente o sinal em função da concentração do analito na matriz. O 

limite de decisão (α = 5%) é igual à concentração correspondente ao LMR mais 1,64 vezes 

o desvio padrão da reprodutibilidade intralaboratorial. 

O valor de CCα é calculado como sendo o valor médio superior (média + 1,64 x DP) 

subtraído o intercepto da equação média, divido pela inclinação da curva média. O CCβ é 

calculado de modo semelhante, utilizando, porém, os dados de inclinação e de intercepção 

da equação superior. 

Outro modo de calcular CCα e CCβ é a partir dos dados de desvio-padrão, segundo 

as equações (6) e (7):  

 

 𝐶𝐶𝛼 = 𝐿𝑀𝑅 + (𝑆𝐸 × 𝑡(1 − 𝛼)) (6) 

 𝐶𝐶𝛽 = 𝐶𝐶𝛼 + (𝑆𝐸 × 𝑆𝐷(100)) (7) 
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onde: 

  SE = erro padrão do valor y previsto para x da regressão. 

  SD = desvio padrão das determinações no nível do LMR. 

  t(1-α) = inverso da função t de Student, usando 2 x erro (0,05) e n-2  

Também pode ser determinado analisando-se pelo menos 20 amostras fortificadas 

no nível do LMR. O limite de decisão (α = 5 %) é igual à concentração no LMR mais 1,64 

vezes o desvio padrão correspondente. A capacidade de detecção (β = 5 %) é igual ao valor 

do limite de decisão mais 1,64 vezes o desvio padrão correspondente. 
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Tabela V. Parâmetros de validação de metodologia analítica, com suas definições e critérios 

Parâmetro Definição Critério 

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

A faixa de aplicação que o ensaio 
utilizará deve estar dentro da 
faixa de trabalho 

Linearidade Capacidade de uma metodologia de análise 
produzir respostas diretamente 
proporcionais à concentração do analito em 
amostras 

Para curvas em matriz da 
amostra, R² > 0,95 

Limite de Detecção Menor valor de concentração detectável do 
analito  

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

Limite de 
Quantificação 

Menor concentração de analito capaz de ser 
determinada com um nível aceitável de 
precisão e exatidão 

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

Exatidão É a concordância entre o resultado 
encontrado e o valor de referência aceito 
como verdadeiro. 

Para a faixa de concentração de 
estudo, a exatidão deve variar 
entre -20% e +10%, em relação ao 
valor absoluto de referência. 

Repetitividade 
(precisão intradia) 

Concordância entre os resultados de 
medições sucessivas de um mesmo analito, 
efetuadas sob as mesmas condições 
(procedimento, analista, equipamento, 
local, em um curto espaço de tempo) 

Para a maioria das concentrações 
de trabalho do estudo, o valor 
máximo de coeficiente de 
variação admitido para a 
repetitividade é 16%. 

Reprodutibilidade 
(precisão inter-dia ou 
intermediária) 

Grau de concordância de um mensurando 
sob diferentes condições de análise. Pode-se 
variar o laboratório, operadores e o 
equipamento 

Para a maioria das concentrações 
de trabalho, o valor máximo de 
coeficiente de variação admitido 
para a reprodutibilidade é 23%. 

Especificidade e 
Seletividade 

Especificidade refere-se ao método que 
produz resposta para uma única substância, 
enquanto o termo seletividade se refere ao 
método que produz respostas para várias 
substâncias com uma característica em 
comum, mas que, no entanto, é capaz de 
distinguir umas das outras. 

Não há 

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

Não há 

Incerteza da medição Indica a qualidade da medição de um 
método quantitativo. 

Não há. 

CCα É a concentração calculada 
experimentalmente, acima da qual uma 
amostra é considerada não-conforme, com 
uma probabilidade de erro α. Pode ser 
comparada à incerteza da medição. 

Não há. 

CCβ É a menor concentração de uma substância 
que pode ser detectada, identificada e/ou 
quantificada em uma amostra com uma 
probabilidade de erro β. 

Não há. 

Recuperação Concentração de composto que se mantém 
na amostra após o processamento desta 

Não há. 
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3.6.2 Parâmetros de validação a serem avaliados de acordo com o tipo de metodologia 
analítica 

Uma validação deve demonstrar que a metodologia analítica cumpre os critérios 

aplicáveis para uma performance adequada. Metodologias com diferentes propostas de 

controle requerem diferentes categorias de métodos. 

No que diz respeito à análise de resíduos, metodologias analíticas podem ser, 

basicamente, de dois tipos: qualitativa (ou de screening) e quantitativa. Metodologias 

qualitativas fornecem informações apenas em relação à presença ou não de resíduos e, 

algumas delas, sobre determinado resíduo presente e a sua faixa de concentração. Já os 

métodos quantitativos podem informar a concentração exata do resíduo e, portanto, é 

natural que necessitem de mais parâmetros para demonstrar que a performance é 

adequada para o propósito. 

Na Tabela VI são citados quais requisitos devem ser testados de acordo com a 

metodologia. São apresentadas as duas abordagens utilizadas neste estudo: método 

qualitativo confirmatório e método quantitativo confirmatório. 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 SOLVENTES, REAGENTES, PADRÕES E CARTUCHO DE EXTRAÇÃO EM FASE SÓLIDA 

Os solventes utilizados nas análises das amostras foram: água ultrapura (Milli-Q) 

com resistividade controlada em 18,2 Mcm, 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 ácido fórmico ACS 

(Sigma-Aldrich, grau de pureza ≥ 88,0%), formiato de amônio (Sigma-Aldrich, grau de pureza 

≥ 98,0%), ácido etilenodiamino tetraacético – EDTA (Sigma-Aldrich, grau de pureza 99,0%) 

e C18 bulk (Merck, tamanho de partícula 25 – 40 µm).  

Os padrões 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), ácido nalidíxico (NALID), ácido oxolínico (OXO), 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), 

cefalônio (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 disponível. O metabólito de sulfaquinoxalina, sulfaquinoxalina-hidroxilada (SQX-OH) 

foi purificado e isolado no laboratório do LANAGRO-RS65. Todos os padrões foram 

conservados em recipiente fechado, ao abrigo da luz, calor e umidade (dessecador) de 

acordo com as condições recomendadas pelos fornecedores. 



49 
 

4.2 MÉTODOS  

4.2.1 Limpeza dos Materiais de Laboratório 

A limpeza dos materiais utilizados é de extrema importância na determinação de 

compostos em baixas concentrações, qualquer contaminação interfere na análise, podendo 

até mesmo mascarar os compostos de interesse, mesmo com a grande especificidade da 

instrumentação utilizada. 

Toda a vidraria e materiais comuns de laboratório foram lavados com detergente 

neutro diluído e enxaguados abundantemente com água. A vidraria foi deixada em estufa 

a 40°C, até secagem e, então, adequadamente embalada com papel alumínio, para evitar 

possíveis contaminações. 

4.2.2 Preparação das soluções padrão estoque e de trabalho 

A preparação das soluções estoque, foi feita a partir de pesagem de 

aproximadamente 10 mg do padrão de cada analito (ou padrão interno), separadamente, 

que foram transferidos para balão volumétrico de 10 mL e o volume foi ajustado com 

solvente adequado para cada analito (concentração final de 1 mg mL-1). Os solventes 

utilizados foram metanol para tetraciclinas e sulfonamidas, trimetoprima e bromexina; 

metanol:acetona (1:1) para SQX; metanol com adição de algumas gotas de NaOH 1,0 mol L-

1 para fluorquinolonas e metanol com adição de ácido acético para as quinolonas. Por fim, 

água ultrapura foi o solvente utilizado para beta-lactâmicos, macrolideos e lincosamidas.  

A partir da solução estoque de cada analito (ou padrão interno), as soluções de 

trabalho foram diluídas (chamadas de solução mista ou mix), em solvente adequado, os 

quais serão descritas nas próximas seções, para cada método de análise. 
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4.2.2.1 Estabilidade das soluções 

Soluções estoques de antimicrobianos em solvente adequado foram preparadas 

durante o período de um ano, trimestralmente. Ao final desse período, as mesmas foram 

diluídas, em triplicata, e analisadas conjuntamente. Avaliou-se a estabilidade das soluções 

a partir do coeficiente de variação entre os diferentes conjuntos de soluções.  

Optou-se por realizar a diluição e análise no final do período de seis meses para 

evitar variações que poderiam ocorrer no sistema de LC-MS/MS de um dia para outro. Dessa 

forma, todas estiveram submetidas às mesmas condições de análise. 

4.2.3 Preparação da fase móvel  

As diferentes fases móveis foram preparadas com solventes de grau de pureza 

adequado, com preparo no dia de análise. Para cada metodologia, diferentes fases móveis 

foram preparadas e utilizadas, conforme será descrito nas próximas seções. 

4.2.4 Otimização dos parâmetros de espectrometria de massas e de cromatografia líquida 
para a determinação de antimicrobianos por cromatografia líquida acoplada a 
espectrometria de massas em modo tandem (LC-MS/MS) 

A otimização dos parâmetros dependentes dos compostos foi realizada, 

inicialmente, pela infusão direta de solução dos analitos, na concentração de 200 ng mL-1, 

através de seringa conectada a uma bomba, com fluxo de 10 µL min-1, tanto para LC-MS/MS 

quanto para LC-QTOF. 

Em seguida, para a otimização dos parâmetros dependentes da fonte, o 

cromatógrafo líquido foi conectado ao espectrômetro de massas, entretanto ainda sem a 

coluna, e foi conduzido o FIA, para definição das melhores condições referentes à fonte de 

ionização. Os parâmetros dependentes da fonte ionização foram selecionados 

automaticamente após a realização do experimento com FIA, através de injeção da solução 

mista de todos os compostos, na concentração 50 ng mL-1.  



51 
 

Os parâmetros de ionização otimizados para LC-MS/MS foram: gás de colisão (CAD) 

6 psi; gás de cortina (CUR) 15 psi; gás de nebulização (GS1) 45 psi; gás auxiliar (GS2) 45 psi; 

voltagem do capilar (IS) 4500 V; temperatura (TEM) 450°C. 

Os parâmetros de ionização para LC-QTOF foram: gás de colisão (CAD) 6 psi; gás de 

cortina (CUR) 15 psi; gás de nebulização (GS1) 45 psi; gás auxiliar (GS2) 45 psi; voltagem do 

capilar (IS) 4500 V; temperatura (TEM) 450°C. 

Uma vez que a detecção dos analitos se torna possível após a otimização dos 

parâmetros relacionados à espectrometria de massas, foi realizada a otimização da 

separação por cromatografia líquida. A coluna analítica utilizada para o desenvolvimento 

de todos os métodos de análise neste trabalho foi uma Agela Durashel RP (100 × 2,1 mm, 3 

µm), sendo fenil-hexil a fase estacionária. Diferentes gradientes da fase móvel foram 

utilizados para a adequada separação de todos os compostos, segundo cada metodologia 

analítica desenvolvida. 

4.2.5 Avaliação do efeito de matriz 

A avaliação do efeito da matriz sobre a resposta de cada analito em LC-MS/MS foi 

determinada para os métodos quantitativos, pela construção da curva analítica em solvente 

e na matriz. A inclinação de cada uma das curvas foi obtida, e foi calculada a razão da 

inclinação das curvas (RI). Quanto mais próximo de 1 for esse valor, menor é o efeito de 

matriz observado. Para fins de avaliação, foi considerado que as curvas eram sobreponíveis 

e, portanto, não 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 

homogeneização, solventes extratores, aditivos e outros e desenvolvidos de acordo com os 

analitos envolvidos em cada método, considerando-se também a matriz e os compostos 

que pudessem causar interferência em condições de rotina. 
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4.2.7 Protocolos de acordo com a metodologia  

4.2.7.1 Determinação de resíduos de antimicrobianos em rações por LC-MS/MS 

4.2.7.1.1 Preparação das soluções de trabalho 

A solução de fortificação foi preparada diluindo-se 100 µL das soluções estoque de 

sulfametoxazol, sulfaclorpiridazina, sulfadoxina, sufadimetoxina, sulfametazina, 

sulfamerazina, sulfatiazol, sulfizoxazol, sulfaquinoxalina, sulfadiazina, ciprofloxacino, 

norfloxacino, enrofloxacino, sarafloxacino, danofloxacino, ácido nalidíxico, ácido oxolínico, 

flumequina, difloxacino, trimetoprima, tetraciclina, doxiciclina, clortetraciclina e 

oxitetraciclina em balão volumétrico de 10 mL. O volume foi completado utilizando-se 

metanol. A adição de 10 µL desta solução a 1 g de ração resultou na concentração de 100 

µg-1 Kg-1 de todos os compostos. A validade da solução foi definida em três meses. 

Já a solução de fortificação dos padrões internos foi preparada diluindo-se 100 µL 

das soluções estoques de sulfapiridina, demeclociclina e enrofloxacino-D5, em balão 

volumétrico de 10 mL, também avolumado com metanol. A adição de 10 µL desta solução 

a 1 g de ração correspondeu a todos os padrões internos no nível 100 µg-1 Kg-1. A validade 

da solução foi definida em três meses. 

4.2.7.1.2 Preparação da fase móvel 

A fase móvel empregada na determinação de resíduos de macrolídeos e 

lincosamidas em músculo e leite foi água ultrapura com 0,1% de ácido fórmico e acetonitrila 

com 0,1% de ácido fórmico. Para a preparação, adicionou-se 1 mL de ácido fórmico a 1 L do 

solvente (água ultrapura ou acetonitrila). A fase móvel foi preparada nova em cada dia de 

analise, não sendo armazenada. 
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4.2.7.1.3 Preparo das amostras 

Inicialmente, as amostras foram trituradas com auxílio de um processador para 

obtenção de partículas menores e homogêneas. Uma fração de 1,0 g de produto destinado 

à alimentação animal foi separada para a análise. Antes do início do procedimento de 

extração, 500 µL de uma solução de EDTA 150 mM foi adicionado às amostras, a fim de 

evitar a quelação dos compostos da classe tetraciclinas por cátions divalentes e, então, as 

amostras foram agitadas em agitador do tipo vórtex por 30 s. Após repouso de 10 minutos, 

foi adicionada solução de padrões internos, na concentração de 200 ng g-1, seguido de novo 

repouso por 10 minutos. A extração foi realizada pela adição de 3,0 mL de solvente extrator 

composto de metanol:água, 70:30, com 0,1% de ácido fórmico.  

As amostras foram, então, agitadas mecanicamente em mesa agitadora durante 20 

minutos numa velocidade de 180 rpm, seguido de centrifugação durante 10 minutos, a 

aproximadamente 4000 rpm, a 5 °C. Seguiu-se com a etapa de purificação à baixa 

temperatura, quando as amostras foram mantidas em “freezer” a, pelo menos, - 18°C, por 

30 minutos. Após, 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 

alíquota de 0,5 mL de sobrenadante foi transferido a vials contendo 1,0 mL de 

água:acetonitrila, 98:2, com 0,1% de ácido fórmico. Se necessário, as amostras eram 

ressubmetidas a uma etapa de centrifugação para obtenção de um extrato límpido. Caso 

contrário, elas eram submetidas à análise por LC-MS/MS. Um volume de 2 µL do extrato foi 

injetado no sistema. Um esquema resumido do preparo das amostras está mostrado na 

Figura 14. 
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Figura 14. Esquema de preparo de amostras de ração para determinação de antimicrobianos 

4.2.7.1.4 Método cromatográfico 

O fluxo de fase móvel foi 300 µL min-1, e o volume de injeção foi 2 µL.  

O gradiente otimizado para a separação iniciou com 98% de fase móvel A (0,1% ácifo 

fórmico) durante 4 minutos, decresceu linearmente até 10% de A durante 2 minutos. Essa 

condição foi mantida por 5 minutos, e então a porcentagem de A foi aumentada, atingindo 

98% no momento final da corrida, aos 12 minutos. Entre as análises cromatográficas, foi 

mantido um tempo de equilíbrio de 3 minutos, nas condições inicias da análise (98% de A), 

para que fosse assegurada que a próxima amostra fosse injetada em condições idênticas à 

amostra anterior. 
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4.2.7.2 Determinação de resíduos de beta-lactâmicos em leite por LC-MS/MS 

4.2.7.2.1 Preparação das soluções de trabalho 

As soluções de trabalho foram preparadas pela adequada diluição das soluções 

estoque. A solução de fortificação foi preparada diluindo-se 5 µL de solução de penicilina 

G, 5 µL de penicilina V, 5 µL de amoxicilina, 5 µL de ampicilina, 37,5 µL de nafcilina, 37,5 µL 

de oxacilina, 37,5 µL de cloxacilina, 37,5 µL de dicloxacilina, 25 µL de cefquinoma, 25 µL de 

cefalônio, 75 µL de cefapirina, 62,5 µL de cefoperazona, 125 µL de ceftiofur e 125 µL de 

cefalexina em balão volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com água ultrapura. 

A adição de 16 µL desta solução a 2 mL de leite bovino implica na obtenção de 

concentração de todos os compostos no nível respectivo ao LMR de cada um. A validade da 

solução foi definida em um mês. 

4.2.7.2.2 Preparação da fase móvel 

A fase móvel empregada na determinação de resíduos de beta-lactâmicos em leite 

foi água ultrapura com 0,1% de ácido fórmico e metanol com 0,1% de ácido fórmico. Para a 

separação, adicionou-se 1 mL de ácido fórmico a 1 L do solvente (água ultrapura ou 

metanol). 

4.2.7.2.3 Preparo das amostras 

Amostras de leite cru foram descongeladas até atingirem a temperatura ambiente. 

Então, 2,0 mL de leite foram pipetadas. A extração consistiu na adição de 4 mL de 

acetonitrila em 3 frações: 2 mL, 1 mL e mais 1 mL, com agitação manual das amostras entre 

as adições. Então, as amostras com o extrator foram agitadas durante 15 minutos em mesa 

agitadora a 180 rpm, seguidas de centrifugação 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, então, submetido a nova centrifugação a 4000 

rpm, a 5°C, durante 5 minutos. O extrato límpido 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 N2, até obtenção de volume final de 200 µL. O volume final foi ajustado a 1,0 mL 

com água ultrapura e a análise realizada por LC-MS/MS, com injeção de 4 µL do extrato. Um 

esquema resumido do preparo de amostras para análise de beta-lactâmicos está mostrado 

na Figura 15. 

 

Figura 15. Esquema de preparo de amostras de leite para determinação de beta-lactâmicos 

4.2.7.2.4 Método cromatográfico 

A partir dos resultados obtidos preliminarmente, a coluna analítica escolhida foi a 

Durashell RP (Agela Technologies, 100 × 2.1 mm, 3 µm, 150 Å), protegida por uma pré-

coluna Phenomenex SecurityGuard Cartridge C18 (4 × 3.0 mm ID). A fase móvel (A) utilizada 

foi água ultrapura com 0,1% de ácido fórmico e (B) metanol com 0,1% de ácido fórmico.  

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

95% de B ao final de 5 minutos de análise, condição mantida durante 3 minutos. Então, a 
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porcentagem de B diminui a 5% durante 2 minutos e chegou a 2% aos 11 minutos de análise, 

que era a mesma condição de análise inicial. A coluna foi mantida nesta condição por 7 

minutos, que é o tempo de equilíbrio necessário entre uma análise e outra. O fluxo de fase 

móvel foi 0,2 mL min-1, e o volume de injeção foi 10 µL. 

4.2.7.3 Método de análise de macrolídeos e lincosamidas em leite e músculo por LC-

MS/MS 

4.2.7.3.1 Preparação das soluções de trabalho 

A solução de fortificação para a matriz músculo foi preparada transferindo-se 100 

L das soluções estoque de ERT, SPR, LNC e TIL e 50 L das soluções estoque de TLM, AZT 

E CLN a balão volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com água ultrapura. A 

validade foi estabelecida como 2 meses, sendo o armazenamento realizado em freezer (-10 

a -30°C). 

Nas amostras de músculo, a adição de 20 L da solução de fortificação a 2,0 g de 

amostra equivale à concentração de 100 ng g-1 para os analitos SPR, ERT, TIL e LNC, 50 ng g-

1 para os analitos TLM, AZT e CLN.  

Para as amostras de leite, a solução de fortificação foi preparada transferindo-se 40 

L da soluções estoque de ERT, 50 L das soluções estoque de TIL e TLM, 100 L da solução 

estoque de AZT, 150 L das soluções estoque de CLN e LNC e 200 L das soluções estoque 

de SPR, a balão volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com água ultrapura. A 

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

Com a adição de 20 L da solução de fortificação a 2,0 mL leite obteve-se 200 ng mL-

1 de SPR, 150 ng g-1 de CLN e LNC, 100 ng g-1 de AZT, 50 ng g-1 de TIL e TLM e 40 ng g-1 de 

ERT.  
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4.2.7.3.2 Preparação da fase móvel 

A fase móvel empregada na determinação de resíduos de macrolídeos e 

lincosamidas em músculo e leite foi água ultrapura com 0,1% de ácido fórmico e acetonitrila 

com 0,1% de ácido fórmico. Para a preparação da fase móvel, adicionou-se 1 mL de ácido 

fórmico a 1 L do solvente (água ultrapura ou acetonitrila). 

4.2.7.3.3 Preparo das amostras 

O procedimento de extração dos compostos em amostras de leite (previamente 

fracionadas em alíquotas de 2,0 mL à temperatura ambiente) consistiu na adição de 

acetonitrila em três alíquotas (2,0 mL + 1,0 mL + 1,0 mL) para promover a precipitação de 

proteínas do leite, com agitação manual das amostras entre as adições. Para as amostras 

de músculo, os analitos foram extraídos de 2,0 g de amostra utilizando-se 10,0 mL de 

acetonitrila. As amostras foram, então, homogeneizadas em homogeinizador do tipo Ultra-

turrax, a fim de obter a disrupção do tecido. Em ambas as matrizes, após adição do solvente 

para extração e homogeneização, 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 alíquota de 1,0 mL do sobrenadante foi transferida para vials e submetida à 

análise por LC-MS/MS. Um volume de 2 µL do extrato foi injetado no sistema. Um esquema 

resumido do preparo de amostras para análise de macrolídeos e lincosamidas está 

mostrado na Figura 16. 
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Figura 16. Esquema de preparo de amostras de leite e músculo para determinação de macrolídeos e 
lincosamidas. 

4.2.7.3.4 Método cromatográfico 

O fluxo de fase móvel foi 300 µL min-1 e o tempo de análise foi 12 minutos. O 

gradiente da fase móvel iniciou com 98% de água ultrapura com 0,1% de ácido fórmico (A) 

e 2% de acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico, condição mantida durante 1 minuto. Após, 

a percentagem de A diminui até 5% linearmente durante 4 minutos, condição mantida por 

3 minutos. Finalmente, a percentagem de A aumenta linearmente até atingir 95% ao fim do 

décimo minuto de análise, condição que foi mantida por 2 minutos, atingindo o tempo final 

de 12 minutos. Entre as análises, foram mantidos 3 minutos de equilíbrio. O volume de 

injeção foi 2,0 µL. 

4.2.7.4 Método de análise de antimicrobianos em músculo e leite por LC-QTOF 

4.2.7.4.1 Preparação das soluções de trabalho 

Diferentes soluções de trabalho foram preparadas, de acordo com a validade de 

cada composto e de acordo com as diferentes matrizes. 
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A solução de fortificação 1 para a matriz músculo (SF1 músculo) foi preparada 

diluindo-se, a partir das soluções estoque, 100 µL de sulfametoxazol, sulfaclorpiridazina, 

sulfadoxina, sufadimetoxina, sulfametazina, sulfamerazina, sulfatiazol, sulfizoxazol, 

sulfaquinoxalina, sulfadiazina, flumequina, ciprofloxacino, norfloxacino, enrofloxacino, 20 

µL de sarafloxacino, danofloxacino, difloxacino, tetraciclina, clortetraciclina, doxiciclina e 

oxitetraciclina, 50 µL de trimetoprima e de bromexina e 20 µL de ácido nalidíxico e de ácido 

oxolínico em balão volumétrico de 10 mL. O volume do balão foi completado utilizando-se 

metanol. A adição de 20 µL desta solução a 2 g de músculo correspondeu ao LMR ou NVA 

de todos os compostos. A validade da solução foi de três meses. 

A solução de fortificação 2 para a matriz músculo (SF2 músculo) foi preparada 

diluindo-se 200 µL de eritromicina e de espiramicina, 100 µL de tilosina e lincomicina, 50 µL 

de azitromicina, tilmicosina e clindamicina em balão volumétrico de 10 mL. O volume do 

balão foi completado utilizando-se água ultrapura. Com a adição de 20 µL da solução a 2 g 

de músculo obteve-se concentração equivalente ao LMR ou NVA estabelecido. A validade 

da solução foi de dois meses. 

A solução de fortificação 3 para a matriz músculo (SF3 músculo) foi preparada 

diluindo-se 25 µL de cefalônio, 62,5 µL de penicilina G, penicilina V, ampicilina, cefapirina, 

cefoperazona e cefquinoma, 125 µL de nafcilina, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina, 

ceftiofur e cefalexina em balão volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com água 

ultrapura. Com a adição de 16 µL desta solução a 2 g de músculo a concentração final 

correspondeu ao LMR de cada composto. A validade da solução foi definida para um mês. 

Já para a matriz leite, a solução de fortificação 1 (SF1 leite) foi preparada diluindo-

se 100 µL de sulfametoxazol, sulfaclorpiridazina, sulfadoxina, sufadimetoxina, 

sulfametazina, sulfamerazina, sulfatiazol, sulfizoxazol, sulfaquinoxalina, sulfadiazina, 

difloxacino, tetraciclina, doxiciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina, 50 µL de 

ciprofloxacino, enrofloxacino, flumequina, trimetoprima e bromexina, 30 µL de 

danofloxacino, 20 µL de sarafloxacino, ácido nalidíxico e ácido oxolínico, e 10 µL de 

norfloxacino, em balão volumétrico de 10 mL. O volume do balão foi completado utilizando-

se metanol. Com a adição de 20 µL desta solução a 2 mL de leite a concentração final de 
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todos os compostos era equivalente aos respectivos LMR ou NVA. A validade da solução foi 

de três meses. 

Já a solução de fortificação para a matriz leite (SF2 leite) foi preparada diluindo-se 

200 µL de espiramicina, 150 µL de lincomicina e clindamicina, 100 µL de azitromicina, 50 µL 

de tilmicosina e tilosina e 40 µL de eritromicina em balão volumétrico de 10 mL, cujo volume 

foi completado com água ultrapura. Com a adição de 20 µL da solução a 2 mL de leite a 

concentração final de todos os compostos foi equivalente ao respectivo LMR ou NVA 

estabelecido. A validade da solução foi de dois meses. 

A solução de fortificação 3 para a matriz leite (SF3 leite) foi preparada diluindo-se 5 

µL de penicilina G, penicilina V, amoxicilina e ampicilina, 25 µL de cefquinoma e cefalônio, 

37,5 µL de nafcilina, oxacilina, cloxacilina e dicloxacilina, 75 µL de cefapirina, 62,5 µL de 

cefoperazona, 125 µL de ceftiofur e cefalexina em balão volumétrico de 10 mL, 

completando-se o volume do balão com água ultrapura. Com a adição de 16 µL desta 

solução a 2 mL de leite bovino a concentração final de todos os compostos era equivalente 

respectivo LMR de cada um. A validade da solução foi definida em um mês. 

Já a solução de fortificação dos padrões internos (SF4), que foi utilizada em ambas 

matrizes, foi preparada diluindo-se os 100 µL de sulfapiridina, demeclociclina e 

enrofloxacino-D5 em balão volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com 

metanol. Com a adição de 20 µL desta solução a 2 g de músculo ou 2 mL de leite as 

concentrações de todos os padrões internos foram 100 µg-1 Kg-1. A validade da solução foi 

definida em três meses. 

4.2.7.4.2 Preparação da fase móvel 

Na metodologia qualitativa multirresíduos de antimicrobianos empregou-se como 

fase móvel soluções de metanol com 5 mMol L-1 de formiato de amônio e 0,1% de ácido 

fórmico e água ultrapura com 5 mMol L-1 de formiato de amônio com 0,1% de ácido fórmico. 
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Para o preparo destas fases móveis, e utilizou-se solução de formiato de amônio 100 

mM, que foi preparada através da dissolução de 6,30 g de formiato de amônio em 1 L de 

água ultrapura. 

A fase móvel aquosa foi preparada diluindo-se 50 mL da solução de formiato de 

amônio 100 mM em 1 L de água e adicionando-se 1 mL de ácido fórmico. Já a fase móvel 

orgânica foi preparada diluindo-se 50 mL da solução de formiato de amônio 100 mM em 1 

L de metanol e adicionando-se 1 mL de ácido fórmico 

4.2.7.4.3 Preparo das amostras 

Após descongelamento, as amostras de leite bovino cru foram homogeneizadas e 

fracionadas em alíquotas de 2,0 mL. Para músculo bovino, suíno, equino e de aves, a 

gordura foi removida; para peixes e camarão, cascas, escamas e peles foram removidas 

antes da homogeneização da amostra. As amostras de músculo foram fracionadas em 

alíquotas de 2,0 g. 

O procedimento de extração para amostras de leite consistiu na adição de três 

alíquotas de acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico (2,0 mL + 1,0 mL + 1,0 mL), com 

vigorosa agitação entre as adições. 

Para amostras de tecido animal, à fração previamente pesada foram adicionados 

10,0 mL de acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico, colocando-se a mistura em 

homogeneizador de tipo Ultra-turrax, para obter a completa disrupção do tecido. 

Tanto as amostras de leite quanto as de músculo 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, então, agitados em agitador do tipo vórtex durante 15 s e 

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

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

temperatura (≤ -17 °C), durante 20 minutos (amostras de leite) ou 40 minutos (amostras de 
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músculo). Os extratos foram novamente centrifugados (4000 rpm, 5°C, 10 minutos) e o 

sobrenadante evaporado sob fluxo de N2 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 água ultrapura e, em seguida, 10 µL de extrato foram injetados 

no equipamento (LC-QTOF-MS ou LC-MS/MS). Um esquema resumido do preparo das 

amostras para determinação multiclasse de antimicrobianos está mostrado na Figura 17. 

 

 

Figura 17. Esquema de preparo de amostras de leite e músculo para determinação multiclasse de 
antimicrobianos 

4.2.7.4.4 Método cromatográfico 

Na análise cromatográfica o fluxo de fase móvel foi 300 µL min-1 e o volume de 

injeção 10 µL. Em relação ao gradiente de fase móvel, os componentes A a 95% (água, 

formiato de amônio 5 mM e ácido fórmico 0,1%) e B (metanol, formiato de amônio 5 mM 

e ácido fórmico 0,1%) foram usados inicialmente. A concentração do componente A 

decresceu linearmente até atingir 0% ao final de 6 minutos. Essa condição foi mantida por 
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6 minutos. Após, A aumentou linearmente durante 7 minutos até 95%, e essa proporção de 

solvente orgânico se manteve por mais 1 minuto. O tempo de análise foi 20 minutos. Entre 

cada análise cromatográfica houve 3 minutos de equilíbrio com a condição inicial (95% de 

A).  

4.2.8 Avaliação de parâmetros de desempenho do método de quantificação de 
antibióticos 

Os parâmetros avaliados foram: linearidade, faixa de trabalho, especificidade, 

precisão, exatidão, recuperação, LD, LQ, CCα e CCβ. O processo de validação das 

metodologias analíticas foi realizado para os analitos em matriz da amostra. A utilização de 

controles em matriz diminui a possibilidade de desvios e erros provenientes do efeito de 

matriz e recuperação do analito. As amostras utilizadas como matriz para validação são as 

denominadas “brancas”, que consistem em amostras previamente extraídas e analisadas 

por LC-MS/MS mediante metodologias já desenvolvidas e em fase de validação, a fim de 

evitar a possibilidade de um resíduo em validação estar presente na mesma. 

As amostras “brancas” eram subamostras da mesma amostra para evitar que outros 

interferentes prejudicassem a avaliação do lote. Para estudos de especificidade, foram 

utilizadas vinte subamostras “brancas” provenientes de amostras diferentes, com o 

propósito de avaliar a maior diversidade possível de amostras, em busca de diferentes 

interferentes. 

4.2.8.1 Procedimento de validação dos métodos quantitativos 

A validação das metodologias quantitativas foi realizada através da análise de três 

lotes de amostras, processadas e analisadas em três dias diferentes. Cada lote era composto 

de 21 amostras “brancas” fortificadas em três diferentes níveis de concentração 

(correspondente a 50%, 100% e 150% do LMR), juntamente com uma curva de calibração 

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 calibração preparada em solvente. Além disso, vinte 

amostras “brancas” diferentes foram analisadas para avaliação da especificidade. Para 

avaliação do LD, amostras com concentrações decrescentes foram avaliadas. Um esquema 

de preparo dos diferentes lotes para validação de método quantitativo está mostrado na 

Figura 18. 

 

Figura 18. Esquema para validação de metodologias analíticas quantitativas confirmatórias 

 

Na metodologia de análise para determinação de macrolídeos e lincosamidas, foram 

avaliadas três espécies diferentes para as matrizes músculo bovino, suíno e aves. A 

validação, conforme esquematizadas na Figura 18, foi realizada para a matriz músculo 

bovino. Para as outras duas espécies, suíno e aves, a extensão do escopo para um lote 

composto por 21 amostras “brancas” fortificadas no LMR para cada analito, duas curvas de 

calibração (uma em matriz e outra em solvente), três amostras do tipo TS e uma amostra 

“branca”, juntamente com vinte amostras “brancas” de diferentes lotes, para avaliação da 

seletividade. Um esquema de preparo de amostras para validação de nova matriz ou 

espécie está mostrado na Figura 19. 
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Figura 19. Esquema do preparo das amostras para validação de método para nova matriz ou espécie 

4.2.8.2 Procedimento de Validação de Métodos Qualitativos 

A validação da metodologia analítica qualitativa deve assegurar que a presença ou 

não dos analitos, em faixas de concentração estabelecidas, poderá ser adequadamente 

definida. O procedimento adotado foi o descrito por Martins et al13. 

Dois lotes de validação foram considerados, ambos submetidos a controles de 

qualidade; amostras “brancas” fortificadas em diferentes níveis – 0; 0,25; 0,50; 1,00 e 1,50 

vezes o LMR – que varia entre 4 e 200 µg Kg-1, de acordo com cada composto; uma amostra 

“branca” e três 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 × LMR). O primeiro lote de validação era 

composto por vinte subamostras “brancas”, provenientes da mesma amostra, fortificadas 

com a solução padrão na concentração equivalente à 25% do LMR. As concentrações de 

25% e 50% do LMR foram escolhidas para serem testadas como capacidade de detecção – 

CCβ. O valor de 25% se refere ao valor utilizado, em geral, como valor de referência para 

determinação do LQ, pois para métodos quantitativos relacionados com limites máximos 

estabelecidos, valores mais baixos não teriam efeitos práticos. Já o valor de 50% do LMR foi 

testado para casos onde a razão sinal/ruído não era satisfatória na concentração de 25% do 

LMR, que pode ocorrer para analitos para os quais já existem limites máximos estabelecidos 
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em concentrações muito baixas. Do ponto de vista prático, nesse desenvolvimento de 

metodologia, a capacidade de detecção do método qualitativo é considerada também 

como a concentração correspondente ao LD do método, pois abaixo desta concentração 

não será considerada amostra em que o analito é detectável. 

O segundo lote, composto por vinte subamostras “brancas”, provenientes de 

amostras diferentes, foi selecionado para avaliar a especificidade/seletividade. Essa 

avaliação foi realizada através do processamento das amostras, sem qualquer fortificação 

na etapa de extração. O objetivo foi avaliar se após o preparo da amostra é possível eliminar 

os compostos que poderiam ser observados no mesmo tempo de retenção das substâncias 

de interesse no cromatograma, interferindo na análise. A Figura 20 resume o procedimento 

de validação da metodologia em questão. 

 

Figura 20. Esquema do procedimento de validação de metodologias analíticas qualitativas  

4.3 EQUIPAMENTOS 

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento das metodologias e posterior 

análise das amostras foram: sistema LC-MS/MS, marca SCIEX, modelo API 5000 acoplado a 
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um sistema modulado de cromatografia líquida 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 líquida 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 análises de rotina do 

Laboratório Nacional Agropecuário do Rio Grande do Sul (Lanagro-RS) e, portanto, foram 

processadas neste laboratório. Todas as amostras eram provenientes do Serviço de 

Inspeção Federal.  

As amostras analisadas foram divididas em grupos: amostras destinadas à 

alimentação animal, conhecidas comumente como rações, que são alimentos destinados à 

nutrição de animais produtores de alimento; e amostras de alimentos de origem animal, 

como leite e músculo de animais produtores de alimentos. 

As amostras de rações foram coletadas para fins de fiscalização. Já as amostras de 

leite e músculo foram analisadas conforme previsto pelo Plano Nacional de Controle de 

Resíduos e Contaminantes (PNCRC), programa de monitoramento de resíduos do MAPA. 

4.4.1 Alimentos destinados ao consumo animal 

Foram analisados diferentes tipos de produtos destinados à alimentação animal. 

Conforme descrição na legislação brasileira, pode-se dividir as rações para animais 

produtores de alimentos em ração, concentrado, núcleo e premix.  

De acordo com a legislação66, ração é uma mistura composta por ingredientes e 

aditivos, destinada à alimentação de animais de produção, que constitua um produto de 

pronto fornecimento e capaz de atender às exigências nutricionais dos animais a que se 

destine. Já o concentrado é uma mistura composta por ingredientes ou aditivos que, 
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quando associada a outros ingredientes, em proporções adequadas, constitui uma ração. O 

núcleo é uma pré-mistura composta por aditivos e macrominerais, contendo ou não veículo 

ou excipiente, que facilita a dispersão dos componentes em grandes misturas, que não pode 

ser fornecido diretamente aos animais, ao passo que premix é uma pré-mistura de aditivos 

e veículo ou excipiente, que facilita a dispersão dos ingredientes em grandes misturas, que 

não pode ser fornecida diretamente aos animais. Estes são os produtos destinados à 

alimentação animal que serão 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 comestíveis de 

animais, como músculo, fígado e rim. Para este estudo foram selecionados leite bovino e 

músculo de diferentes origens. 

O leite bovino foi escolhido por ter grande importância, tanto do ponto de vista da 

pecuária brasileira, visto que o Brasil é um grande produtor e consumidor de leite, tanto in 

natura quanto processado na forma de produtos lácteos, como queijos, iogurtes etc. Outro 

fator relevante em relação à determinação de resíduos de antimicrobianos em leite é o seu 

largo consumo por crianças e idosos, que podem ser mais frágeis aos efeitos da presença 

destes resíduos. 

O músculo analisado neste trabalho foi proveniente de diferentes origens: bovinos, 

suínos, aves, equinos e peixes. Além destas matrizes, a matriz camarão também foi incluída, 

porém nenhuma amostra foi analisada, sendo somente desenvolvida a metodologia. Por 

aves, entende-se as espécies que são consumidas pela população, majoritariamente frango, 

também podendo ser pato ou avestruz. O músculo de origem equina não é um produto 

normalmente consumido no Brasil. Entretanto, há a produção deste tipo de carne para fins 

de exportação, principalmente para os mercados europeus. 
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4.4.3 Coletas, técnicas de amostragem, preservação e preparação das amostras 

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

estabelecimentos que possuem inscrição no Sistema de Inspeção 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 rações foram 

acondicionadas em duas caixas, uma com a prova e outra com a contraprova, que ficaram 

retidas no estabelecimento conveniado, caso houvesse interesse de reanálise. As amostras 

de leite e músculo foram congeladas após a coleta, para garantir a integridade da amostra 

e evitar a degradação de compostos de interesse, enviadas ao laboratório em caixa térmica 

de modo a garantir baixa temperatura, devendo estar nas mesmas condições de envio no 

momento do recebimento pelo laboratório, atendendo aos critérios de aceitação 

estabelecidos em manuais de procedimentos do MAPA. 

Todas as amostras, ao chegarem ao laboratório, foram homogeneizadas e pesadas, 

de acordo com o preconizado pela metodologia analítica, e foram mantidas em freezer até 

o momento da análise. 

4.4.4 Tratamento das amostras no laboratório 

4.4.4.1 Amostras de alimentos destinados ao consumo animal 

As amostras de rações, concentrados, núcleos e premixes foram submetidas à 

análise de acordo com a metodologia descrita na seção 4.2.7.1.3. Juntamente com as 

amostras coletadas, dezesseis amostras de rações previamente analisadas (controles de 

qualidade) foram processadas. Os “controles de qualidade” compreendiam seis pontos da 

curva de calibração (com concentrações de 0, 75, 100, 200, 300 e 500 µg Kg-1), uma 

“amostra branca” (sem adição de analitos), três amostras do tipo R e três amostras do tipo 

TS. 
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Se a concentração do analito na amostra era menor que o LQ, a amostra era 

considerada conforme e o resultado expresso como não quantificável. Em caso de 

concentração superior ao limite de quantificação, a amostra era reanalisada em triplicata, 

confirmando-se o resultado positivo, sendo a concentração calculada pela média dos três 

resultados conforme esquematizado na Figura 21. 

 

Figura 21. Esquema para análise de amostras de rações 

4.4.4.2 Amostras de alimentos de origem animal destinado ao consumo humano 

As análises para o monitoramento de antimicrobianos foram realizadas no 

laboratório, conforme esquematizado na Figura 14. As amostras de leite e de músculo 

foram pesadas quando recebidas no laboratório, sendo analisadas alíquotas de 2,00 mL 

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

As amostras de músculo e leite foram, então, submetidas à análise qualitativa, como 

descrito na seção 4.2.7.4.3. Juntamente com essas amostras, quatorze “controles de 

qualidade” foram analisados. Os “controles de qualidade” compreendiam uma “amostra 

branca” (sem a adição dos analitos), uma amostra onde foram adicionados apenas os 

padrões internos (amostra 0), três amostras contendo todos os analitos na concentração 

correspondente à capacidade de detecção do método (CCβ), três amostras contendo todos 
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os analitos na concentração correspondente a 50% do LMR, e três amostras contendo todos 

os analitos nas concentrações correspondentes a 100%, 150% e 200% do LMR, além de três 

amostras do tipo TS. 

Se um pico cromatográfico não pudesse ser observado ou se a área do pico estivesse 

abaixo da área média para três amostras do tipo CCβ, a amostra era considerada compatível 

e o resultado considerado negativo para os compostos investigados. 

No entanto, se houvesse uma amostra suspeita, cujo valor de área de pico de um 

dado composto fosse acima da CCβ, esta amostra era reanalisada seguindo metodologia 

específica para a sua classe de compostos antimicrobianos. É importante destacar a 

importância das amostras de ”controle de qualidade” de maior concentração nesta etapa 

de análise, uma vez que fornecem informações sobre as amostras que terão que ser diluídas 

de acordo com a curva analítica, na metodologia de confirmação quantitativa. 

No caso da detecção de um composto com área acima da área correspondente a 

CCβ para as três amostras “controle de qualidade”, a amostra suspeita era reanalisada em 

triplicado, como está esquematizado na Figura 22. Esta reanálise era realizada seguindo-se 

cinco métodos quantitativos diferentes, de acordo com a classe ou semelhança de 

compostos. 

Estes cinco métodos estavam organizados em (1) sulfonamidas, trimetoprim e 

bromhexina, (2) quinolonas e fluoroquinolonas, (3) tetraciclinas, (4) β-lactâmicos – 

conforme seção 4.2.7.2 – e (5) macrolídeos e lincosamidas – conforme a seção 4.2.7.3. 

Devido ao caráter semiquantitativo do método de screening, era possível avaliar se 

uma substância ficaria fora do intervalo da curva analítica segundo o método de 

confirmação. Se assim fosse, era realizada uma diluição do extrato final antes da análise, 

bem como a adição adequada de padrão interno. 

As amostras foram consideradas não-conformes quando o resultado da reanálise, 

em triplicata estava acima do limite de decisão CCα do método, conforme esquematizado 

na Figura 22. 
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Figura 22. Esquema de aceitação de antimicrobianos em amostras de músculo e leite 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 SELEÇÃO DOS PARÂMETROS PARA ANÁLISE POR LC-MS/MS 

Os parâmetros de fragmentação foram selecionados por infusão de solução 

individual de cada composto, na concentração de 200 ng mL-1. Foram obtidos os dados de 

íon molecular e seus fragmentos, conforme citado nas Tabelas 1 a 6 do Anexo 1. No Anexo 

1 também estão citados os parâmetros de ionização, selecionados por FIA de solução mista 

de todos os compostos, na concentração 50 ng mL-1.  

Em todas as metodologias desenvolvidas e validadas por LC-MS/MS neste trabalho, 

sejam multiclasse ou para uma classe única, foram utilizados os parâmetros de 

espectrometria de massas e de ionização citados no Anexo 1. 

5.2 SELEÇÃO DOS PARÂMETROS PARA ANÁLISE POR LC-QTOF-MS 

Os parâmetros de massas foram selecionados por infusão de solução individual de 

cada composto, na concentração de 200 ng mL-1. As massas exatas dos íons formados pela 

ionização dos compostos, segundo as janelas de massas nas quais eram monitorados, são 

apresentadas na Tabela 7 do Anexo 1, juntamente com os tempos de retenção típicos 

observados. No Anexo 1 também estão citados os parâmetros de ionização, selecionados 

por FIA de solução mista de todos os compostos, na concentração 50 ng mL-1. 

5.3 CONDIÇÕES DE SEPARAÇÃO POR CROMATOGRAFIA LÍQUIDA 

No desenvolvimento de uma metodologia baseada na cromatografia líquida, as 

características químicas desempenham papel fundamental. Quando tratamos de 

compostos de mesma classe, as propriedades dos compostos são semelhantes e o processo 

tende a ser facilitado. No caso das metodologias multiclasse, onde mais de uma classe de 

antimicrobianos são determinadas simultaneamente, uma separação cromatográfica 
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eficiente deve ser realizada observando-se as diferentes características químicas dos 

compostos em questão, trazendo um desafio a mais. 

Nas separações cromatográficas realizadas neste trabalho foi utilizada a mesma 

coluna cromatográfica, que propiciou bons resultados para todos os compostos. Os 

solventes utilizados como fase móvel, bem como os aditivos, foram alterados conforme a 

necessidade de cada metodologia. Os detalhes de cada metodologia estão descritos na 

seção correspondente a mesma, e um resumo das condições adotadas para cromatografia 

encontra-se na Tabela VI. 
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Tabela VI. Condições de preparo de amostra, separação cromatográfica e de análise resumidas, de acordo com cada metodologia e matriz 

Parâmetro 
Antimicrobianos (Métodos multiclasse) Beta-lactâmicos Macrolídeos e lincosamidas 

Ração Músculo Leite Leite Leite Músculo 

Amostra 
Massa ou volume 

de amostra 
1,0 g 2,0 g 2,0 mL 2,0 mL 2,0 mL 2,0 g 

Preparo de amostra 

Solvente de     
extração 

MeOH:H2O (70:30) 
0,1% AF 

ACN 0,1% AF ACN 0,1% AF ACN ACN ACN 

Etapas de        
clean-up 

Centrifugação, LTP, 
ultracentrifugação 

Centrifugação, C18 
bulk, LTP 

Centrifugação, C18 
bulk, LTP 

Centrifugação, C18 
bulk, LTP 

Centrifugação Centrifugação 

Etapa de           
concentração 

Não 
Evaporação a 45°C, 

sob fluxo de N2 

Evaporação a 45°C, 
sob fluxo de N2 

Evaporação a 45°C, 
sob fluxo de N2 

Não Não 

Separação cromatográfica 

Volume de injeção 2 µL 10 µL 10 µL 10 µL 2 µL 2 µL 

Coluna               
cromatográfica 

Agela Durashel RP (100 × 2.1 mm, 3 μm,150 Å) 

Fase móvel 
(A) 0,1% AF 

(B) ACN 0,1% AF 
(A) 0,1% AF, 5mM formiato de amônio 

(B) MeOH 0,1% AF, 5mM formiato de amônio 
(A) 0,1% AF 

(B) MeOH 0,1% AF 
(A) 0,1% AF 

(B) ACN 0,1% AF 
(A) 0,1% AF 

(B) ACN 0,1% AF 

Técnica             
instrumental 

LC-MS/MS LC-Q-TOF-MS LC-Q-TOF-MS LC-MS/MS LC-MS/MS LC-MS/MS 
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5.4 PREPARO DAS AMOSTRAS 

As metodologias desenvolvidas e validadas para o preparo das amostras buscaram o 

melhor desempenho possível, com menor custo e menor consumo de reagentes e tempo. 

Foram desenvolvidas metodologias que envolvem extração dos analitos com acetonitrila, que 

foi considerado o melhor escolha para todos os métodos, com ou sem adição de ácido 

fórmico, de acordo com cada caso. 

As etapas de clean-up testadas buscaram a utilização de equipamentos disponíveis no 

laboratório, como centrífugas, ultracentrífugas e freezers. Quando necessário, buscou-se 

utilizar C18 bulk para remoção de compostos que pudessem interferir na análise, ao invés de 

técnicas mais laboriosas e caras tais como SPE.  

A concentração dos analitos, quando necessária, foi realizada utilizando concentrador 

a 45°C e fluxo de N2. As técnicas utilizadas em cada metodologia são citadas na Tabela VI. 

5.5 PARÂMETROS DE DESEMPENHO DO MÉTODO QUANTITATIVO 

Os procedimentos de validação da metodologia analítica foram conduzidos de acordo 

com os critérios da Decisão da Comissão da União Europeia 2002/657/EC. Os principais 

parâmetros de validação estão descritos na Tabela VII. Apesar de produtos para alimentação 

animal não fazer parte do escopo da Diretiva, a mesma foi utilizada por ser considerada 

abrangente e robusta perante as outras legislações além de adequada para análise de resíduos 

em geral. Foram avaliados limite de detecção e quantificação, CCα e CCβ, especificidade, 

exatidão, linearidade, precisão (repetitividade e reprodutibilidade inter-dias) e recuperação, 

além da avaliação do efeito de matriz. Os procedimentos para validação estão descritos nas 

seções 3.6.1. 
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Tabela VII. Classificação dos métodos analíticos de acordo com as características de performance que devem ser determinadas, de acordo com a Diretiva EC/657/2002, 
da Comunidade Europeia 

 
Especificidade/ 

Seletividade 

Faixa de 

trabalho 

Limite de 

detecção 

Limite de 

quantificação 
Exatidão Precisão 

Precisão 

intermediária/ 

Robustez 

Recuperação 

Incerteza 

da 

medição 

Limite de 

decisão 

CCα 

Capacidade 

de detecção 

CCβ 

Método 

qualitativo 
+ + + - - - + - - - + 

Método 

quantitativo 
+ + + + + + + + + + + 
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5.6 PARÂMETROS DE DESEMPENHO DO MÉTODO QUALITATIVO 

Para a metodologia qualitativa, também foram utilizados os critérios preconizados 

pela Diretiva da Comissão da União Europeia 2002/657/EC. Os principais parâmetros 

aplicados estão citados na Tabela VII. Foram avaliados a capacidade de detecção (CCβ) e 

especificidade. 

5.7 RESULTADOS OBTIDOS DE ACORDO COM CADA METODOLOGIA 

5.7.1 Quantificação de resíduos de antimicrobianos em rações por LC-MS/MS 

5.7.1.1 Separação cromatográfica 

Os solventes utilizados para a fase móvel na separação cromatográfica dos 

compostos foram acetonitrila (ACN) e água ultrapura, ambos com o aditivo ácido fórmico 

na concentração 0,1% (1 mL de ácido fórmico para cada litro de solvente), para favorecer o 

processo de ionização por electrospray. 

Como fase estacionária, duas colunas diferentes foram avaliadas: Simmetry (Waters, 

100 mm × 4.6 mm, 5 μm) e Agella Durashell RP (100 mm × 2,1 mm, 5 μm), sendo a segunda 

a que gerou o melhor resultado, uma vez que possibilitou melhor separação num intervalo 

de tempo menor. 

O método cromatográfico compreendeu um tempo total de análise de 12 minutos, 

o que é muito interessante para análises de rotina, devido à necessidade de corridas 

eficientes e curtas, para maior disponibilidade do equipamento e, dessa forma, maior 

capacidade analítica.  

Os cromatogramas extraídos para alguns compostos, com adição de analito na 

concentração correspondentes ao nível de validação (NV) em “amostras brancas” de ração 
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são apresentados na Figura 23. Os cromatogramas de íon total obtidos no modo MRM para 

amostra de ração 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 ração, na concentração correspondente ao nível 
de validação: (1) sulfametoxazol – SMA, (2) enrofloxacino – ENRO, (3) oxitetraciclina – OTC, e padrões internos (4) sulfapiridina – SPY, (5) enrofloxacino-D5 - 

ENRO-D5 e (6) demeclociclina – DEMO.  
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Figura 24. Cromatograma de íon total obtido no modo MRM para uma amostra de ração branca (1) e para uma amostra de ração fortificada no nível de 
validação (2)
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5.7.1.2 Preparo das Amostras 

O metanol foi o solvente de escolha, baseado em métodos previamente 

publicados16, que indicam que extratos com acetonitrila apresentam maior sujidade quando 

comparadas com extratos obtidos com metanol. Geralmente, amostras de produtos 

destinados à alimentação animal, que são geralmente secas, passam inicialmente por uma 

etapa de hidratação. A fim de eliminar esta etapa, o extrator continua 30% de água 

ultrapura, visando a hidratação da amostra. 

Uma alíquota da solução de EDTA 150 mM foi adicionada à amostra antes do seu 

processamento, pois a presença de dois grupos cetona nas tetraciclinas torna estas 

moléculas capazes de sofrerem quelação por íons divalentes, como cálcio e magnésio, 

prejudicando a recuperação do analito13, 67.  

O ácido fórmico foi adicionado para melhorar a extração das fluorquinolonas, que 

possuem diferentes pKa, e são mais facilmente extraídos em pH mais baixo, promovendo a 

melhor solubilidade destas substâncias devido ao caráter anfótero e zwitteriônico68. 

As etapas de clean-up foram definidas de modo a serem simples, rápidas e baratas. 

A primeira etapa de centrifugação foi responsável pelo depósito de boa parte do material 

sólido que compunha a ração. Seguiu-se, então, com a etapa de congelamento, a fim de 

precipitar ainda mais material sólido, principalmente proteínas que ainda poderiam estar 

presentes no sobrenadante. Após isso, o sobrenadante foi separado do material sólido, e 

submetido a uma centrifugação (a 12000 rpm), para separação do material particulado mais 

fino. Após este passo, foi possível observar que o sobrenadante obtido era limpo. 

5.7.1.3 Parâmetros de validação 

O LQ definido para todos os compostos foi 75 ng g-1, considerado satisfatório para 

fins de fiscalização, uma vez que para os compostos de interesse ações devem ser tomadas 

para concentrações a partir de 180 ng g-1.Os valores calculados de CCα e CCβ foram 



84 
 

considerados satisfatórios, uma vez que não ultrapassaram 25% do nível de validação 

adotado. 

Na avaliação da seletividade foi possível observar a inexistência de qualquer 

interferente em qualquer um dos analitos, considerando-se seus tempos de retenção 

típicos. Dessa forma, o método foi considerado seletivo. Cromatogramas de uma amostra 

“branca” (1) e de uma amostra fortificada (2) são apresentados na Figura 24, onde pode ser 

verificado que não há interferência significativa dos compostos da matriz, pois não são 

observados picos cromatográficos consideráveis nos tempos de eluição dos compostos de 

interesse. 

Para todos os compostos, os valores de R² estavam acima de 0,95, que é um critério 

para aceitação e, portanto, a linearidade foi considerada satisfatório. Os valores para 

exatidão obtidos foram considerados satisfatórios de acordo com a Diretiva 2002/657/EC. 

Para repetitividade (precisão intradia), o desvio padrão relativo (RSD), para essa 

concentração, de acordo com a Diretiva 2002/657/EC, deve ser menor que 16%, o que foi 

atingido para todos os compostos. A precisão intermediária foi avaliada através da análise 

de dois lotes de amostras preparadas por dois diferentes analistas, sendo um dos lotes 

analisado mediante dois equipamentos diferentes. Os coeficiente de variação, de acordo 

com a 2002/657/EC não devem ultrapassar 23%. Os valores obtidos variaram entre 4,0% 

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

O efeito de matriz foi determinado pela razão das tangentes das curvas de calibração 

ou razão das inclinações (RI). O critério para aferição de que nenhum efeito de matriz foi 

observado é RI = 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 RI variaram 

de 1,15 (ácido nalidíxico) até 2,79 (difloxacino) e, portanto, havia efeito de matriz. Para 

minimizar o efeito, uma curva de calibração construída em matriz foi preparada para cada 

lote de amostras. 
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A recuperação foi calculada através da comparação dos resultados para amostras do 

tipo TS e amostras do tipo R. Apesar dos valores de recuperação serem baixos, eles foram 

considerados adequados, pois o método provou ser reprodutível (baixa variação para 

precisão interdia). Além disso, como a curva de calibração sempre será feita em matriz, os 

valores baixos de recuperação não têm maiores implicações para determinação 

quantitativa.  

Os valores para os parâmetros de validação são apresentados na Tabela VIII.
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Tabela VIII. Parâmetros avaliados e valores obtidos na validação da metodologia para quantificação de antimicrobianos em rações 

Composto 
LQ 
(ng g-1) 

Exatidão 
Precisão  
Intradia (CV %) 
(Repetitividade) 

Precisão 
Intermediária 
(CV %)  

Recuperação (%) 
Coeficiente de de 
determinação (R²) 

CCα 
(ng g-1) 

CCβ 
(ng g-1) 

OTC 75 +6,0 9,5 7,9 38,2 0,9717 233,1 266,2 

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 233,5 267,0 

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 5,4 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 5,9 46,8 0,9720 243,3 286,7 

TMP 75 +4,8 14,5 7,0 51,2 0,9801 250,0 300,1 
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5.7.2 Quantificação de resíduos de beta-lactâmicos em leite por LC-MS/MS 

5.7.2.1 Separação cromatográfica 

5.7.2.1.1 Condições cromatográficas de separação 

A separação cromatográfica baseou-se em metodologia previamente desenvolvida e 

validada para 6 dos 14 compostos de interesse no trabalho atual69. 

O gradiente para a separação foi o mesmo do trabalho anterior, mas melhores resultados 

foram obtidos utilizando-se metanol como solvente orgânico na fase móvel, no lugar da 

acetonitrila, principalmente para a amoxicilina. Dentre os analitos, a amoxicilina foi sempre 

apontada como o composto mais desafiador70. 

A acetonitrila é, geralmente, o solvente mais utilizado na separação cromatográfica por 

LC-MS/MS, mas, nesse caso, muitos dos compostos de interesse possuem substituintes 

ionizáveis. Assim, o metanol, por ser um solvente prótico e, portanto, possuir características mais 

desejáveis para a solvatação destes compostos, favoreceu o mecanismo de partição 

cromatográfico, o que foi observado devido à melhora do perfil do pico resultante. 

A coluna analítica utilizada foi, inicialmente, uma coluna polar (Synergy Phenomenex), 

porém para alguns analitos o resultado foi insatisfatório (amoxicilina, ampicilina, cefalexina, 

cefapirina, cefalônio, cefquinoma).  

A fim de avaliar qual seria o fenômeno que ocasionava tal resposta, um experimento de 

infusão pós-coluna dos analitos foi realizado, com injeção de solvente e extrato de amostra 

“branca”, para avaliar a possível supressão ou aumento do sinal dos analitos na presença dos 

coextrativos da amostra71. 

Através desse experimento, pode-se observar zonas de supressão iônica em duas sessões 

do cromatograma. Uma zona de supressão foi observada na faixa de tempo de retenção 

correspondente ao volume morto (em torno de 1 minuto), o que é esperado devido à eluição de 
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grande número de compostos presentes no leite que não interagem com a coluna, como 

açúcares, por exemplo. Outra zona de supressão pode ser vista no intervalo do tempo de 

retenção entre 6.7 a 6.8 minutos (Figura 25). Para os analitos cuja resposta é variável, nessa 

coluna os tempos de retenção são próximos a esta faixa de tempo (entre 6.4 a 6.8 minutos). A 

Figura 25 apresenta três cromatogramas sobrepostos: dois referentes ao experimento de infusão 

pós-coluna, correspondentes à injeção do solvente (linha pontilhada) e à injeção do extrato 

“branco” (linha contínua), além do cromatograma extraído no modo MRM para o analito CFX na 

mesma coluna. Pode se observar que o tempo de retenção do analito em questão era coincidente 

com um dos pontos de supressão ocasionados pelos interferentes da matriz. Dessa forma, 

conclui-se que na coluna em questão ocorria supressão iônica ocasionada pelos coextrativos da 

matriz em uma região onde ocorria a eluição dos analitos. Pelos motivos expostos, esta coluna 

foi considerada não adequada para separar os compostos de interesse e outra coluna foi 

avaliada. 

 

 

Figura 25. Cromatogramas sobrepostos para cefalexina para avaliação da supressão iônica. A linha preta 
representa a solução padrão de cefalexina em água no gradiente proposto, com a coluna Synergy. A linha cinza 
escura corresponde ao experimento de infusão pós-coluna para o extrato branco, e a linha cinza clara à infusão 

pós-coluna de solvente (água ultrapura).  
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A outra coluna avaliada foi a Agella Durashel RP (2.1 × 10 mm, 4.6 µm). Com esta coluna, 

todos os resultados foram considerados adequados para todos os analitos, pois não havia área 

de supressão correspondente ao tempo de eluição dos compostos de interesse, entre 9 a 12 

minutos. Alguns compostos coeluíram, mas isso não é um problema na análise por LC-MS/MS, 

uma vez que é possível a separação das diferentes transições nos diferentes canais. Os 

cromatogramas extraídos 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 influência, por exemplo, 

na área do pico, no tempo de retenção e na reprodutibilidade. Na metodologia previamente 

desenvolvida e validada, uma alíquota da fase orgânica do extrato era injetada no sistema de LC-

MS/MS, em que o solvente era acetonitrila. Na metodologia atual, após evaporação do solvente 

empregado na extração, o volume da amostra foi ajustado a 1,0 mL com acetonitrila. Entretanto, 

foi observado que para alguns analitos houve uma considerável variação do valor da área, 

principalmente para a amoxicilina. Experimentos foram realizados para avaliação do coeficiente 

de variação para um conjunto de injeções de uma mesma amostra (n = 20), com diferentes 

solventes finais no extrato: acetonitrila pura e água pura. A variabilidade da resposta para os 

analitos foi maior com a acetonitrila como solvente, sendo crítica para a cefalexina e o cefalônio, 

cujo coeficiente de variação (CV) foi 18 e 13%, respectivamente. Quando a composição do 

solvente presente foi 100% água, o CV não ultrapassou 6% para todos analitos. Assim, foi 

concluído que a água ultrapura propiciou o melhor resultado. Cromatogramas de todos os 

analitos com as transições quantitativas e confirmatórias são 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-lactâmicos na 

concentração correspondente ao LMR são 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 determinação de beta-lactâmicos 
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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-lactâmicos na concentração 

correspondente ao LMR (inferior) 
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5.7.2.2 Preparo das amostras 

O solvente de extração, acetonitrila, foi adicionado gradualmente nesta etapa, a fim de 

melhorar a precipitação das proteínas do leite69, mesmo motivo pelo qual as amostras foram 

agitadas entre as adições. 

Juntamente com a extração líquido-líquido (LLE), muitos autores adotaram uma etapa de 

limpeza do extrato (clean-up) para remover outros compostos interferentes, que também são 

extraídos pelo solvente orgânico como, por exemplo, a extração em fase sólida (SPE)2, 31, 72. Como 

a extração líquido-líquido diminui custos, tempo de análise e resíduos produzidos no processo de 

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

A metodologia previamente desenvolvida e publicada69, envolvendo um número menor 

de compostos, envolvia a extração líquido-líquido e uma etapa de salting out (que tinha por 

objetivo promover a passagem dos compostos de interesse da fase aquosa para a fase orgânica) 

para a extração e posterior determinação de seis antibióticos pertencentes à classe dos beta-

lactâmicos (penicilina G, penicilina V, oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina e ceftiofur). Entretanto, 

quando se avaliou a aplicabilidade da metodologia já 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, cefalônio, cefquinoma e cefoperazona, a resposta não era adequada. 

Através do coeficiente de partição octanol/água dos compostos (P), que informa a 

tendência de um soluto X se distribuir entre as fases formadas por octanol e água, pode-se 

encontrar uma possível explicação para o observado. Os valores são usualmente tabelados como 

log P. Quanto menor log P, mais hidrofílico 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 extração em acetonitrila, com exceção da CFAP (log P = -0,25), que não se 

alterou com adição de sal. A cefapirina é uma cefalosporina de primeira geração e possui poucos 

substituintes ionizáveis na molécula quando a comparamos às oximinocefalosporinas, como são 



93 
 

denominadas as cefalosporinas de 3ª e 4ª geração, por exemplo, a cefquinoma. Dessa forma, a 

partição para a acetonitrila pode ser facilitada, uma vez que aumenta o número de substituintes 

ionizáveis, aumentando a interação com a água e reduzindo a eficiência do salting out. 

Dessa forma, buscou-se desenvolver uma metodologia que utilizasse a LLE em adição a 

etapas de clean-up, que não ocasionasse perda dos analitos. Desenvolveu-se uma metodologia 

que consiste na LLE seguida de clean-up com C18 bulk e, posteriormente, purificação à baixa 

temperatura (LTP). 

A LTP busca alcançar, no menor tempo possível, uma temperatura baixa o suficiente para 

reduzir a solubilidade de material graxo e proteico presente no leite e que é coextraído, de forma 

que esses interferentes sejam removidos facilmente após centrifugação. Assim, a condição ótima 

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

Após essas etapas, a amostra foi concentrada, mediante evaporação com fluxo de N2 a 45 

°C, temperatura amena para evitar a degradação térmica dos analitos. A evaporação foi 

considerada satisfatória quando cerca de 0,5 mL do extrato permaneceu no tubo de evaporação. 

A esse volume, foi adicionada água ultrapura, até obter-se um volume final de 1,0 mL, sendo uma 

alíquota injetada diretamente no sistema LC-MS/MS. 

5.7.2.3 Parâmetros de validação 

Os valores de exatidão considerados aceitáveis, de acordo com a Diretiva 2002/657/EC, 

variam de acordo com a faixa de concentração dos compostos determinados, sendo 

considerados adequados valores de exatidão que variem entre – 30% a + 10% para faixas de 

concentração entre 1 µg kg-1 a 10 µg kg-1, ou de – 20% a + 10%, para concentrações iguais ou 

superiores a 10 µg kg-1. Os valores de exatidão obtidos foram considerados satisfatórios, uma vez 

que variaram de 92 a 110%.  

Para os valores de CCα e CCβ não há critério estabelecido. Para o parâmetro CCα, que é a 

probabilidade de a amostra analisada ser conforme, apesar de ter sido obtido um resultado não 

conforme (falso positivo), o valor máximo foi 22% do LMR, e pode ser considerado satisfatório. 
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Os valores de CV referentes à repetitividade não excederam 14,0 % e também foram 

considerados satisfatórios, já que, de acordo com a equação de Horwitz, os valores de 

repetitividade aceitáveis variam de 24,5% (LMR = 4 ng mL-1) a 15,1% (LMR = 100 ng mL-1). Já a 

precisão intermediária, de acordo com a Diretiva 2002/657/EC, é considerada satisfatória para 

valores na faixa de 36,7% (LMR = 4 ng mL-1) a 22,6% (LMR = 100 ng mL-1). Com respeito à 

linearidade, obteve-se r² > 0,95, satisfazendo o critério estabelecido. 

Os valores para todos os parâmetros estão citados na Tabela IX. 

Tabela IX. Valores encontrados para os parâmetros de validação do método de determinação de beta-lactâmicos 
na matriz leite 

Composto 
LMR 
(ng mL-1) 

LQ 
(ng mL-1) 

Exatidão 
(%) 

Repetitividade 
DPR (%) 

Recuperação 
(%) 

CCα CCβ R² 

PNG 4,0 1,0 -8,0 14,0 94 4,8 5,7 0,977 

AMP 4,0 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 5,1 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 58 122,5 144,9 0,992 

 

A estimativa do efeito de matriz (ME) e o cálculo da recuperação 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 supressão, dependendo do analito em questão. Já os valores de 

recuperação variaram entre 43 e 74%. Sendo assim, a construção da curva analítica em matriz é 

uma maneira adequada de minimizar tais efeitos, visando uma correta quantificação dos 

analitos. 
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Tabela X. Estimativa quantitativa do efeito de matriz e recuperação dos analitos na determinação de resíduos de beta-lactâmicos em leite bovino (n=3 para 
cada valor). 

 Composto PNG CFX AMP PNV AMX OXA NAFC CFAP CLX CFN DCX CFT CFQ CFOP 

TS 3,1 x 105 1,1 x 107 2,7 x 106 5,1 x 105 1,4 x 106 2,8 x 106 7,9 x 106 8,9 x 106 2,2 x 106 1,5 x 106 2,2 x 106 3,6 x 106 2,7 x 104 1,3 x 106 

R 5,3 x 105 6,2 x 106 1,1 x 106 5,7 x 105 9,9 x 105 3,3 x 106 9,9 x 106 7,9 x 106 2,5 x 106 1,2 x 106 2,6 x 106 3,0 x 106 2,6 x 104 1,3 x 106 

S 3,7 x 105 2,7 x 106 5,6 x 105 4,2 x 105 4,1 x 105 2,3 x 106 6,8 x 106 4,8 x 106 1,9 x 106 7,4 x 105 1,9 x 106 1,6 x 106 1,5 x 104 7,6 x 105 

Efeito de Matriz 71 -45 -59 12 -30 19 25 -11 18 -17 17 -16 -3 -4 

Recuperação 71 44 50 74 41 72 69 61 73 60 73 55 58 60 
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5.7.3 Quantificação de resíduos de macrolídeos e lincosamidas em músculo e leite por LC-
MS/MS 

5.7.3.1 Separação cromatográfica 

A condição da fase móvel foi estabelecida a partir de metodologia anteriormente 

desenvolvida para águas superficiais71, contemplando dois analitos da classe macrolídeos. 

A primeira fase móvel avaliada era composta por acetonitrila (ACN) e água ultrapura, ambos 

com o aditivo ácido fórmico na concentração 0,1% (v/v) (1 mL de ácido fórmico para cada 

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

A coluna utilizada foi escolhida a fim de reduzir o tempo de análise, importante em 

análises de rotina. Desta forma, utilizou-se a Agella Durashell RP (100 mm × 2,1 mm, 5 μm), 

por ter proporcionando bons resultados, também para outros analitos, além de ter 

dimensões menores o que resulta em menor tempo de análise. O resultado obtido com essa 

coluna foi considerado satisfatório, uma vez que o tempo de análise cromatográfica pode 

ser 12 minutos, com tempos de retenção dos analitos variando entre 6 e 8 minutos. Foi 

utilizada uma coluna de guarda Security Guard (Phenomenex) preenchida com C18 (4,0 × 

3.0 mm, 5 μm), a fim de preservar a coluna cromatográfica e aumentar sua vida útil.  

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

analitos. 
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Figura 28. Cromatogramas extraídos no modo MRM para os compostos fortificados no nível de 
concentração 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 íon total de todos os analitos fortificados em leite, na 
concentração 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 análise para determinação de beta-lactâmicos, nas 

amostras de leite, a adição do solvente de escolha, acetonitrila, foi realizada em três 

alíquotas, correspondentes a uma primeira de 2,0 mL e duas seguintes de 1,0 mL, para 

favorecer a precipitação das proteínas.  

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

empregado para promover a disrupção tecidual eficientemente. 

Novamente, para evitar clean-up por SPE, foi avaliada o impacto de pequenos 

volumes de injeção. Esta foi uma solução encontrada para diminuir a introdução de 

impurezas no sistema cromatográfico, que podem danificar a coluna cromatográfica, 

contaminar o analisador de massas e interferir na resposta cromatográfica, sendo um 

procedimento de baixo custo e prático. 

Para que se pudesse obter o menor efeito de matriz possível e a melhor resposta 

para os analitos, três diferentes volumes de injeção foram avaliados: 2,0, 5,0 e 10,0 µL. O 

CV das áreas dos compostos para diferentes volumes de injeção, em relação aos diferentes 

compostos e matrizes foi determinado (n=7). Com exceção do analito Tilmicosina (TLM) cujo 

resultado obtido foi levemente melhor com volume de injeção de 5,0 µL, para todos os 

demais compostos um menor CV foi encontrado e uma resposta satisfatória, com o volume 

de 2,0 µL, como pode ser observado na Figura 29. Sendo assim, nenhuma etapa adicional 

de clean-up do extrato foi necessária. 
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Figura 29. Coeficientes de variação obtidos para cada analito com três diferentes volumes de injeção: 2,0, 
5,0 e 10,0 µL (n=7). Para o analito LNC, o CV obtido foi de 25,4% no volume de injeção correspondente a 

10,0 µL. 

5.7.3.3 Parâmetros de validação  

Para definição da menor concentração detectável conforme requerido pela diretiva 

seguida, curvas de calibração preparadas a partir de solução de fortificação com 

concentrações mais baixas foram construídas, com concentrações que correspondiam a 6, 

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

O critério de linearidade para curvas de calibração construídas em matriz é R² > 0,95; 

todos os valores obtidos para as curvas em matriz foram superiores a 0,98. Para a análise 

confirmatória de amostras não-conformes para analitos cujos níveis de validação adotados 

foram abaixo do MRL estabelecido, as curvas de calibração foram construídas em amostras 

“brancas”. 

Os valores de CCα e CCβ foram determinados para cada analito em cada matriz e 

espécie. A especificidade foi avaliada e não foi observada interferência em nenhuma das 

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

estabelecidos63. 

A repetitividade, expressa como CV, para a faixa de concentração de trabalho, deve 

ser inferior a 16%63, o que foi alcançado nas três faixas de concentração e, portanto, 

considerada satisfatória. O método foi considerado reprodutível para a matriz leite e para 

a matriz músculo, pois os valores de CV foram inferiores a 23%, valor preconizado de acordo 

com a equação de Horwitz63. 

Os valores obtidos para cada um dos parâmetros de validação estão citados na 

Tabela XI. 
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Tabela XI. Parâmetros de validação para quantificação de macrolídeos e lincosamidas em leite bovino e músculo bovino, suíno e de aves 

Fármaco 

Leite Músculo 

LD LQ RSDr RSDR Exat Rec CCα CCβ LOD LOQ Repê Repro Exat Rec 
Bovino Aves Suíno 

CCα CCβ CCα CCβ CCα CCβ 

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 25,0 3,9 7,5 +6 80 114,0 127,9 120,5 141,0 11,9 123,9 

SPR 25,0 50,0 8,7 12,2 101 67 236,0 272,1 12,5 25,0 5,8 12,5 +10 79 120,9 141,9 137,5 175,3 135,5 171,0 
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 37,5 6,8 10,2 104 68 178,9 207,7 6,2 12,5 4,8 9,4 +4 74 60,8 71,6 62,3 74,7 58,2 66,3 

LNC 18,7 37,5 0,5 9,8 101 60 184,3 218,3 12,5 25,0 7,3 10,6 -35 107 117,0 134,0 123,5 146,9 122,3 144,6 

LD = limite de detecção 
LQ = limite de quantificação 
RSDr = desvio padrão relativo na repetitividade 
RSDR = desvio padrão relativo na reprodutibilidade 
EXAT = exatidão (%) 
REC = recuperação (%) 
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Pela comparação das tangentes das curvas de calibração (RI, razão das inclinações), 

avaliou-se o efeito de matriz. Como já citado, o critério utilizado para determinar o efeito de 

matriz é RI = 1,0 ± 0,1. Para a matriz leite e para os analitos eritromicina e tilosina, o RI foi 

próximo a 1,0, mas para os outros o RI foi acima do valor aceito (azitromicina, espiramicina, 

lincomicina, tilmicosina, clindamicina). Já para a matriz músculo, cuja avaliação do efeito de 

matriz foi conduzida com músculo bovino, as curvas de calibração em matriz e em solvente 

eram sobreponíveis, para os analitos tilosina, lincomicina e azitromicina; enquanto que para 

os analitos espiramicina, eritromicina, tilmicosina e clindamicina, os valores de RI não foram 

satisfatórios. Estes dados demonstraram que efetivamente as curvas de calibração devem ser 

construídas em matriz. 

O efeito da matriz músculo foi avaliado através de análise de variância, para amostras 

“brancas” fortificadas de modo a concentrações correspondentes ao LMR/NVA para cada uma 

das três espécies (n=6), calculada através da tangente da curva construída na matriz músculo 

bovino. Os valores do CV encontrados ficaram abaixo do valor máximo aceitável (CV = 23%) 

para a faixa de concentração em questão (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 possível construir uma única curva de calibração em 

matriz músculo para a determinação dos analitos em amostras pertencentes às três espécies 

animais. 

5.7.4 Determinação de resíduos de antimicrobianos em leite e músculo por LC-QTOF-MS – 
Método qualitativo 

5.7.4.1 Separação cromatográfica 

O metanol foi definido como fase móvel orgânica por levar a melhores formatos de 

pico que a acetonitrila para os beta-lactâmicos, conforme citado na seção 5.7.2.1. Em trabalho 

já publicado73, foi demonstrado que o metanol é o solvente mais adequado para a separação 

cromatográfica de compostos da classe das sulfonamidas. Para os demais analitos, o metanol 

na fase móvel não indicou interferência considerável no formato do pico. Assim, o metanol foi 

o solvente adotado como fase móvel, juntamente com a água. O ácido fórmico foi escolhido 

como aditivo para melhorar a resolução do pico e a sensibilidade. Além disso, o formiato de 
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amônio foi adicionado para melhorar o formato dos picos, uma vez que ele aumenta a força 

iônica74. 

A coluna analítica utilizada foi a Durashell RP (Agela Technologies, 100 × 2.1 mm, 3 µm, 

150 Å), já empregada em metodologia anteriormente validada75, 76. O método cromatográfico 

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 nível 

equivalente à concentração CCβ para diferentes compostos são apresentados na Figura 30. 
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Figura 30. Cromatogramas obtidos por LC-QTOF-MS extraídos para amostras “brancas” (A) e fortificadas em 
concentração equivalente ao CCβ (B) para: 1 – sulfametoxazol em leite bovino; 2 – enrofloxacino em músculo 

de peixe; 3 – trimetoprima em músculo suíno. 
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5.7.4.2 Preparo de amostras 

Uma vez que o método qualitativo de determinação de antimicrobianos em músculo 

e leite compreende analitos pertencentes à diferentes classes, com diferentes propriedades 

químicas, o preparo das amostras deve contemplar essas diferenças sem, entretanto, causar 

perdas consideráveis dos analitos das demais classes. 

Acetonitrila e metanol foram os solventes que proporcionaram os melhores resultados 

para análises multirresíduos em músculo, rim e leite, de acordo com trabalhos anteriores 13, 

77, 78. Além disso, o uso de acetonitrila para extração dos compostos de interesse tem algumas 

vantagens: diminui a indesejada coextração de lipídios, promove a precipitação das proteínas, 

produz extratos relativamente límpidos e pode extrair uma ampla variedade de compostos 

com diferentes polaridades79.  

Novamente, foi adicionada alíquota de solução de EDTA 150 mM para evitar a 

quelação das tetraciclinas por metais presentes na amostra13. 

Considerando que os beta-lactâmicos constituem o grupo de antimicrobianos com 

maior labilidade neste estudo, o procedimento de extração foi satisfatoriamente adaptado 

para extrair outras classes de antimicrobianos76. 

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

da amostra com C18 bulk e purificação à baixa temperatura. 

O solvente de extração foi modificado pela adição de ácido fórmico 0,1% (v/v) para 

facilitar a extração de quinolonas e fuorquinolonas68. Apesar da reatividade dos beta-

lactâmicos com ácidos, a baixa concentração de ácido fórmico não causou efeitos apreciáveis 

na extração dos compostos deste grupo.  

A evaporação das amostras e concentração dos analitos foi realizada a uma 

temperatura máxima de 45 °C a fim de evitar a degradação dos beta-lactâmicos. Pelo mesmo 

motivo, o processo de evaporação foi finalizado antes da completa secura dos extratos. Assim 

que 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 adaptações conforme descrito acima, foi 

aplicado a leite bovino e músculo de diferentes espécies (bovina, suína, aves, equina, pescado 

e camarão), levando a resultados similares e satisfatórios para todas as matrizes. 

5.7.4.3 Parâmetros de validação 

O método analítico foi validado seguindo-se os requerimentos para metodologias 

qualitativas (ou de screening) de acordo Decisão da Comissão da União Europeia 2002/657/EC 

e do MAPA63, 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 comparação dos parâmetros de validação 

definiu as vantagens e/ou limitações de cada sistema específico. Os parâmetros mais 

relevantes obtidos durante a validação são citados a seguir e apresentados na Tabela XII. 

Os valores obtidos para o parâmetro capacidade de detecção (CCβ) do método, que 

nesse estudo será considerada também o limite de detecção do método, foram considerados 

bons, uma vez que eles variaram de 10% do NVA (para ceftiofur, matriz músculo) a 50% do 

LMR. Para a maioria dos compostos, CCβ correspondente a 25% do LMR foi obtido. Em outras 

palavras, todos os analitos eram corretamente detectados em todas as matrizes em 

concentrações que correspondiam a, no mínimo, metade do limite máximo. Os valores de CCβ 

estão descritos na Tabela XII. 

Nenhuma interferência significativa pode ser observada na avaliação da 

especificidade, através da verificação da presença de interferentes nos tempos de retenção 

dos analitos de interesse. Dessa forma, foi concluído que o método apresenta especificidade 

satisfatória para todos os analitos em todas as matrizes de interesse. 
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Tabela XII. LMR/NVA para os analitos em leite e músculo (menor valor estabelecido para alguma das espécies) 
para cada analito e capacidade de detecção (CCβ) 

Analito Classe 
LMR em leite 

(ng mL-1) 

Capacidade de  
detecção (CCβ) 

(ng mL-1) 

LMR/NVA em 
músculo (ng g-1) 

Capacidade de  
detecção (CCβ) 

(ng g-1) 

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 
SQX 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 
OXO Quinolonas 20.0 5.0 20.0 5.0 

DANO Fluoroquinolonas 30.0 7.5 100.0 25.0 

TMP 
Inibidores da 
diidrofolato 

redutase 
50.0 12.5 50.0 12.5 

BMX Mucolítico 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-lactâmicos 4.0 1.0 50.0 25.0 
PNV beta- lactâmicos 4.0 1.0 50.0 25.0 
AMP beta- lactâmicos 4.0 1.0 50.0 25.0 
AMX beta- lactâmicos 4.0 1.0 - - 
OXA beta- lactâmicos 30.0 7.5 300.0 50.0 
CLX beta- lactâmicos 30.0 7.5 300.0 50.0 
DCX beta- lactâmicos 30.0 7.5 300.0 50.0 
CFT beta- lactâmicos 100.0 25.0 1000.0 50.0 
CFQ beta- lactâmicos 20.0 5.0 50.0 25.0 
CFAP beta- lactâmicos 60.0 15.0 50.0 25.0 
CFOP beta- lactâmicos 50.0 12.5 50.0 25.0 
CFN beta- lactâmicos 20.0 5.0 20.0 10.0 

NAFC beta- lactâmicos 30.0 7.5 300.0 50.0 
CFX beta- lactâmicos 100.0 25.0 200.0 50.0 
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5.8 ANÁLISE DE AMOSTRAS REAIS 

Entre abril de 2012 e abril de 2016, foram analisadas 1129 amostras de rações e 

ingredientes de ração, provenientes de indústrias no Brasil, para determinação da presença 

de resíduos de 24 antimicrobianos, pertencentes a diferentes classes: sulfonamidas, 

fluoroquinolonas, tetraciclinas e trimetoprima, utilizando-se a metodologia descrita neste 

trabalho. 

Em relação a amostras de músculo e leite, no período entre 2014 e 2015, 3833 

amostras reais foram analisadas, correspondendo a 2728 músculos das espécies bovino (n = 

677), suíno (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 propósito. Os 

dados referentes à incidência de amostras positivas foram compilados e serão apresentados 

nas próximas seções. 

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 presença do composto ceftiofur em amostra 

de leite, sendo a presença do analito confirmada e quantificada através do método 

quantitativo confirmatório de beta-lactâmicos 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 
análise de amostras reais para (1) amostra “branca”, (2) amostra “branca” fortificada no nível de concentração 

correspondente ao LMR e (3) amostra real. Em evidência, os valores de área para o ceftiofur nas amostras 
“branca”, controle e amostra real, sendo a última área maior. 
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Após a reanálise da amostra, em triplicata, pode-se confirmar que a amostra continha, 

de fato, concentração do ceftiofur acima do limite permitido, e acima do CCα (CCα = 120,3 ng 

mL-1. As concentrações encontradas da triplicata da amostra foram amostra 1 – 149,3 ng mL-

1 ; amostra 2 –  152,1 ng mL-1; amostra 3 – 130,9 ng mL-1; valor médio = 144,0 ng mL-1), estando, 

dessa forma, não-conforme. O cromatograma obtido na análise confirmatório através da 

metodologia de determinação de beta-lactâmicos em leite está apresentado na Figura 32. A 

curva de calibração obtida em matriz obtida nesta confirmação está apresentada na Figura 

33. 

 

 

Figura 32. Cromatograma obtido no modo MRM para amostra de leite contendo ceftiofur, obtida através da 
análise confirmatória para beta-lactâmicos 
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Figura 33. Curva de calibração em matriz obtida na determinação de ceftiofur em análise confirmatória de leite 
bovino 

5.8.2 Incidência de resíduos de antimicrobianos em amostras de alimentos destinados à 
nutrição animal 

No período entre 2012 e 2016, 1129 amostras de produtos destinados à nutrição 

animal foram analisadas para determinação de resíduos de antimicrobianos. Os produtos 

analisados foram rações, concentrados, núcleos e premixes, chamados aqui apenas rações. 

Entre essas amostras, para 130 delas o resultado foi positivo, ou seja, a concentração estava 

acima do LQ. Ao contrário dos alimentos, para os quais há LMR estabelecido, isto não existe 

para as rações; para estas  há apenas a adoção de um ponto de referência para ação (PRA), 

conforme mencionado anteriormente. Na Tabela XIII é citada a distribuição de amostras 

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

Ano Número de 
amostras 
analisadas 

Número de 
amostras positivas 

Porcentagem de 
amostras positivas 

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 número de alimentos destinados à nutrição animal analisado foram aqueles 

destinados às aves, seguidos por suínos, bovinos e equinos, como pode ser observado na 

Tabela XIV. Além disso, algumas amostras eram coletadas por Auditores Fiscais Federais 

Agropecuários que não especificavam na solicitação de análise à qual espécie animal se 

destinaria aquele produto; na Tabela XIV são denominadas como “não informadas”. A maior 

incidência de amostras positivas pertencia ao grupo de amostras cuja espécie não foi 

informada, seguido por suínos e aves. Nenhuma amostra positiva foi relatada em rações 

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

Espécie Período 
Número de 
amostras 

Amostras 
positivas 

Porcentagem 
de amostras 

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 

Suíno 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 

Não 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 são agrupadas de acordo com o tipo de produto: 

ração, suplemento, concentrado, núcleo e premix. A grande maioria de amostras recebidas 

foi de rações. O percentual de amostras positivas para resíduos de antimicrobianos, 

entretanto, foi maior entre premixes e suplementos, que foi em torno de 20%. 
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Tabela XV. Distribuição das amostras de acordo com o tipo de produto e ano em que foram analisadas 

Tipo de produto Período 
Número de 
amostras 

Amostras 
positivas 

Porcentagem 
de amostras 

positivas 

Rações 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 

Núcleos 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 rações, 12 deles foram ser 

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

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

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

amostras. As substâncias e o número de amostras em que foram detectadas estão citadas na 

Tabela XVI.  
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É interessante ressaltar que muitas amostras continham mais de um resíduo; em 30 

amostras foi possível identificar a presença de dois compostos, em cinco amostras foram 

detectados cinco antimicrobianos e em sete amostras, foram detectados quatro 

contaminantes diferentes. 

Tabela XVI. Compostos cujos resíduos foram detectados em amostras de produtos destinados a nutrição 
animal e número de amostras em que foram detectados 

Classe de 
antimicrobiano 

Compostos 
avaliados 

Número de resultados 
positivos 

Trimetoprima Trimetoprima 23 

Sulfonamidas Sulfaquinoxalina 17 

Sulfametazina 15 

Sulfaclorpiridazina 4 

Sulfametoxazol 1 

Tetraciclinas Oxitetraciclina 45 

Doxiciclina 45 

Clortetraciclina 16 

Tetracaclina 5 

Quinolona e  
Fluorquinolonas 

Norfloxacino 17 

Enrofloxacino 4 

Flumequina 1 
 

5.8.3 Incidência de resíduos de antimicrobianos em amostras de alimentos de origem 
animal – músculo e leite 

Durante os anos de 2014 e 2015, foram analisadas 3833 amostras de leite bovino e 

músculo, como parte do PNCRC. Essas corresponderam a 1105 amostras de leite bovino, 1150 

de músculo de aves, 761 de músculo suíno, 677 de músculo bovino, 9 de músculo equino e 

131 de músculo de peixes. Amostras positivas foram detectadas, confirmadas e os analitos 

quantificados nas matrizes leite bovino (0,73% de amostras positivas), músculo de aves 

(1,30%) e músculo de suíno (2,10%). Também foram encontrados resultados acima do LMR, 

considerados não-conformes, para três matrizes: três amostras não conformes para leite, 

quatro para músculo de ave e seis para músculo suíno, num total de 13 não-conformidades, 

totalizando 0,34% - amostras não-conformes. Estes resultados estão resumidos na Tabela XVII. 
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Tabela XVII. Total de amostras analisadas por matriz e espécie, número e porcentagem de amostras positivas e 
não-conformes (NC). 

Matriz e 
Espécie 

Total 
Número de 
amostras 
positivas 

Porcentagem 
de amostras 

positivas 

Número de 
amostras 

não-
conformes 

Porcentagem 
de amostras 

não-
conformes 

Músculo 
Peixes 

131 0 0 0 0 

Músculo 
Aves 

1150 15 1.30% 4 0.35% 

Músculo 
Suínos 

761 16 2.10% 6 0.79% 

Músculo 
Equinos 

9 0 0 0 0 

Músculo 
Bovinos 

677 0 0 0 0 

Leite 
Bovino 

1105 8 0.73% 3 0.27% 

Total 3833 39 1,02% 13 0,34% 

 

Em 2015, houve um aumento de aproximadamente 280% em relação ao número de 

amostras analisadas em 2014. Assim, é compreensível ter havido também um aumento no 

número de amostras positivas e não conformes. Contudo, é possível notar na Tabela XVIII que 

a porcentagem relativa de amostras positivas e não 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 não-conformes. 
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Tabela XVIII. Amostras analisadas por ano, matriz e espécie, número e porcentagem de amostras positivas e 
não-conformes (NC) detectadas. 

Matriz Ano 
Número de 
amostras 
analisadas 

Amostras 
positivas 

Porcentagem 
de amostras 

positivas 

Amostras 
não-

conformes 

Porcentagem 
de amostras 

não-
conformes 

Leite 
bovino 

2014 309 4 1,29% 1 0,32% 

2015 796 4 0,50% 2 0,25% 

Músculo 
de aves 

2014 237 7 2,95% 2 0,84% 

2015 913 8 0,88% 2 0,22% 

Músculo 
suíno 

2014 230 3 1,30% 2 0,87% 

2015 531 13 2,45% 4 0,75% 

Músculo 
bovino 

2014 160 0 0 0 0 

2015 517 0 0 0 0 

Músculo 
equino 

2014 3 0 0 0 0 

2015 6 0 0 0 0 

Músculo  
peixe 

2014 70 0 0 0 0 

2015 61 0 0 0 0 

Total 

2014 1009 14 1,39% 5 0,49% 

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 não-conformes. Estes resultados foram definidos 

após reanálise destas amostras em triplicado, segundo metodologia quantitativa 

confirmatória específica, quando a concentração calculada excedeu a concentração 

correspondente ao CCα. 

Os resultados não-conformes encontradas em 2014 e 2015 são citados na Tabela XIX, 

juntamente com a correspondente classe antimicrobiana, matriz e espécie animal onde este 

resíduo foi quantificado, LMR de referência e CCα. 

  



118 

 

Tabela XIX. Resultados não conformes, compostos, classes, matrizes, espécies, concentrações determinadas, 
LMR e CCα 

Composto Grupo 
Matriz/ 
Espécie 

Concentração 
encontrada 

(ng mL-1 ou µg 
Kg-1) 

LMR CCα 

Cloxacilina 
Beta-lactâmicos 

Leite/bovino 63,2 30,0 32,6 

Ceftiofur Leite/bovino 144,0 100,0 113,2 

Ciprofloxacino 
Fluorquinolonas 

Músculo/aves 635,3 100,0 117,3 

Enrofloxacino Músculo/suíno 161,0 100,0 124,0 

Oxitetraciclina 

Tetraciclinas 

Músculo/aves 241,7 200,0 214,0 

Doxiciclina Músculo/aves 874,7 100,0 135,0 

Doxiciclina Músculo/aves 402,0 100,0 135,0 

Doxiciclina Músculo/suíno 251,3 100,0 135,5 

Sulfametazina 
Sulfonamidas 

Músculo/suíno 131,0 100,0 117,8 

Sulfametazina Músculo/suíno 431,9 100,0 117,8 

Lincomicina 
Lincosamidas 

Músculo/suíno 144,6 100,0* 122,3 

Lincomicina Músculo/suíno 493,0 100,0* 122,3 

Tilmicosina Macrolídeos Leite/bovino 405,7 50,0 61,2 

*Valor corresponde ao Nível de Validação Adotado, uma vez que a legislação brasileira não prevê 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 I, os valores de referência LMR 

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

Este é o caso da lincomicina no músculo suíno, onde a concentração da mesma era 

duas vezes acima do LMR estabelecido pela União Europeia, que foi utilizado como referência. 

Estes resultados, embora não façam parte do escopo do PNCRC, foram relatados, e graças ao 

seu monitoramento e detecção, poderão ser submetidos para inclusão no programa de 

monitoramento.  

A lincomicina é usada para fins terapêuticos e para aumentar a taxa de conversão 

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 CCα em 

amostras de leite. A tilmicosina, que foi encontrada em concentração oito vezes maior que o 

nível seguro, é indicada para uso bovino e está disponível no mercado. A cloxacilina é incluída 

na formulação de vários produtos comerciais para o tratamento da mastite. O ceftiofur é 

também um composto β-lactâmico com grande utilização. 
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Para músculos de aves, amostras não conformes foram encontradas com respeito às 

concentrações de ciprofloxacina, oxitetraciclina (duas amostras não conformes) e doxiciclicina 

(dois resultados violados). A oxitetraciclina é utilizada em aves de corte, bovinos, coelhos, 

ovinos e suínos. Este composto foi, possivelmente, introduzido na alimentação ou na água, 

como profilático. 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 músculo suíno, os resíduos detectados em amostras não-conformes foram 

enrofloxacino, sulfametazina (em duas amostras), doxiciclicina e lincomicina (em duas 

amostras). O enrofloxacino, que é uma fluorquinolona, está presente em vários produtos 

registrados para tratamento suíno no Brasil, sendo usado no tratamento de infecções 

respiratórias e entéricas e há registro de associação com bromexina. A sulfametazina é uma 

sulfonamida que pode ser encontrada no Brasil em associação com vários compostos 

antimicrobianos.  

O maior número de amostras positivas e não-conformes deveu-se à presença de 

compostos da classe tetraciclinas. Das 39 amostras positivas, 20 corresponderam à presença 

de tetraciclinas e 4 das 13 amostras não-conformes foram relacionadas com esta classe de 

compostos. Estes resultados foram detectados em amostras de aves e suínos, conforme 

demonstrado na Tabela XX. 

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

Composto 

Amostras 

positivas: 

Aves 

Amostras 

NC:  

Aves 

Amostras 

positivas: 

Suínos 

Amostras 

NC: 

Suínos 

Total de 

amostras 

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 número restrito de amostras não-conformes traz segurança aos 

consumidores no que toca à presença 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 padrões internacionais em relação a resíduos dos compostos em estudo, o que é 

importante para a economia nacional, uma vez que a atividade pecuária é de suma 

importância para o país. 

5.8.4 Correlação de incidência de resíduos em rações e em músculo e leite 

Com respeito às amostras de ração, músculo e leite positivas e não-conformes, foi 

possível notar a predominância de amostras contendo resíduos de antibióticos da classe 

tetraciclinas sobre as demais classes. Esses compostos são antibióticos de amplo espectro, 

vastamente utilizados em medicina veterinária, bem como na humana. 

Entretanto, não é possível afirmar que a presença de resíduos destes antimicrobianos 

em rações é responsável pela existência destes compostos em produtos de origem animal. O 

mais provável é que o amplo uso de tetraciclinas em pecuária, seja através da adição destes 

em rações medicamentadas (que eventualmente possam contaminar rações que não 

deveriam conter fármacos), seja através da aplicação diretamente em animais para medidas 

terapêuticas, constitua-se como a fonte de proveniência dos antimicrobianos. 
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6 CONCLUSÃO 

Neste trabalho, apresentou-se os resultados do desenvolvimento e validação de 

quatro diferentes metodologias analíticas para determinação de antimicrobianos de diversas 

classes em amostras de alimentos de origem animal e rações por LC-MS/MS e por LC-QTOF. 

A metodologia para determinação de resíduos de antimicrobianos em amostras de 

produtos destinados à nutrição animal foi desenvolvida e validada de acordo com os limites 

estabelecidos pelo MAPA, possibilitando a análise de mais de mil amostras, com precisão e 

sensibilidade adequadas. 

As metodologias quantitativas para determinação de resíduos de beta-lactâmicos em 

leite bovino e para determinação de macrolídeos e lincosamidas em leite e músculo foram 

consideradas satisfatórias, uma vez que puderam ser utilizadas adequadamente como 

metodologias confirmatórias quando foi necessário. 

A metodologia qualitativa para determinação multiclasse de resíduos de 

antimicrobianos foi apropriada para análises de rotina em laboratório, mostrando-se prática, 

sensível e rápida, tendo sido empregada na análise de 3833 amostras entre 2014 e 2015. 

Esta última metodologia, em especial, representou um grande avanço a nível do 

Lanagro-RS e também em relação ao PNCRC, pois possibilitou que a capacidade operacional 

do laboratório fosse expandida, uma vez que todas as classes que já eram monitoradas 

separadamente passaram a ser monitoradas em conjunto, possibilitando o aumento no 

número de amostras analisadas, além da extensão do escopo do plano de monitoramento, 

com a inclusão de mais compostos em diferentes matrizes e espécies animais. Na matriz 

músculo suíno, por exemplo, o número de compostos monitorados pelo PNCRC era de 13 

contaminantes e, através da metodologia desenvolvida no presente trabalho, aumentou para 

45 resíduos. 

O principal desafio encontrado neste trabalho foi o desenvolvimento de 

procedimentos simples e eficientes de preparação das amostras de diferentes matrizes 

complexas, bem como analisar mediante um mesmo método compostos de diferentes classes 

de antimicrobianos. Por exemplo, o método qualitativo multirresíduos para músculo e leite e 

o método para determinação de antimicrobianos em rações, envolvendo compostos com 

ampla diversidade química. Esses desafios se mostraram ainda maiores considerando-se que 



122 

 

as metodologias desenvolvidas e validadas deveriam ser adequadas para análises de rotina e 

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

Através das metodologias desenvolvidas neste trabalho, 4512 amostras provenientes 

da Serviço de Inspeção Federal foram analisadas. Deste número, 1129 amostras de produtos 

destinados à nutrição animal foram avaliadas e algum resíduo 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 relação às amostras de alimentos de origem animal, 3833 amostras foram avaliadas 

e apenas 13 foram consideradas não-conformes, após reanálise em metodologia 

confirmatória específica. O percentual de amostras não-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 segurança no que toca aos níveis de segurança em relação aos resíduos de 

antimicrobianos, demonstra a importância de uma metodologia de triagem que seja capaz de 

separar a grande maioria das amostras, que são conformes, com sensibilidade, precisão e 

confiabilidade, como a desenvolvida neste trabalho. 

Os métodos descritos estão sendo empregandos em análises de rotina no LANAGRO-

RS, laboratório oficial do MAPA. 
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ANEXO I 

 

Parâmetros otimizados de espectrometria de massas 
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Tabela 1. Parâmetros de fragmentação por LC-MS/MS dos analitos da classe tetraciclinas, obtidos por ionização 
com eletrospray no modo positivo.  

Analito Ion Precursor 
[M+H]+ 

m/z 

Fragmento (íon 
filho) 
m/z 

Tempo de 
permanência 

(ms) 

DP (V) EP (V) CXP (V) CE (V) 

TETRACICLINAS 

OXI 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. Parâmetros de fragmentação por LC-MS/MS dos analitos bromexina, trimetoprima e da classe 
sulfonamidas, obtidos por ionização 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 

SDZ 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. Parâmetros de fragmentação por LC-MS/MS dos analitos das classes quinolonas e fluorquinolonas, 
obtidos por ionização com eletrospray no modo positivo.  

QUINOLONAS E FLUORQUINOLONAS 

FLU 262.3 244.2 25 126 10 21 36 

262.3 202.3 25 126 10 43 28 

NALID 233.2 215.2 25 100 10 21 30 

233.2 187 25 100 10 35 26 

OXO 262.1 244.2 25 66 10 23 24 

262.1 216 25 66 10 39 14 

CIPRO 332.1 288.2 25 211 10 25 32 

332.1 245.2 25 211 10 33 34 

ENRO 360.2 316.3 25 51 10 27 36 

360.2 245.2 25 51 10 37 26 

NOR 320.2 276.3 25 51 10 25 30 

320.2 233.2 25 51 10 33 26 

SARA 400.1 356 25 21 10 31 24 

400.1 299.3 25 21 10 39 30 

DIFLO 386.2 342.1 25 41 10 29 24 

386.2 299 25 36 10 37 30 

DANO 358.4 96.2 25 100 10 30 15 

358.4 340.3 25 100 10 30 15 
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Tabela 4. Parâmetros de fragmentação por LC-MS/MS dos analitos da classe beta-lactâmicos, obtidos por 
ionização com eletrospray no modo positivo.  

BETA-LACTÂMICOS 

PNG 335.1 159.9 25 96 10 17 18 

335.1 175.9 25 96 10 17 20 

CFX 348.2 174.1 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 

529.3 324.3 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. Parâmetros de fragmentação por LC-MS/MS dos analitos da classes macrolídeos e lincosamidas, 
obtidos por ionização com eletrospray no modo positivo.  

MACROLÍDEOS E LINCOSAMIDAS 

ERT 734 158.1 25 126 10 37 16 

734 576 25 126 10 23 22 

AZT 749.5 158.2 25 271 10 51 24 

749.5 116 25 271 10 61 14 

SPR 843 174 25 31 10 47 18 

843 101 25 31 10 51 22 

TIL 916 174 25 56 10 47 18 

916 101 25 56 10 59 22 

TLM 435.5 174 25 80 10 30 15 

435.5 143.3 25 80 10 26 15 

LNC 407 126 25 11 10 37 16 

407 359 25 11 10 23 14 

CLN 425.3 126.1 25 136 10 35 12 

425.3 377.3 25 151 10 23 40 
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Tabela 6. Parâmetros de fragmentação por LC-MS/MS dos padrões internos, obtidos por ionização com 
eletrospray no modo positivo.  

PADRÕES INTERNOS 

SPY 250.0 156.0  26 10 23 10 

ENRO-D5 365.0 321.0 25 51 10 27 34 

DTC 465.0 448.0 25 126 10 23 48 
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Tabela 7. Faixa de massas e tempo de retenção para cada analito na análise por LC-QTOF-MS 

Analito Faixa de massa (m/z) Tempo de retenção típico (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 

SQX 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 

OXO 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-LACTÂMICOS 

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 

CFOP 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 

MACROLÍDEOS 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 
(Continuação) Tabela 7. Faixa de massas e tempo de retenção para cada analito na análise por 

LC-QTOF-MS  

TLM 435,7839 - 435,7899 8,69 
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LNC 407,2186 - 407,2246 6,85 

CLN 425,1847 - 425,1907 8,81 

PADRÕES INTERNOS 

SPY 250,0620 – 250,0680 6,13 

ENRO-D5 365,2007 – 365,2067 7,62 

DEMO 465,1034 – 465,1094 7,92 

 


