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RESUMO

Este estudo descreve o desenvolvimento de um método para a determinacdo de
residuos de seis antibiéticos da classe dos ion6foros poliéteres (lasalocida,
maduramicina, monensina, narasina, salinomicina e senduramicina) em leite
empregando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM). A técnica de ionizacao
empregada foi o eletrospray (ESI) positivo, no modo de aquisicdo de monitoramento
de reacbes multiplas (MRM).

Diferentes experimentos de extracdo e purificacdo foram avaliados e 0s que
apresentaram melhores resultados foram os referentes ao método direto e ao
QUEChERS, ambos utilizando acetonitrila para precipitacdo das proteinas. O método
direto foi o escolhido para a avaliacdo das curvas analiticas em cinco niveis de
concentracdo e demonstrou responder de forma linear, nas faixas de concentracao
estudadas, para todos os analitos. As recuperacfes variaram de 57,8% a 112,8%,
com desvios padréo relativos de 2,6% a 12,1%.

Os valores estimados dos limites de deteccdo variaram de 0,015 pg/L para a
monensina a 0,16 pg/L para a maduramicina. Os limites de quantificacdo variaram
de 0,05 pg/L para a monensina a 0,53 pg/L para a maduramicina.

O método proposto devera ser aplicado para andlises de rotina ap6s a validacao,
permitindo a avaliagdo da conformidade de amostras de leite e contribuindo para

acOes de vigilancia sanitaria.

Palavras-chave: lonoforos poliéteres. Leite. CLAE — EM/EM.



ABSTRACT

This study describes the development of a method for residue determination of six
antibiotics of the polyether ionophore class (lasalocid, maduramicin monensin,
narasin, salinomycin and senduramicin) in milk using high-performance liquid
chromatography tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Electrospray positive
ionization (ESI) technique with Multiple Reaction Monitoring (MRM) acquisition mode
was used.

Different extraction and purification experiments were evaluated and the best results
were those related to the direct method and to the QUEChERS, both using
acetonitrile for protein precipitation. The direct method was chosen for the evaluation
of the analytical curves in five concentration levels and showed to be linear in the
studied concentration ranges for all the analytes. The recoveries varied from 57.8%
to 112.8%, with relative standard deviations from 2.6% to 12.1%.

The estimated detection limits were from 0.015 pg / L (monensin) to 0.16 pg / L
(maduramicin). Method quantification limits were from 0.05 pg / L (monensin) to 0.53
ug / L (maduramicin).

The proposed method shall be used for routine analysis, following validation,
enabling compliance assessment of milk samples and contributing to health

surveillance actions.

Key-works: polyether ionophores, milk, LC — MS/MS
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1 INTRODUCAO

1.1 A VIGILANCIA SANITARIA E O CONTROLE DE QUALIDADE

A protecdo da saude e as acbes de prevencao sédo de carater publico e néo
podem ser delegadas ao setor privado, uma premissa ideoldgica da construcédo do
Sistema Unico de Satde (SUS) e traduzida pelo dispositivo constitucional “Satde é
direito de todos e dever do Estado”. Um dos meios para o desempenho deste papel
constitucional é a Vigilancia Sanitaria, funcéo tipica do Estado, para a busca da
protecdo a saude (BRASIL, 2007).

De acordo com a definicdo de Vigilancia Sanitéria estabelecida na Lei n°
8.080, de 19 de setembro de 1990, que regulamenta o SUS, pode-se observar sob

responsabilidade dessa area um amplo conjunto de atribui¢cdes:

[...] um conjunto de ac¢des capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a
saude e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente,
da producéo e circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse
da saude (BRASIL, 1990).

Uma das acoes identificadas como sendo capaz de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude € o controle. O termo controle ndo se refere apenas ao
controle laboratorial, mas a regulamentacdo, ao registro, a inspecdo, ao
monitoramento, entre outros (SILVA, 2000).

Esse conjunto de acdes passou a ser de responsabilidade da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), criada através da lei n9.782, de 26 de
janeiro de 1999, vinculada ao Ministério da Saude e tendo como finalidade:

promover a protecdo da salde da populacdo, por intermédio do controle
sanitario da producdo e da comercializacdo de produtos e servicos
submetidos a vigilancia sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos,
dos insumos e das tecnologias a eles relacionados, bem como o controle de
portos, aeroportos e fronteiras (COSTA; ROZENFELD, 2000).

Esta lei também redefiniu o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, que é
composto, no plano federal, pela Anvisa e pelo Instituto Nacional de Controle de

Qualidade em Saude (INCQS), que é vinculado administrativamente a Fundacao
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Oswaldo Cruz (Fiocruz) e tecnicamente a Anvisa; no plano estadual pelos érgéos de
Vigilancia Sanitaria das Secretarias Estaduais de Saude e seus Laboratérios
Centrais de Saude Publica (Lacens); e pelos servicos de Vigilancia Sanitaria dos
municipios, vinculado ao Ministério da Saude (BRASIL, 2007).

A coordenacdo do Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria € exercida pela
Anvisa. O INCQS atua como 6rgao de referéncia nacional para controle da
qualidade de insumos, produtos, ambientes e servicos vinculados a vigilancia
sanitaria (BRASIL, 2007).

Os Lacens dos estados e o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) formam uma rede de sustentacdo as a¢des de vigilancia sanitéria. O
INCQS tem o papel de assessorar os Lacens sobre métodos analiticos, questdes
tecnolégicas e normativas. As atividades finalisticas do INCQS sao agrupadas em
quatro macroprocessos: analitico, de desenvolvimento tecnoldgico, cooperacao
técnica e ensino em saude (BRASIL, 2007).

O laboratorio é parte integrante da estrutura de vigilancia sanitaria e
instrumento imprescindivel para o controle sanitario de produtos para a saude,
atuando na produc¢éo da base cientifica e tecnoldgica e na execucdo das andlises de
controle de qualidade para a avaliacdo da conformidade de produtos. Com a
finalidade de assegurar a confiabilidade de seus resultados analiticos, essenciais as
acOes de vigilancia sanitaria, € necessaria uma estrutura laboratorial adequada,
inserida em um Sistema de Garantia da Qualidade, o que inclui, entre outros, a
disponibilidade de equipamentos modernos, métodos analiticos validados,
procedimentos operacionais, padrées de referéncia e pessoal técnico capacitado
(BRASIL, 2007).

1.2 RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS: REGULAMENTACAO E OS
PROGRAMAS DE MONITORAMENTO

De acordo com a Lei n° 9.782/99 (BRASIL, 1999a), cabe a Anvisa,
regulamentar, controlar e fiscalizar os produtos e servicos que envolvam risco a
saude publica. No Art. 8°, paragrafo 1°, inciso Il desta Lei € determinado o controle e

a fiscalizagdo sanitaria dos residuos de medicamentos veterinarios em alimentos,
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que podem configurar um risco a saude da populagéo, caso ndo sejam observadas
as boas préticas veterinéarias, seja em funcdo do ndo cumprimento dos periodos de
caréncia, do uso exagerado e/ou indevido, entre outros fatores.

E importante ressaltar que nem todos os medicamentos e substancias
guimicas as quais 0s animais ficam expostos deixam residuos perigosos a saude
humana e animal. Mesmo aqueles identificados como potencialmente nocivos,
somente permitem tal condicdo quando ultrapassam o valor de concentracéo
conhecido como limite de tolerancia, limite de seguranca ou limite maximo de
residuo (LMR) que o alimento pode conter. Entretanto, para algumas substancias
ndo é possivel estabelecer estes limites, uma vez que ndo ha concentracdo minima
que seja considerada ndo potencialmente nociva. Esses medicamentos séao
portanto, proibidos ao uso em animais produtores de géneros alimenticios, como, é
0 caso, por exemplo, do cloranfenicol (BRASIL, 1999b; UNIAO EUROPEIA, 1990).

Sendo assim, para proteger a saude humana dos efeitos adversos de
residuos de medicamentos veterinarios, agéncias reguladoras de cada pais
estabelecem os Limites Maximos de Residuos (LMRs) para as substancias
autorizadas em animais produtores de alimentos (D’ANGELINO; NUNES, 2007).

Estes limites sdo determinados a partir de apurados estudos toxicolégicos de
curto e médio prazo. Apos a conclusdo destes estudos, organizacdes internacionais
envolvidas com a saude publica analisam o0s resultados e, posteriormente,
recomendam os LMRs a diferentes substancias aprovadas a consideracdo dos
paises membros do Codex Alimentarius - Programa das Nacdes Unidas Sobre
Harmonizagdo de Normas Alimentares, gerenciado pela Organizacdo para
Alimentacéo e Agricultura (FAO) e Organizacao Mundial da Saude (OMS) (BRASIL,
1999Db).

O estabelecimento dos limites maximos de residuos (LMRs) de substancias
guimicas, no Brasil, é de competéncia do Ministério da Saude. Quando os LMRs ndo
estdo estabelecidos, sédo utilizados os valores harmonizados no ambito do
Mercosul, os recomendados pelo Codex Alimentarius, 0s constantes nas Diretivas
da Unido Européia e os utilizados pela Agéncia Reguladora de Medicamentos e
Alimentos dos Estados Unidos (Food and Drug Administration - FDA) (BRASIL,
1999Db).

A Anvisa, através da resolucdo RDC n° 253, de 16 de setembro de 2003,
criou o Programa de Andalise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
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Alimentos de Origem Animal (PAMVet), com o objetivo de operacionalizar sua
competéncia legal de controlar e fiscalizar residuos de medicamentos veterinarios
em alimentos (BRASIL, 2003).

Desde 1986, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
através da Portaria Ministerial n°® 51 (adequada pela Portaria Ministerial n°® 527, de
15 de agosto de 1995), mantém o Plano Nacional de Controle de Residuos em
Produtos de Origem Animal. Esse plano tem como fun¢éo a regulamentacéo basica,
o controle e a vigilancia e prevé a adocdo de Programas Setoriais para Carne
(PCRC), Mel (PCRM), Leite (PCRL) e Pescado (PCRP) (BRASIL, 1986, 1995,
1999D).

Cabe ao Ministério da Agricultura a responsabilidade pelas a¢des de controle
sanitario da producdo a distribuicdo dos produtos de origem animal e compete a
vigilancia sanitaria o controle no comércio atacadista e varejista (BRASIL, 2007).

E importante ressaltar que os iondforos poliéteres ainda nio foram
selecionados nos programas de monitoramento em leite implementados pela Anvisa

e pelo Ministério da Agricultura e Abastecimento.

1.3 NATUREZA E MECANISMO DE ACAO: IONOFOROS POLIETERES

Os ionoforos poliéteres sdo antibidticos, cujo primeiro representante da
classe, a monensina, foi descoberta em 1968. S&o acidos carboxilicos de cadeia
aberta consistindo de um arranjo de anéis contendo éteres heterociclicos. Seis
membros dessa familia: lasalocida, maduramicina, monensina, narasina,
salinomicina, e senduramicina (Figura 1) tornaram-se amplamente utilizados
(ELLIOTT; KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998).

Estas substéancias formam complexos estaveis com cations de metais
alcalinos. O envolvimento do grupo carboxilico ionizado ndo € sempre essencial
para a ligacdo metdlica. Todos os ionoforos poliéteres complexam cations
monovalentes, exceto a lasalocida, que além de atuar nos ions monovalentes pode

formar complexos com cations divalentes como Ca** e Mg**.
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Figura 1 - Estrutura dos antibioticos iono6foros poliéteres

OCHgs

(j/OCHB
OCH3 OH $

o CHs

Salinomicina Narasina

fonte: (ELLIOTT; KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998)

A formacdo de complexos metdlicos resulta em uma conformag¢do quase
ciclica devido a interacdo dos pares de elétrons (isolados) dos atomos de oxigénio
com os cations de metais, que se encontram no interior da cavidade da molécula,
estabilizando o aduto formado com a disperséo da carga (Figura 2) (Crotti et al.,
2006).

Figura 2 - Complexacéo de ions sédio pela monensina

fonte: (CROTTI et al., 2006)
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O principal mecanismo de acdo dos antibiéticos ionoforos, responsavel pela
melhoria da eficiéncia alimentar dos ruminantes, esta relacionado com as mudancas
na populacdo microbiana do rimen®, inibindo as bactérias gram-positivas, maiores
produtoras de acido acético, butirico e lactico, e selecionando as bactérias gram-
negativas, produtoras de acido propiénico, como mais resistentes. Os ionoforos, ao
se ligarem a membrana celular das bactérias e protozoarios, facilitam o movimento
dos cétions através da membrana celular provocando um aumento na concentracao
desses cations no interior da célula. Para manter o equilibrio osmatico ocorre a
migracao dos cétions para o meio extracelular através de um processo de consumo
de energia, levando a célula a exaustao (REIS et al., 2006; ROZZA, 2007).

Em funcdo da caracteristica de acdo bioldgica dos ionoforos sobre a
populacdo microbiana, alguns beneficios dessas substancias podem ser
destacados:

* 0 aumento da eficiéncia do metabolismo das bactérias ruminais, alterando a
proporcdo dos acidos graxos volateis produzidos no rumen e diminuindo a
producgéo de metano;

* a melhoria do metabolismo do nitrogénio pelas bactérias ruminais, diminuindo
a absorcdo de ambnia e aumentando a quantidade de proteina de origem
alimentar que chega ao intestino delgado;

e a diminuicdo das desordens resultantes da fermentacdo anormal no ramen,

como acidose, timpanismo e coccidiose (REIS et al., 2006).

1.4 DADOS FARMACOLOGICOS E TOXICOLOGICOS DOS IONOFOROS
POLIETERES

Os ionoforos poliéteres ndo sédo utilizados na medicina humana e sao

altamente toxicos para algumas espécies suscetiveis, como equinos. Ha4 também

1 . £ . . . A .
O ramen é o primeiro compartimento do estomago dos ruminantes.
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relatos de intoxicagdo por maduramicina, de seres humanos que apresentaram
polineuropatia com rabdomiélise? e insuficiéncia renal aguda (SPISSO et al., 2010a).

Esses antibidticos sdo agentes farmacologicos potentes, apresentando efeitos
cardiovasculares nos estudos experimentais com animais. A maior parte desses
efeitos foi caracterizada utilizando-se a monensina como representante de todo o
grupo. O principal efeito observado € um aumento do fluxo coronariano, associado a
dilatacdo coronariana (ELLIOTT; KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998). Estudos em
cdes mostraram que o limite para os efeitos farmacoldgicos da monensina sobre o
coracao foi de 0,345 mg/kg de peso corporal, em dose Unica (FAO; WHO, 2009b).

Estudos em animais tém mostrado que a lasalocida tem um efeito toxico ao
coracao semelhante a monensina (SOIL ASSOCIATION, 2004).

Uma avaliacdo dos registros médicos de funcionarios envolvidos na
fabricagdo de monensina de 1968 a 2001 n&o forneceu qualquer evidéncia de
doencas crbnicas que poderiam estar relacionadas com a exposicdo a monensina.
Entretanto, varios trabalhadores desenvolveram respostas alérgicas, incluindo
urticaria transitoria, inchaco da face ou da lingua, prurido, congestdo no peito e
aperto no peito, que se resolveram ap0s a retirada desses trabalhadores da area de
fabricacdo da monensina (FAO; WHO, 2009b).

Casos de exposicdo acidental de seres humanos a monensina estdo
relatados na literatura. Em um deles, um rapaz de 17 anos de idade ingeriu uma
quantidade desconhecida de monensina de so6dio e em outro caso, um rapaz de 16
anos consumiu aproximadamente 500 mg de monensina. Em ambos os casos, um
padrdo de toxicidade semelhante foi observado durante a overdose em espécies de
animais domésticos. A monensina provocou rabdomidlise, o que levou a insuficiéncia
renal aguda em ambos o0s pacientes e insuficiéncia cardiaca no rapaz de 16 anos de
idade. Ocorreu morte em ambos 0s casos apos 11 dias de consumo. Os alvos
primarios da overdose por monensina em humanos parecem ser 0S musculos
esqueléticos e o coragdo (FAO; WHO, 2009b).

Estudos de intoxicagdo experimental por monensina em bufalos e bovinos

demonstraram que a monensina € téxica para bufalos. A menor dosagem unica

’Rabdomiélise é definida como uma sindrome clinico-laboratorial que decorre da lise das células
musculares esqueléticas, com a libertacdo de substancias intracelulares para a circulagdo (ROSA et
al., 2005).
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capaz de causar a morte nesses animais foi de 5 mg/kg. Utilizando uma maior
dosagem unica de 15 mg/kg, o bufalo morreu em quatro dias e a principal lesdo
afetou a musculatura esquelética. Doses diarias menores que 15 mg/kg causaram
lesbes cardiacas mais evidentes que nos musculos esqueléticos. As lesdes de
necropsia foram mais acentuadas no miocéardio, especialmente nos ventriculos
esquerdo e direito e no septo interventricular. Os achados microscopicos da
intoxicacdo por monensina em bufalos ndo diferem dos observados na doenca em
bovinos e consistem principalmente de necrose de miécitos com presenca de
infiltrado macrofagico. Os bufalos sdo mais sensiveis a monensina que 0s bovinos
(ROZZA et al., 2007).

Um caso de intoxicacdo humana causada por inalacdo acidental de
salinomicina, com ingestdo de aproximadamente 1 mg/kg, resultou em uma
internacdo de seis semanas com rabdomiolise prolongada, dor e incapacidade.
Inicialmente o individuo apresentou quadro de sudorese e taquicardia,

provavelmente atribuido as propriedades da salinomicina (STORY; DOUBE, 2004).

1.5 UTILIZACAO DE IONOFOROS POLIETERES EM BOVINOS

Os ionoforos poliéteres, assim chamados por causa de sua propriedade
transportadora de ions (OLIVEIRA; ZANINE; SANTOS, 2005), sdo antibioticos que
seletivamente deprimem ou inibem o crescimento de microorganismos do rumen.
Essas substancias, que sao produtos da fermentacdo de varias espécies de
Streptomyces (GANDRA, 2009), foram inicialmente utilizadas como coccidiostaticos
para aves, mas a partir da década de 1970 comecaram a ser utilizadas na dieta de
ruminantes. Além da sua atividade anticoccidios, eles atuam como promotores de
crescimento, pois melhoram a eficiéncia alimentar e aumentam a taxa de ganho de
peso (SALMAN; PAZIANI; SOARES, 2006).

A coccidiose € uma enterite contagiosa causada por infec¢do pelo protozoario
Eimeria spp. Em bovinos, casos freqiientes ocorrem em animais de um a seis meses
de idade, mas em casos de debilidade, animais adultos também podem apresentar a
doenca. O principal sintoma € a diarréia, com fezes escuras, contendo muco e

sangue, com forte odor, e que se aderem a cauda dos animais. A transmisséo se da
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pela ingestdo de agua, alimentos infectados e lambedura de pelos contaminados
(MADUREIRA, 1999).

Os ionoforos poliéteres autorizados como aditivos antimicrobianos e
anticoccidianos no Brasil para uso na alimentacdo em bovinos de corte e vacas em
lactagcdo sé@o a lasalocida e a monensina sédica. A salinomicina sddica é autorizada
apenas para bovinos de corte. A lasalocida, monensina e a salinomicina sao
utilizadas para o aumento de ganho de peso e melhoria da eficiéncia alimentar. A
lasalocida e a monensina também sao utilizadas para o controle da coccidiose em
bovinos infectados por Eimeria bovis e Eimeria suernii (BRASIL, 2008).

A lasalocida sédica é comercializada na forma do aditivo Taurotec® e é
indicada para incrementar o ganho de peso, aumentar a producdo de leite e
melhorar a conversédo e a eficiéncia alimentar tanto de animais de corte como
leiteiros (ALPHARMA, 2010).

A salinomicina, nome comercial Posistac®, é indicada para aumentar a taxa
de ganho de peso e melhoria da eficiéncia alimentar apenas para bovinos de corte
(SINDAN, 2010).

A monensina sédica, nome comercial Rumensin®, é administrada para o
controle da coccidiose em bovinos por E. bovis e E. suernii e auxiliar na reducéo da
incidéncia e da severidade do timpanismo em bovinos de corte e leite. Sendo
utilizado exclusivamente para bovinos de corte como aditivo, ha também o produto
comercial Bovensin®, com indicacdes de melhoria de ganho de peso e da eficiéncia
alimentar (SINDAN, 2010).

1.6 OS RESIDUOS DE IONOFOROS POLIETERES EM LEITE: LIMITES
REGULATORIOS

A Comissdo do Codex Alimentarius, criada em 1963 para executar o
Programa Conjunto FAO/OMS de Normas Alimentares e desenvolver regulamentos,
normas e outros textos, como codigos de conduta, possui trés comités cientificos
internacionais independentes de especialistas na area de andlise de risco: JEMRA
(Grupo FAO/OMS de Especialistas em Avaliagcdo de Risco Microbiologico, JMPR
(Reunido Conjunta FAO/OMS de Especialistas sobre Residuos de Pesticidas) e o
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JECFA (Grupo FAO/OMS de Especialistas sobre Aditivos e Contaminantes)
(DUBUGRAS; PEREZ-GUTIERREZ, 2008).

O comité JECFA (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives and
Contaminants), formado em 1956, realiza avaliagbes de risco de toxinas
naturalmente presentes em alimentos, aditivos e contaminantes e residuos de
medicamentos veterinarios, para orientacdo de politicas e decisbes das duas
organizacbes e de seus paises membros (DUBUGRAS; PEREZ-GUTIERREZ,
2008).

Em 2008, o JECFA avaliou alguns iono6foros poliéteres no que diz respeito a
toxicidade, seguranca e estabelecimento de valores de ingestdo diaria admissivel
(IDA) e limites maximos de residuos (LMRs). Das diversas matrizes avaliadas
estabeleceu-se LMR para leite apenas para a substancia monensina: 2,0 ug/Kg
(FAO; WHO, 2009a).

Empresas produtoras de alimentos para animais podem no mesmo
estabelecimento fabricar uma grande variedade de alimentos para animais e
diversos produtos podem ser produzidos na mesma linha de produgdo, um apdés o
outro. Sendo assim, é possivel que residuos inevitaveis de um produto possam
permanecer na linha de producdo e se encontrar no inicio da producdo de outro
produto destinado a alimentagdo animal. A transferéncia de um contaminante de um
lote de produgdo para outro chama-se “contaminagédo cruzada”, podendo ocorrer
quando utilizam-se coccidiostaticos ou histomonostaticos® como aditivos autorizados
na alimentacdo animal. A “contaminacao cruzada” pode ocorrer em todas as fases
da producdo e tratamento dos alimentos para animais, bem como durante o
transporte e a armazenagem destes alimentos (UNIAO EUROPEIA, 2009).

A Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (European Food
Safety Authority, EFSA) emitiu diversos pareceres sobre 0s riscos para a sanidade
animal e a saude publica em consequéncia da contaminagéo cruzada inevitavel de
alimentos ndo visados para animais, por coccidiostaticos ou histomonostaticos
autorizados como aditivos para a alimentacdo animal. Estes estudos concluiram

qgue, nos niveis resultantes de uma contaminagcdo cruzada inevitavel, os residuos

*0Os coccidiostaticos e os histomonostaticos sdo substancias destinadas a matar ou inibir o
desenvolvimento de protozoarios (UNIAO EUROPEIA, 2009).
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presentes ndo eram suscetiveis de provocar efeitos nocivos para a saude animal e
para a saude dos consumidores (UNIAO EUROPEIA, 2009).

Considerando os pareceres da EFSA e das diferentes abordagens aplicadas
nos Estados—Membros com relacdo a contaminacao cruzada inevitavel, a Comissao
Europeia estabeleceu em 2009 limites maximos (tolerdncias) para a presenca de
alguns residuos de ionéforos poliéteres em géneros alimenticios, incluindo o leite
(UNIAO EUROPEIA, 2009). A Tabela 1 apresenta esses valores.

Tabela 1

Limites maximos (LMs) de alguns ionéforos poliéteres preconizados no regulamento (CE) n°
124/2009.

Limites maximos

Substancia Géneros alimenticios Ik
(ug/kg)

Lasalocida de sodio Leite 1
Narasina Leite 1
Salinomicina de sodio Géneros alimenticios de origem animal de espécies

gue ndo sejam frangos de engorda e coelhos de

engorda: 2

- outros géneros alimenticios
Senduramicina Géneros alimenticios de origem animal de espécies

gue nao sejam frangos de engorda 2
Maduramicina Géneros alimenticios de origem animal de espécies

gue ndo sejam frangos de engorda e perus. 2

fonte: (UNIAO EUROPEIA, 2009)

1.7 METODOS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE IONOFOROS
POLIETERES EM LEITE

A fim de atender as demandas das atuais legislacdes, métodos analiticos tém
sido desenvolvidos para a determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios
em alimentos (incluindo os iondforos poliéteres) como ferramenta principal para
assegurar que os produtos estejam enquadrados nas determinacdes legais. Para
garantir que os LMs/LMRs sejam respeitados, os métodos analiticos empregados

devem ser capazes de identificar de maneira inequivoca os residuos e quantifica-los
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em concentragcdes muito baixas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; RIZZATO
et al., 2008).

Segundo revisdo realizada por Elliott; Kennedy; Mccaughey (1998), o
desenvolvimento de métodos de triagem para a determinacdo de ionoforos
poliéteres em diversas matrizes tem se direcionado aos imunoinsaios, em detrimento
aos bioensaios. Um artigo recente para a determinagdo de monensina em amostras
ambientais reitera esta tendéncia (DOLLIVER et al., 2008). Entretanto, estes
meétodos podem produzir efeito matriz e reatividade cruzada com outras substancias
de estruturas quimicas semelhantes. A indisponibilidade de kits nacionais torna a
aquisicdo demorada e de custo elevado devido a necessidade de importacao.

Métodos quimicos tém sido utilizados para deteccdo de ionéforos poliéteres
em diversas matrizes. Métodos baseados na Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com detecgcao por ultra-violeta e por fluorescéncia tém sido empregadas
mas, necessitam de reac6es de derivatiza¢do para introduzir um grupo cromaoforo na
molécula, jA que a lasalocida é a Unica substancia que naturalmente apresenta
fluorescéncia. Comparando-se com as técnicas mencionadas, a Cromatografia
Liquida acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (CLAE-EM/EM) é mais
rapida e uma alternativa com melhor sensibilidade e seletividade, sendo possivel
identificar inequivocamente e quantificar tracos de residuos com niveis abaixo de
ug/kg (ELLIOTT; KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998; DAI; HERRMAN; TIMOTHY,
2010).

Varios métodos analiticos por CLAE-EM/EM tém sido utilizados para
determinar um ou mais residuos de ionéforos poliéteres em diferentes matrizes, tais
como ovos, tecidos e ragdes (SPISSO et al., 2010a; TKACIKOVA; KOZAROVA;
MATE, 2010; SHAO et al., 2009; VICENT et al., 2008; MORTIER; DAESELEIRE;
CARLOS, 2005; DUBOIS; PIERRET; DELAHAUT, 2004; ROKKA; PELTONEN,
2006; MATABUDUL et al., 2001). Entretanto, para a matriz leite, um levantamento
bibliografico na base de pesquisa SciFinder demonstrou ser muito escasso o0 numero
de publicacbes de métodos para determinacdo de residuos de ionéforos poliéteres
por CLAE-EM/EM. Até o momento, foram identificados apenas dois artigos sendo
gue de um deles foi possivel obter apenas o abstract, pois a publicacdo encontra-se
em chinés. O método foi desenvolvido para determinacdo dos ionoforos poliéteres
lasalocida, monensina, nigericina, salinomicina, maduramicina e narasina em leite e

se baseia na extracdo com acetonitrila, seguida por etapa de purificagdo com
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extracdo por fase solida utilizando cartucho polimérico Oasis HLB (divinilbenzeno e
N-vinilpirrolidona). A faixa avaliada foi de 0,5-100,0 pg/kg. A recuperacgéo em trés
niveis de concentracao diferentes, 0,5, 10 e 20 pg/kg, variou de 74,0 a 98,5% com
desvios padrao relativos de 4,8% a 17,2% (BO et al., 2009).

O outro artigo identificado apresentou uma avaliagdo comparativa de dois
sistemas diferentes de deteccéo por espectrometria de massas, o triplo quadrupolo -
LC/QQQ e o ion trap linear - LC/LIT, para a quantificacdo de monensina sodica em
racdo e leite. As amostras de leite foram processadas pelo método de QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), com precipitacdo das proteinas do
leite com acetonitrila acidificada, adicdo de sulfato de magnésio e acetato de sédio.
Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography), com uma coluna C18, sistema de eluicéo isocratico e fase movel
composta de metanol a 90% contendo 0,1% de &cido formico. O modo de ionizacao
empregado foi o eletrospray positivo, com aquisicdo por Monitoramento de Reacdes
Multiplas (MRM). O método foi avaliado na faixa de 1 a 250 ng/mL. Na avaliacédo
inter-dia, a recuperacéo nos trés niveis de concentragdo 10 ng/g, 100 ng/g e 1000
ng/g variou de 72% a 91%, com desvios padrao relativos de 3% a 5% para a técnica
de deteccdo por espectrometria de massas sequencial (DAlI; HERRMAN; TIMOTHY,
2010). E importante destacar que este método foi desenvolvido apenas para um

analito, a monensina.

1.8 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
SEQUENCIAL (CLAE-EM/EM)

A cromatografia liqguida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica utilizada
amplamente para separar e determinar componentes de uma grande variedade de
materiais organicos, inorganicos e bioldgicos, através da diferenca de afinidade que
estas apresentam em relacdo a fase mével e a fase estacionaria. A fase movel é um
solvente liquido, onde se utilizam pressfes elevadas para forcar a passagem do
solvente através de colunas fechadas que contém particulas muito finas (fase
estacionaria), capazes de proporcionar separagfes com alta resolucdo. Existem
varios tipos de cromatografia liquida de alta eficiéncia e geralmente sdo definidos
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pelo tipo de fase estacionaria ou pelo mecanismo de separacdo, podendo ser:
adsorcdo ou cromatografia liquido-sélido, particdo ou cromatografia liquido-liquido,
troca ibnica ou cromatografia de ions, cromatografia por exclusdo, cromatografia por
afinidade e cromatografia quiral (HARRIS, 2008; SKOOG et al., 2008).

A combinagdo da CLAE com diferentes modos de detecgdo possibilita a
andlise qualitativa e quantitativa de um grande numero de compostos. As técnicas
de deteccdo mais utilizadas sao a fluorescéncia, espectrofotometria UV-visivel, e a
espectrometria de massas (EM) (PERES; AIROLDI; REYES, 2007).

O emprego da cromatografia acoplada a espectrometria de massas mostra-se
vantajoso, uma vez que € possivel obter uma grande quantidade de informacéo
estrutural a respeito do analito, assegurando assim a sua identificacdo com maior
confianca do que quando ela é realizada apenas com base nas caracteristicas de
retencdo das substancias analisadas, como ocorrem nas outras técnicas de
deteccdo cromatogréficas. Além disso, quando existem compostos que ndo podem
ser totalmente separados pela técnica cromatografica empregada, com a
espectrometria de massas sequencial € possivel detecta-los individualmente, desde
gue possuam diferentes massas molares ou gerem diferentes espectros de massas
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

A técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (CLAE-EM/EM) se destaca devido a sua alta especificidade analitica
quando se utiliza o modo Multiple Reaction Monitoring (MRM). Neste modo, os
analisadores de massas do primeiro quadrupolo (Q1) e do terceiro quadrupolo (Q3),
selecionam os ions precursor e produto, respectivamente, definindo uma transicéo
de massa (m) /carga (z) especifica. O segundo quadrupolo (Q2) funciona como uma
célula de colisdo, onde os ions precursores selecionados no primeiro quadrupolo
(Q1), de acordo com as relagdes m/z, sdo fragmentados por dissociagao induzida
por colisdo (CID), apds colisdes com um gas inerte sob uma energia especifica. A
figura 3 ilustra o sistema de espectrometria de massas do tipo triplo quadrupolo. O
detector deve ser otimizado para o experimento (MRM), selecionando mais de uma
transicAo para o mesmo ion precursor, gerando um método confirmatorio. O
emprego desta técnica fornece informacgdes referentes as transices monitoradas, a
retencdo do composto na coluna e ao sinal proporcional a concentracdo do analito,
tornando possivel atingir niveis de confiabilidade e sensibilidade, de acordo com os

LMRs estabelecidos. Considerando que o detector de espectrometria de massas
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sequencial (CLAE-EM/EM) é um filtro de massas sequencial e que o sinal de uma
determinada substancia € monitorado pelo par de ions precursor/produto, pode-se
em uma Uunica corrida cromatografica detectar varios compostos (APPLIED
BIOSYSTEMS, 2003; MARTINS JUNIOR et al., 2006).

O monitoramento de pelo menos duas transicbes (par de ions
precursor/produto) para cada substancia confere ao método analitico o nimero
minimo de pontos de identificacdo (IPS) necesséarios para a confirmacdo de
substancias proibidas por espectrometria de massas sequencial de baixa resolucao,
conforme os critérios descritos na Decis&o 2002/657/EC (UNIAO EUROPEIA, 2002).

Figura 3 - Representacdo esquematica de um sistema de espectrometria de massas do tipo triplo
quadrupolo
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Fonte: (MARTINS JUNIOR et al., 2006)

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medicdo, como por exemplo, na competicio do processo de
lonizacao; estes interferentes podem reduzir ou aumentar o sinal, e a magnitude
deste efeito pode depender da concentragdo. Segundo a IUPAC, esta interferéncia é
chamada de efeito de matriz. O FDA recomenda que seja avaliado o efeito de matriz
quando se utilliza a cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a
espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM) (IUPAC, 1997; INMETRO,
2010; JESUS, 2007; RIZZATO et al., 2008).

Diferentes procedimentos de limpeza e extracdo da amostra podem ser
utilizados a fim de minimizar o efeito de matriz. Como ela normalmente ocorre no

inicio da corrida cromatografica, causada por componentes polares e néo retidos, 0
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emprego de um gradiente cromatografico para promover a separacdo dos analitos
da matriz geralmente é eficiente (CARASEK; MARTENDAL; BUDZIAK, 2010;
JESUS, 2007).

O efeito de matriz na CLAE-EM/EM pode ser avaliado adicionando-se o
analito a uma amostra branca e comparando-se a razao sinal-ruido (area ou altura
do pico) obtido pelo método com o analito adicionado ao solvente puro. Quando ndo
se tem disponivel uma matriz branca pode-se realizar a comparacao adicionando-se
um padrdo interno marcado isotopicamente a amostra e ao solvente puro (RIZZATO
et al., 2008).

Sendo assim, antes da analise instrumental, o preparo de amostras é uma
etapa essencial para estabelecer um método cromatografico sensivel e seletivo
destinado a analise de tracos em matrizes complexas (DIONISIO et al., 2010). Esse
preparo deve reduzir preferencialmente somente as substancias interferentes e
preservar os analitos de interesse. Com a finalidade de verificar a eficiéncia dos
processos de extracao/purificacdo de um metodo analitico normalmente calcula-se a
recuperacdo. Este parametro é avaliado a partir da comparacdo de resultados
analiticos de amostras brancas adicionadas dos analitos no inicio do processo com
os resultados analiticos de amostras brancas fortificadas com os analitos no final do
processo de extracao/purificagdo, conforme a Equacéo 1.

Resultado amostra fortificada no inicio
Recuperacéo (%) = X 100 (Equac&o 1)

Resultado amostra fortificada no final

1.9 DEFINICAO DA MATRIZ DE ANALISE: LEITE

O leite é um alimento de origem animal acessivel a populacdo brasileira que
possui elevado valor nutritivo, pois € fonte de proteinas, vitaminas, gorduras,
carboidratos e sais minerais, fundamentais a satde humana.

Segundo o relatério da Pesquisa de Orcamentos Familiares (IBGE/POF,
2008/2009), a classe leites e derivados constitui-se no segundo maior gasto com a
alimentacdo na area urbana, com 11,0%, e na area rural, ocupa o terceiro lugar, com
8,7% (IBGE, 2010).
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Esses dados expressivos de consumo, aliados a sua importancia na
alimentacdo de grupos populacionais de maior risco, como idosos e criangas,

definiram a escolha do leite bovino como matriz de andalise.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um método para determinacdo de residuos de antibidticos
iondforos poliéteres em leite, empregando a técnica de cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (CLAE-EM/EM) visando
contribuir para as ac¢des de Vigilancia Sanitaria.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Estudar técnicas de extracdo/purificacdo adequadas a determinagdo por
CLAE-EM/EM.

e Selecionar as condi¢cdes analiticas adequadas para a deteccdo e a
quantificacdo dos ionéforos poliéteres por CLAE-EM/EM.



3 METODOLOGIA

Os iondforos selecionados foram: lasalocida, maduramicina, monensina,
narasina, salinomicina e senduramicina. A nigericina foi utilizada como candidata a
padrao interno e controle individual do processo (surrogate).

Foram utilizadas as condicbes cromatogréaficas e espectrométricas descritas

por Spisso et al. (2010a).

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Vidrarias

a) balbes volumétricos de 10 mL classe A, calibrados, com incerteza maxima de
0,02 mL a 20 °C;

b) baldes volumétricos de volumes variados, incluindo 100 mL, 250 mL, 500 mL;

c) pesa-filtros;

d) navetas de vidro;

e) bécheres de volumes variados;

f) tubos de centrifuga tipo Falcon de polipropileno com fundo cénico, capacidade 50
mL, com tampa,

g) provetas de volumes variados, incluindo 50 mL, 250 mL;

h) micropipetas de volume variavel calibradas de 2-20 pL, 10-100 pL, 50-250 pL,
100-1000 pL, 500-5000 pL com ponteiras descartaveis de polipropileno (Eppendorf,
EUA);

I) dispensadores de solventes 1-10 mL (Eppendorf, EUA);

K) pipetas Pasteur;

l) espatulas de aco inox;

m) frascos de vidro ambar de 5 mL com rosca;

n) microtubos tipo Eppendorf 1,5 mL incolores ou coloridos (Eppendorf, EUA);

0) vials ambar de 1,5 mL para autoamostrador (Sun Sri, EUA);
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p) cartuchos de extracdo por fase soélida Silica; 500 mg, (J. T. Baker, EUA).

3.1.2 Padrdes

a) nigericina sodica - NIG (Sigma-Aldrich, EUA);

b) narasina A - NAR (Sigma-Aldrich, EUA);

c) salinomicina - SAL (Sigma-Aldrich, EUA);

d) lasalocida A sédica - LAS (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);

e) maduramicina a de amonio - MAD (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);

f) monensina A sddica hidratada - MON (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);
g) senduramicina sédica - SEN (Phibro Animal Health, EUA).

3.1.3 Reagentes e solventes

a) acido formico (FOA) 98-100% (Merck, Alemanha);

b) acetonitrila (ACN) para cromatografia liquida LC/MS (Merck, Alemanha);

c) acetonitrila (ACN) para cromatografia liquida (Merck, Alemanha);

d) metanol (MeOH) para cromatografia liquida ou para cromatografia UV/CLAE (J. T.
Baker, EUA);

e) agua purificada adequada para uso no ensaio;

f) acetato de sodio (NaOAc) anidro com pureza igual ou superior a 99% (Merck,
Alemanha);

g) acetato de sddio (NaOAc) ultra puro com pureza de 99,9% (Merck, Alemanha);

h) sulfato de magnésio (MgS0,) heptahidratado (Vetec, Brasil);

i) sulfato de sédio (Na,SO,) anidro para analise organica de tracos (Merck,

Alemanha).
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3.1.4 Equipamentos e acessorios

a) sistema CLAE-EM/EM composto de Cromatografo a Liquido de Alta Eficiéncia
Shimadzu Prominence (Japdo) e espectrometro de massas sequencial API5000
Applied Biosystems/MDS Sciex (EUA), com interface Turbolonspray®. O software
Analyst” 1.4.2 foi empregado para controle do sistema, aquisicdo e analise dos
dados. A configuracdo do cromatografo a liquido compreende uma bomba
quaternaria LC-20AD, um degaseificador de membrana DGU-20A5, um
autoamostrador SIL-20AC, um forno de coluna CTO-20AC e uma controladora CBM-
20A;

b) coluna cromatografica ACE C18 (2,1 x 50 mm, 3 um de tamanho de particula);

c) coluna de guarda ACE C18;

d) balanca semi-micro com resolucéo de 0,00001 g (Metler Toledo, Suica);

e) balanca analitica LP 620P (Sartorius, Alemanha);

f) mdédulo de aquecimento/agitagdo com unidade de evaporacdo com nitrogénio
React-Therm Il (Pierce, EUA);

g) modulo de evaporacédo Reacti-Vap Il (Pierce, EUA);

h) termdmetro de imerséo parcial que compreenda a faixa de 40-55 °C, com divisao
maxima de escala de 2 °C, para modulo de aquecimento (Pierce, EUA);

i) centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf, EUA);

j) agitador de tubos tipo vortex (MARCONI, Brasil);

k) conjunto de manifold de extracdo por fase sélida com torneiras, agulhas e bomba
de vacuo (Alltech, EUA);

l) freezer de temperatura ultra-baixa CL374-80V (ColdLab, Brasil);

m) refrigerador — compartimento de refrigeracdo ou de congelamento;

n) capela de exaustao;

0) sistema de obtencéo de agua purificada tipo I, Milli-Q (Millipore, EUA).
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3.2 PROCEDIMENTOS

3.2.1 Condic¢bes cromatograficas e espectrométricas

a) fase movel A: 0,1% v/v de acido formico em agua;

b) fase movel B: 0,1% v/v de acido formico em acetonitrila;
c) fase movel C: 0,1% v/v de acido formico em metanol;

d) fluxo total da fase mével: 0,3 mL/min;

e) temperatura do forno: 35 C;

f) programacéo de eluicdo gradiente (Tabela 2);

Tabela 2
Programa de eluicdo do gradiente
Tempo (min) % A %B %C
0 93 7 0
4,00 20 80 0
4,10 5 95 0
6,00 0 100 0
8,00 0 100 0
8,50 0 0 100
11,50 0 0 100
12,00 93 7 0
18,00 93 7 0

fonte: (SPISSO et al., 2010a)

g) tempo total de corrida: 18 min;
h) programacéo do autoamostrador:
* volume de rinsagem:1000 pL;
» profundidade da agulha: 52 mm;
» velocidade de rinsagem: 35 pL/s;
» velocidade de amostragem: 5,0 pL/s;
* tempo de purga: 25,0 min;
» tempo de imersao na rinsagem: 10 s;

* modo de rinsagem: antes e ap0s aspiracao;
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* habilitacdo do sistema de resfriamento: sim;
* temperatura do sistema de resfriamento: 4 °C;
» controle de profundidade da agulha no vial: 45 mm,;
 meétodo de bombeamento: rinsar bomba e portico entre andlises (“Rinse
Pump And Port Between Analysis”);
* tempo de rinsagem: 4 s.
i) interface: eletrospray;
j) modo: MRM positivo;
K) gas de cortina (Curtain gas): N valor 10;
l) gas de nebulizacdo (GS1): N, valor 55;
m) gas de secagem (GS2): N, valor 55;
n) voltagem do ionspray (1S): 4500 V;
0) voltagem do potencial de entrada (EP): 10 V;
p) voltagem do detector (CEM): 2200 V;,
q) voltagem do defletor (DF): -100 V;
r) temperatura da fonte TurbolonSpray: 600 T;
s) gas de colisdo (CAD gas): N, valor 10;
t) dwell time variavel, conforme Tabela 3; MR pause= 5 ms;

u) tempo de aquisi¢cao: 18 min.



Tabela 3

Condicdes analiticas do sistema CLAE-EM/EM para a determinacdo de ionéforos poliéteres

Tempo de

Massa

fon

fon

Substancia retencéo molecular®  precursor’  produto Dwell  pps ot oxps
(min) (Da) (miz) mizy (M
377,30 49 30
LAS A 7,96 a 8,12 590,38 613,27 595,40 20 316 39 14
577,20 45 20
877,50 45 32
MAD a 9,09 a 9,32 916,54 939,56 895,50 20 301 65 32
859,50 81 30
675,30 51 24
MON A 8,59 a 8,80 670,43 693,39 479,30 25 341 69 18
461,20 67 32
431,20 73 34
NAR A 8,84 a 9,07 764,51 787,44 531,30 25 341 63 20
403,30 83 16
703,40 75 26
NIG 9,49 a 9,76 724,47 747,49 729,40 25 341 55 24
501,30 77 18
431,10 67 32
SAL A 8,43 a 8,65 750,49 773,48 531,20 20 346 61 20
265,20 71 22
833,40 39 20
SEN 7,99 a 8,16 872,51 895,47 705,40 20 246 81 18
851,50 51 26

39

' Massa molecular do acido ou da base livre, considerando as massas atdmicas exatas dos

is6topos mais abundantes.  fon precursor para LAS A, MAD o, MON A, NAR A, NIG, SAL e SEN
= [M+Na]"; ® Declustering Potential (V); * Collision Energy (eV); ° Collision Exit Potential (V).

fonte: (adaptado de SPISSO at al., 2010a)

3.2.2 Solucgdes padréo

3.2.2.1 Solucbes padrdo em metanol para fortificacdo no inicio do procedimento

a) solucdo de nigericina (padrao interno) a 0,6 pg/mL em metanol — POM;
b) solucdo dos analitos alvo a 0,04 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,02 pg/mL
para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,6 ug/mL em metanol, equivalente
a 0,5 LM/LMR - P1M;
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c) solucao dos analitos alvo a 0,08 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,04 pg/mL
para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,6 pg/mL em metanol, equivalente
alLM/LMR - P2M;

d) solucéo dos analitos alvo a 0,12 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,06 pg/mL
para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,6 pg/mL em metanol, equivalente
al5LM/LMR - P3M,;

e) solucéo dos analitos alvo a 0,16 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,08 pg/mL
para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,6 pg/mL em metanol, equivalente
a 2 LM/LMR - P4M;

f) solucao dos analitos alvo a 0,2 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,1 pg/mL
para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,6 pg/mL em metanol, equivalente
a 2,5 LM/LMR — P5M.

3.2.2.2 Solugbes padrao no solvente de diluicao (diluente)

a) solucéo de nigericina padréo interno a 0,75 ng/mL no diluente — POSP;

b) solucdo dos analitos alvo a 0,05 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,025
ng/mL para LAS, NAR, com NIG como padrédo interno a 0,75 ng/mL no diluente,
equivalente a 0,5 LM/LMR — P1SP;

c) solucéo dos analitos alvo a 0,10 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,05 ng/mL
para LAS, NAR, com NIG como padrao interno a 0,75 ng/mL no diluente,
equivalente a 1 LM/LMR — P2SP;

d) solucédo dos analitos alvo a 0,15 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,075
ng/mL para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,75 ng/mL no diluente,
equivalente a 1,5 LM/LMR — P3SP;

e) solucéo dos analitos alvo a 0,20 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,1 ng/mL
para LAS, NAR, com NIG como padrdao interno a 0,75 ng/mL no diluente,
equivalente a 2 LM/LMR — P4SP;

f) solucdo dos analitos alvo a 0,25 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,125
ng/mL para LAS, NAR, com NIG como padrédo interno a 0,75 ng/mL no diluente,
equivalente a 2,5 LM/LMR — P5SP.
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g) solucéo dos analitos alvo a 0,125 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,0625
ng/mL para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,94 ng/mL no diluente —
PE6SP.

3.2.2.3 Solucbes padrdo em metanol para fortificacdo antes da etapa de

evaporacao

a) Solucédo dos analitos alvo a 0,10 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,05 ng/mL
para LAS, NAR, com NIG como padrao interno a 0,75 ng/mL em metanol —
P2SPM_1;

b) Solucdo dos analitos alvo a 0,125 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,0625
ng/mL para LAS, NAR, com NIG como padrao interno a 0,94 ng/mL em metanol —
P2SPM_2.

3.2.2.4 Solucbes padrdo em acetonitrila para fortificacdo antes da etapa de

evaporacao

a) solucéo de nigericina padréo interno a 0,75 ng/mL em acetonitrila — POSPA;

b) solucdo dos analitos alvo a 0,05 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,025
ng/mL para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,75 ng/mL em acetonitrila,
equivalente a 0,5 LM/LMR — P1SPA;

c) solucéo dos analitos alvo a 0,1 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,05 ng/mL
para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,75 ng/mL em acetonitrila,
equivalente a 1 LM/LMR — P2SPA;

d) solucédo dos analitos alvo a 0,15 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,075
ng/mL para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,75 ng/mL em acetonitrila,
equivalente a 1,5 LM/LMR — P3SPA;

e) solucéo dos analitos alvo a 0,20 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,1 ng/mL
para LAS, NAR, com NIG como padrdo interno a 0,75 ng/mL em acetonitrila,
equivalente a 2 LM/LMR — P4SPA;
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f) solugcdo dos analitos alvo a 0,25 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,125
ng/mL para LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 0,75 ng/mL em acetonitrila,
equivalente a 2,5 LM/LMR — P5SPA.

3.2.3 Estudo de diferentes procedimentos de extragao

Foram utilizados os métodos de Matabudul; Conway (2000), Matabudul et al.
(2001); Dubois; Pierret; Delahaut (2004); Mortier; Daeseleire; Carlos (2005); Shao et
al. (2009); Spisso et al. (2010a) e Dai; Herrman; Timothy (2010), como base para o
desenvolvimento de 12 experimentos diferentes de extracdo de ionoforos poliéteres

em leite.

3.2.3.1 Preparo das amostras para ensaio

a) amostra branca de reagentes (dgua como substituta da amostra branca, sem
analitos alvo e sem padréo interno): Foram pipetados 2,0 mL de agua purificada
em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL, adicionados 100 pL de
metanol e agitados em vortex por 10 segundos. Apos repouso por 10 minutos foi
dado prosseguimento aos procedimentos conforme descritos nas secdes
3.2.3.2.1,3.2.3.2.2,3.2.3.2.3 e 3.2.3.2.4;

b) amostra branca de leite (sem analitos alvo e sem padrdo interno): Foram
pipetados 2,0 mL de uma amostra de leite comprovadamente branca em um
tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL, adicionados 100 pL de metanol e
agitados em vortex por 10 segundos. ApoOs repouso por 10 minutos foi dado
prosseguimento ao procedimento conforme descritos nas sec¢fes 3.2.3.2.1,
3.2.3.2.2,3.2.3.2.3e 3.2.3.2.4;

c) amostra fortificada no inicio do procedimento no LM/LMR (amostra branca
fortificada com analitos alvo na concentracéo equivalente a 2,0 ng/mL em MON,
MAD, SAL, SEN e 1,0 ng/mL em LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 15
ng/mL). Foram pipetados 2,0 mL de uma amostra de leite comprovadamente
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branca em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL, adicionados 50uL
da solucdo de NIG a 0,6 pg/mL (preparado conforme se¢do 3.2.2.1 alinea a) e
50 pL da solucdo do mix de iondéforos poliéteres a 0,08 pug/mL para MON, MAD,
SAL, SEN e 0,040 pg/mL para LAS, NAR (preparado conforme secdo 3.2.2.1
alinea c). Agitou-se em vortex por 10 segundos e ap0s repouso por 10 minutos
foi dado prosseguimento aos procedimentos conforme descritos nas secodes
3.2.3.2.1, 3.2.3.2.2, 3.2.3.2.3 e 3.2.3.2.4. Esses testes foram realizados em

triplicata.

3.2.3.2 Procedimentos de extracao e purificagao

3.2.3.2.1 Experimentos 1A, 1B e 1C (Extracdo com adi¢cao de Na,SO,)

No experimento 1A as amostras foram extraidas com duas porgdes de 4,0 mL
de acetonitrila, agitando-se em vortex por 30 segundos a cada adi¢cdo. Apds a
adicdo de 8 g de sulfato de sodio agitou-se em vortex por 30 segundos. Apos
repouso de 5 minutos, foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos a 4 . Uma
aliquota de 250 pL do sobrenadante foi transferida para um tubo de centrifuga de
polipropileno de 15 mL e evaporada a secura sob um fluxo suave de nitrogénio a 46-
48 C. Os extratos secos foram reconstituidos com 1 mL de solvente de diluicdo 5
mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex por 15 s e filtrados em filtro de
0,22 um para vials ambar.

Para célculos de recuperacao foi processada uma amostra para ser fortificada
no final do procedimento. O extrato seco de uma amostra branca de leite, em tubo
de 15 mL de polipropileno, foi reconstituido com 1 mL da solu¢do padrdo no solvente
de diluicdo (P6SP) preparado conforme sec¢éo 3.2.2.2 alinea g.

Os experimentos 1B e 1C foram realizados com o mesmo procedimento
descrito no experimento 1A, excetuando-se a extracdo com acetonitrila, que foi
realizada com acetonitrila acidificada com &acido formico a 0,1% e 1% nos

experimentos 1B e 1C, respectivamente.



3.2.3.2.2 Experimentos 2A, 2B e 2C (Extracdo com adi¢cao de Na,SO, e purificacao
por EFS — Extracdo em Fase Sélida)

No experimento 2A as amostras foram extraidas com duas por¢des de 4,0 mL
de acetonitrila, agitando-se em vortex por 30 segundos a cada adicdo. Apds a
adicdo de 8 g de sulfato de sédio agitou-se em vortex por 30 segundos. Apos
repouso de 5 minutos, foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos a 4 C.

Uma aliquota de 250 pL do sobrenadante foi aplicada em cartucho de silica
de 500mg, previamente condicionado com 2,5 mL de acetonitrila. O eluato da
aplicacao foi recolhido em tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL e a coluna
foi lavada com duas por¢cdes de 1 mL de acetonitrila coletando-se no mesmo tubo.
Evaporou-se a secura sob um fluxo suave de nitrogénio a 46-48 . Os extratos
secos foram reconstituidos com 1 mL de solvente de diluicio 5 mmol/L
NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex por 15 segundos e filtrados em filtro
de 0,22 um para vials ambar.

Para célculos de recuperacao foi processada uma amostra para ser fortificada
no final do procedimento. O extrato seco de uma amostra branca de leite, em tubo
de 15 mL de polipropileno, foi reconstituido com 1 mL da solug¢éo padrdo no solvente
de diluicdo (P6SP) preparado conforme sec¢éo 3.2.2.2 alinea g.

Os experimentos 2B e 2C foram realizados com o mesmo procedimento
descrito no experimento 2A, excetuando-se a extracdo com acetonitrila, que foi
realizada com acetonitrila acidificada com &cido férmico a 0,1% e 1% nos

experimentos 2B e 2C, respectivamente.

3.2.3.2.3 Experimentos 3A, 3B e 3C (Extracdo direta com acetonitrila)

No experimento 3A as amostras foram extraidas com duas por¢des de 4,0 mL
de acetonitrila, agitando-se em voértex por 30 segundos a cada adicdo. Apos
centrifugacdo a 5000 rpm por 5 minutos a 4C, uma aliquota de 250 uL do
sobrenadante foi transferida para um tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL e

evaporada a secura sob um fluxo suave de nitrogénio a 46-48 C. Os extratos secos
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foram reconstituidos com 1 mL de solvente de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH,
70:30, vlv, agitados em vortex por 15 segundos e filtrados em filtro de 0,22 um para
vials ambar.

Para calculos de recuperacéo foi processada uma amostra para ser fortificada
no final do procedimento. O extrato seco de uma amostra branca de leite, em tubo
de 15 mL de polipropileno, foi reconstituido com 1 mL da solug¢éo padrdo no solvente
de diluicdo (P2SP) preparado conforme secéo 3.2.2.2 alinea c.

Os experimentos 3B e 3C foram realizados com o mesmo procedimento
descrito no experimento 3A, excetuando-se a extracdo com acetonitrila, que foi
realizada com acetonitrila acidificada com &cido férmico a 0,1% e 1% nos

experimentos 3B e 3C, respectivamente.

3.2.3.2.4 Experimentos 4A, 4B e 4C (Extracdo com adicdo de MgSO, e NaOACc)

No experimento 4A as amostras foram extraidas com duas porgdes de 4,0 mL
de acetonitrila, agitando-se em vortex por 30 segundos a cada adi¢cdo. Apds a
adicdo de 0,8 g de sulfato de magnésio anidro (seco a 600 C) e 0,2 g de acetato de
sédio anidro agitou-se em vortex por 30 segundos. Apés repouso de 5 minutos,
foram centrifugadas a 5000 rpm por 5 minutos a 4 €. Uma aliquota de 250 pL do
sobrenadante foi transferida para um tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL e
evaporada a secura sob um fluxo suave de nitrogénio a 46-48 C. Os extratos secos
foram reconstituidos com 1 mL de solvente de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH,
70:30, vlv, agitados em vortex por 15 segundos e filtrados em filtro de 0,22 um para
vials ambar.

Para célculos de recuperacao foi processada uma amostra para ser fortificada
no final do procedimento. O extrato seco de uma amostra branca de leite, em tubo
de 15 mL de polipropileno, foi reconstituido com 1 mL da solu¢do padrdo no solvente
de diluicdo (P6SP) preparado conforme secéo 3.2.2.2 alinea g.

Os experimentos 4B e 4C foram realizados com o mesmo procedimento
descrito no experimento 4A, excetuando-se a extracdo com acetonitrila, que foi
realizada com acetonitrila acidificada com &acido formico a 0,1% e 1% nos

experimentos 4B e 4C, respectivamente.
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Para cada experimento mencionado anteriormente foram injetados:
v’ diluente, em duplicata;
v/ amostra branca de reagentes;
v/ amostra branca de leite;
v amostra fortificada no inicio do procedimento no LM/LMR;
v' amostra fortificada no final do procedimento;
v' solucao padrdo no solvente de diluicdo equivalente ao LM/LMR.

O volume de injec&o do sistema cromatografico foi de 5 pL.
3.2.4 Repeticdo dos experimentos de extracdo 3A, 3B, 4A e 4B

Nesta metodologia foram seguidos os procedimentos descritos nas secdes
3.2.3.1,3.2.3.2.3 e 3.2.3.2.4, referentes aos experimentos 3A, 3B, 4A e 4B.
Para calculos de recuperacéao foi incluido no procedimento de extracdo uma

amostra para ser fortificada antes da etapa de evaporacao.

3.2.4.1 Procedimento para os experimentos 3A e 3B (amostra para ser fortificada

antes da etapa de evaporacéo)

Em um tubo de polipropileno contendo 250 pL do sobrenadante do extrato de
amostra branca de leite, adicionou-se 1 mL da solucdo padrdo de controle em
metanol preparado conforme sec¢édo 3.2.2.3 alinea a (P2SPM_1), que foi evaporado
a secura sob um fluxo suave de nitrogénio a 46-48 °C. Os extratos secos foram
reconstituidos com 1 mL de solvente de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v,
agitados em vortex por 15 segundos e filtrados em filtro de 0,22 um para vials

ambar. Este procedimento foi realizado em duplicata.
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3.2.4.2 Procedimento para os experimentos 4A e 4B (amostra para ser fortificada

antes da etapa de evaporacao)

Em um tubo de polipropileno contendo 250 pL do sobrenadante do extrato de
amostra branca de leite, adicionou-se 1 mL da solucdo padrdo de controle em
metanol preparado conforme secédo 3.2.2.3 alinea b (P2SPM_2), que foi evaporado
a secura sob um fluxo suave de nitrogénio a 46-48 °C. Os extratos secos foram
reconstituidos com 1 mL de solvente de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, Vv,
agitados em vortex por 15 segundos e filtrados em filtro de 0,22 um para vials
ambar. Este procedimento foi realizado em duplicata.

Para cada experimento (3A, 3B, 4A e 4B) mencionado anteriormente foram

injetados:
v’ diluente, em duplicata;
v/ amostra branca de reagentes;
v' amostra branca de leite;
v amostra fortificada no inicio do procedimento no LM/LMR, em triplicata;
v solucéo padréo no solvente de diluicdo equivalente ao LM/LMR, em

triplicata;
v' amostra fortificada no final do procedimento, em triplicata;
v' amostra fortificada no final, antes da etapa de evaporacado, em triplicata.

O volume de injecado do sistema cromatogréfico foi de 10 pL.

3.2.5 Estudo das curvas analiticas do procedimento de Extracdo 3A

3.2.5.1 Preparo das amostras para ensaio

a) amostra branca de reagentes (agua como substituto da amostra branca, sem
analitos alvo e sem padrdo interno): Foram pipetados 2,0 mL de agua
purificada em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL, adicionados

100 pL de metanol, agitando em vértex por 10 segundos. ApGs repouso por
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10 minutos foi dado prosseguimento ao procedimento conforme descrito na
secdo 3.2.5.2.1;

b) amostra branca de leite (sem analitos alvo e sem padrdo interno):. Foram
pipetados 2,0 mL de uma amostra de leite comprovadamente branca em um
tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL, adicionados 100 pL de metanol,
agitando em vortex por 10 segundos. Apos repouso por 10 minutos foi dado
prosseguimento ao procedimento conforme descrito na se¢éao 3.2.5.2.1;

c) amostra fortificada no inicio do procedimento nos niveis 0,5, 1, 1,5, 2 e 2,5
LM/LMR (amostra branca fortificada com analitos alvo nas concentragdes
equivalentes a 1, 2, 3, 4 e 5 ng/mL em MON, MAD, SAL, SENe0,5,1,1,5,2
e 2,5 ng/mL em LAS, NAR, com NIG como padréo interno a 15 ng/mL),
incluindo o ponto zero, com a adicéo do padrao interno NIG. Foram pipetados
2,0 mL de uma amostra de leite comprovadamente branca em um tubo de
centrifuga de polipropileno de 50 mL, adicionados 50 pL da solucdo de NIG a
0,6 pg/mL (preparado conforme secédo 3.2.2.1 alinea a) e 50 pL da solucdo
padrao de ionoforos poliéteres para cada nivel de concentracdo preparados
conforme secado 3.2.2.1 (P1M — P5M). Agitou-se em vortex por 10 segundos
e apos repouso por 10 minutos foi dado prosseguimento ao procedimento
conforme descrito na se¢ao 3.2.5.2.1. Este procedimento foi realizado em

triplicata para cada nivel de concentracao.

3.2.5.2 Procedimento de Extracao

3.2.5.2.1 Extracdo das amostras: branca de leite, branca de reagentes e fortificadas

no inicio do procedimento

As amostras foram extraidas com duas porcdes de 4,0 mL de acetonitrila,
agitando-se em vortex por 30 segundos a cada adi¢céo e entdo centrifugadas a 5000
rpm por 5 minutos a 4 €. Uma aliquota de 250 pL do sobrenadante foi transferida
para um tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL e evaporada a secura sob um

fluxo suave de nitrogénio a 46-48 . Os extratos s ecos foram reconstituidos com
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1mL de solvente de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex

por 15 segundos e filtrados com filtro de 0,22 um para vials ambar.

3.2.5.2.2 Preparo das amostras fortificadas no final do procedimento

O extrato seco de uma amostra branca de leite, em tubo de 15 mL de
polipropileno, foi reconstituido com 1 mL da solugédo padrdo de ionéforos poliéteres
no diluente para cada nivel de concentracdo preparados conforme se¢do 3.2.2.2
alineas a) a f) (POSP — P5SP).

3.2.5.2.3 Preparo das amostras fortificadas antes da etapa de evaporacao

Em um tubo de polipropileno contendo 250 pL do sobrenadante do extrato de
amostras brancas de leite, adicionou-se 1 mL da solucdo padrdo de iondéforos
poliéteres em acetonitrila para cada nivel de concentracdo preparados conforme
secdo 3.2.2.4 (POSPA — P5SPA). Evaporou-se a secura sob um fluxo suave de
nitrogénio a 46-48 T. Os extratos secos foram reco nstituidos com 1 mL de solvente
de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex por 15 segundos
e filtrados em filtro de 0,22 um para vials ambar. Este procedimento foi realizado em

duplicata.

3.2.5.2.4 Evaporacéao das solucdes padréao de iondforos poliéteres em acetonitrila

Em um tubo de polipropileno adicionou-se 1 mL da solugdo padrao de
ionoforos poliéteres em acetonitrila para cada nivel de concentracdo preparados
conforme secdo 3.2.2.4 (POSPA — P5SPA). Evaporou-se a secura sob um fluxo
suave de nitrogénio a 46-48 . Os residuos foram reconstituidos com 1 mL de

solvente de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex por 15
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segundos e transferidos para vials ambar. Este procedimento foi realizado em

duplicata.

Foram injetados:

v

AR N N N N N

diluente, em duplicata;

amostra branca de reagentes;

amostra branca de leite;

amostras fortificadas no inicio do procedimento, em triplicata;
solucdes padrdo no solvente de diluicdo, em triplicata,

amostra fortificada no final do procedimento, em triplicata;
amostra fortificada antes da etapa de evaporacao, em triplicata,;
solucdes padrdo em acetonitrila, evaporadas e ressuspendidas no

diluente, em triplicata.

O volume de injecao do sistema cromatogréfico foi de 10 uL e as injecdes

foram realizadas aleatoriamente.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

O modo de ionizacdo empregado em todos os experimentos foi o eletrospray
(ESI) positivo, no modo de aquisicdo MRM. A selecdo dos ions precursores e
produtos foi realizada de forma a possibilitar 0 monitoramento de trés transi¢bes
para cada analito (tabela 3, secdo 3.2.1).

Observou-se a formacdo de adutos de sodio [M + Na]® para todos os
ionoforos poliéteres. Varios autores descreveram a fragmentacédo desses adutos por
eletrospray positivo, incluindo desde perdas neutras até clivagens de suas moléculas
(CHA; YANG; CARLSON, 2005; FORBES et al., 2005, MARTINEZ-VILLALBA;
MOYANO; GALCERAN, 2009; SCHNEIDER et al., 1991; SHAO et al., 2009).

A monensina apresentou ion precursor m/z 693,4 e os ions produtos obtidos e
selecionados foram de m/z 675,3, 479,3 e 461,2, fragmentos também observados
por Lopes et al. (2002a), Cha; Yang; Carlson (2005) e Shao et al. (2009). A Figura 4
apresenta parte do mecanismo de fragmentacdo do aduto de sédio da MON A
proposto por Lopes et al. (2002a).

Os principais ions produto obtidos para a maduramicina e a senduramicina
foram m/z 877,5; 895,5; 859,5 e m/z 833,4; 705,4; 851,5, respectivamente, que
segundo Shao et al. (2009) e Schneider et al. (1991) correspondem a perdas neutras
de CO, e H,0.

Para a salinomicina, a lasalocida e a narasina, ionoforos poliéteres que
possuem um grupo cetona, além das perdas neutras de CO, e H,O fragmentacdes
decorrentes de reacdes de clivagem beta em ambos os lados da cadeia alquilica
(carboxila e hidroxila) foram observadas, assim como por outros autores. (MIAO,
MARCH, METCALFE, 2003; SHAO et al., 2009; MARTINEZ-VILLALBA; MOYANO;
GALCERAN, 2009).

A figura 5 apresenta o mecanismo de fragmentacdo do aduto de sédio da

lasalocida proposto por Lopes et al. (2002b).



Figura 4 - Mecanismo de fragmentacao do aduto de s6dio da MON A
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Figura 5 - Mecanismo de fragmentacao do aduto de so6dio da lasalocida

e
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fonte: (LOPES et al., 2002b)

A lasalocida foi a substancia que apresentou o menor valor de intensidade de
sinal na concentracdo equivalente a 1 LM, ent&o foi realizado um experimento para
verificar o limite de deteccdo na concentracdo equivalente a 0,5 LM (0,5 pg/L). O
valor da razéo sinal ruido obtido para a segunda transicao (m/z 613,27/595,40) foi de
5,6, com limite de detecc¢éo estimado em 0,27 pg/L. Com a finalidade de promover o
aumento da sensibilidade do detector, o volume de injecao foi alterado de 5 pL para

10 pL nos experimentos de avaliagdo das curvas analiticas.



4.2 ESTUDO DE DIFERENTES PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO

Inicialmente o desenvolvimento do método foi baseado nos estudos
realizados em ovos (MATABUDUL; CONWAY, 2000, MATABUDUL et al., 2001;
DUBOIS; PIERRET; DELAHAUT, 2004; MORTIER; DAESELEIRE, CARLOS, 2005;
SHAO et al., 2009; SPISSO et al., 2010a) a fim de verificar a aplicabilidade destes
métodos para a matriz leite. O método de extracdo QUEChERS (Extracdo com
MgSO, e NaOAc), bastante utilizado na extracdo de pesticidas em diferentes
matrizes (PRESTES et al., 2009; PAYA et al., 2007) e empregado por Dai; Herrman;
Timothy (2010) para determinacdo de monensina em leite também foi avaliado para
comparacao com os meétodos inicialmente desenvolvidos para a matriz ovo.

A acetonitrila € um solvente amplamente utilizado para precipitacdo de
proteinas. A fim de verificar a influéncia do pH nas etapas de extracdo e na
estabilidade dos analitos, utilizou-se acetonitrila pura e acetonitrila acidificada com
0,1% e 1% de acido férmico nos experimentos selecionados.

Os estudos de recuperacdo foram efetuados nos niveis de concentragédo
equivalentes aos LMRs ou as tolerancias (LMs) para cada analito. A Tabela 4

apresenta um resumo das técnicas de extracdo utilizadas nos 12 experimentos.

Tabela 4

Técnicas de extracdo empregadas nos 12 experimentos.

Experimento Solvente de extracdo Sal adicionado EFS
1A ACN Na,SO,
1B ACN com 0,1% acido férmico Na,SO,
1C ACN com 1% acido férmico Na,SO,
2A ACN Na,SO, Silica
2B ACN com 0,1% éacido férmico Na,SO, Silica
2C ACN com 1% acido férmico Na,SO, Silica
3A ACN
3B ACN com 0,1% &cido férmico - -
3C ACN com 1% &cido férmico - -
4A ACN MgSO, e NaOAc
4B ACN com 0,1% éacido férmico MgSO, e NaOAc

4C ACN com 1% acido férmico MgSO, e NaOAc
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4.2.1 Experimentos empregando 1% de &cido férmico em acetonitrila como solvente
de extracao

Os experimentos 1C (Extragcdo com adicdo de Na,SO,), 2C (Extracdo com
adicdo de Na,SO, e purificacdo por EFS) e 3C (Extracao direta) realizados em meio
acido utilizando acetonitrila acidificada com 1% de acido férmico, provocaram
degradacéo visivel de alguns analitos, demonstrada através da presenca de mais de
um pico nos cromatogramas correspondentes as substancias maduramicina,
narasina, salinomicina e senduramicina, conforme apresentada na Figura 6. No
experimento 4C (Extracdo com adicdo de MgSO, e NaOAc - QUEChERS) os picos
correspondentes aos produtos de degradacdo apresentaram intensidades menores
guando comparados com 0s obtidos nos outros experimentos. Além disso, ndo foi

observada degradacéo visivel para a salinomicina.

Figura 6 - Cromatogramas das substancias maduramicina, narasina, salinomicina e senduramicina
em experimentos utilizando acetonitrila acidificada com 1% de acido formico

I método 2C FI2038 - MAD /877 5 (Unknown) 938 6877 5 amu - sample 70 of 242 from Avaliacao de 12 I métado 3C FI1055 - SAL #4311 (Unknown) 773.5/431.1 amu - sample 228 of 242 from Avaliacas de 12
Hrea: 2 78e+004 counts Height: 4 86e+003 cpe RT: 9.13 min Area: 3 17e+004 counts Height: 7 45e+003 cps RT: & 52 min
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Observou-se grande variacdo nas areas dos analitos entre as aliquotas, tanto
nas amostras fortificadas no inicio quanto no final, para a maioria dos analitos. Nas
fortificacdes no inicio o desvio padréo relativo maximo observado referiu-se a LAS
com 61,7% no experimento 1C. Nas fortificacdes no final o desvio padréo relativo
méaximo encontrado correspondeu a NAR com 80,09% no experimento 3C.

O experimento 2C (Extracdo com Na,SO4 e EFS) foi o que apresentou menor
variacdo nestes desvios para os analitos alvo, entretanto a recuperacédo foi baixa
quando comparada as obtidas nos demais experimentos (Tabela 5), variando de
52,4% - 88,9% para LAS e MON, respectivamente.

Segundo dados da literatura, os iondforos poliéteres apresentam baixa
estabilidade em pH &cido; a narasina e a salinomicina sao hidrolisadas em pH 5,
sendo estaveis em pH entre 7 e 9. Além disso, em pH acido, quando os iondforos
poliéteres ndo estdo dissociados na forma anidnica, a formacdo de quelatos com

ions metalicos € menos favorecida (SPISSO et al., 2010a).

4.2.2 Experimentos empregando 0,1% de &cido formico em acetonitrila e

acetonitrila pura como solventes de extracéo

No experimento 1B (Extracdo com adicdo de Na,SO,) utilizando acetonitrila
acidificada com 0,1% de &cido férmico, observou-se uma grande variagdo nas areas
dos analitos entre os preparos (aliquotas) na fortificacdo no inicio para a maioria dos
analitos, conforme pode ser observado na Tabela 5.

Os experimentos 2A e 2B, baseados na extracdo com adicdo de Na,SO,
seguida de etapa de purificagdo com extragdo por fase soélida (EFS) com silica,
apresentaram baixa repetitividade, com desvios altos entre os preparos (aliquotas)
na fortificacdo no inicio. As recuperacdes, em geral, foram mais baixas que as dos
demais experimentos, podendo o fato ser atribuido a perda dos analitos na etapa de
EFS (Tabela 5).

Nos experimentos 1A, 3A, 4A, 3B e 4B, com exceg¢dao da LAS (nos
experimentos 1A, 4A, 3B e 4B), todos os analitos obtiveram recuperac¢des acima de
100%, devido ao ganho de sinal observado nas areas dos analitos das amostras

fortificadas no inicio (Tabela 5). Este efeito de matriz também foi relatado por Spisso
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et al. (2010b), nos experimentos realizados na matriz ovo. O valor maximo, para
todos os analitos, de desvio padrao relativo nas amostras fortificadas no inicio
nesses experimentos foi de 8,2% (n=6).

A partir dos dados da Tabela 5, pode-se observar que para os analitos MON,
NAR e SAL nao houve diferenca significativa entre o experimento 4B, realizado
utilizando o QUEChERS na etapa de extracdo com acetonitrila acidificada com 0,1%
de acido formico e o experimento 4A, utilizando acetonitrila pura. A técnica
QUEChERS tem como principio a utilizacdo do sal secante sulfato de magnésio para
melhorar a recuperacdo e o uso do sal acetato de soédio para promover o efeito
salting out, a fim de diminuir a solubilidade dos analitos na fase aquosa, bem como a
quantidade de agua na fase organica (PRESTES et al., 2009).

Também nao foi possivel observar para os analitos MON e SAL diferenca
significativa entre os experimentos 3A, realizado utilizando o método direto de
extragdo com acetonitrila pura e o experimento 3B, utilizando acetonitrila acidificada

com 0,1% de acido formico, conforme Tabela 5.

Tabela 5

Recuperacdes dos analitos alvo nas amostras fortificadas no inicio do procedimento com relacéo as
fortificadas no final do procedimento (analitos adicionados apés a etapa de evaporagao) para 0S
diferentes experimentos.

Recuperac¢do% (desvio padrao relativo RSD%, n=6)

1A 2A 3A A 1B 2B 3B B
Analito ACN 0,1% ACN 0,1%
ACN ACN ACN 0,1% FOA FOA
ACN + + o © ACN 0
N Na;SO. ACN MgSO. 0.1%
+ Na,SO,4 MgSO4
Na;SO4 N N FOA
EFS NaOAc Na;SO4 * *
EFS NaOAG
LAS 790(4,2)  521(31,8) 1258(6.6) 735(67)  623(327) 259(502) 818(49)  99,4(35)

MAD 131,6(6,2)  98,2(15,6) 169,7(6,0) 122,1(4,0) 96,6(23,1)  78,0(26,4) 143,7(45) 148,4(2,6)
MON 126,5(6,2)  70,6(16,0) 146,6(51) 126,8(3,0) 110,6(18,1) 71,6(29,7) 143,1(3,0) 128,7(2,0)
NAR 124.8(7,3)  651(255) 146,5(6,1) 128,1(4,8) 80,8(43,8)  69,8(37,5) 124,5(4,3) 130,4(2,0)
SAL 113,03,6)  76,0(25,3) 128,5(8,2) 122,4(2,9) 859(26,1)  70,1(33,2) 122,4(2,3) 117,7(2.,8)

SEN 129,9(6,8)  111,1(9,9) 175,6(3,3) 110,0(7,7) 100,3(27,0)  70,0(18,0) 142,9(50) 145,3(3,8)

A partir dos resultados obtidos foram selecionados os experimentos 3A
(extracao direta com ACN), 4A (QUEChERS com ACN), 3B (extracao direta — ACN
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com 0,1% de FOA) e 4B (QUEChERS - ACN com 0,1% de FOA) para repeticdo. Para
investigar se o ganho de sinal ocorria na etapa de evaporacdo (aquecimento) foram
realizadas fortificagcbes em duas amostras no final do procedimento, uma antes da
etapa de evaporacao e outra ap0s esta etapa.

Com excecao da lasalocida, todos os analitos, em todos os experimentos
apresentaram ganho de sinal (aumento das areas) nas amostras fortificadas no
inicio do procedimento quando comparadas as areas das amostras fortificadas no
final do procedimento (analitos adicionados apds a etapa de evaporacédo) gerando
recuperagfes acima de 100%, como mostra a Tabela 6. Como ja mencionado
anteriormente, esse fato também foi observado por Spisso et al. (2010b) para a

matriz ovos.

Tabela 6
Recuperacao dos analitos nas amostras fortificadas no inicio do procedimento com relagédo as
fortificadas no final do procedimento (analitos adicionados ap0s a etapa de evaporacao).

Recuperagdo% (Desvio padréo relativo RSD%, n=9)

Analito 3A - Direto 4A — QUEChERS 3B - Direto 4B — QUEChERS

ACN ACN 0,1% (Lec'?\]OA em 0,1% (XJCI?\IOA em
LAS 93,0(5,4) 74,7(10,0) 57,8(5,6) 60,8(13.2)
MAD 156,9(6,0) 155,1(6,7) 149,6(3,8) 138,0(10,2)
MON 156,2(5,2) 134,4(3,3) 135,9(4,3) 116,4(5,7)
NAR 152,0(6,6) 146,6(11,4) 133,7(7,7) 118,2(22,1)
NIG 231,5(8,3) 179,2(8,0) 201,1(14,2) 150,9(29,1)
SAL 141,6(3,8) 134,3(5,7) 116,8(6,9) 113,5(13,4)
SEN 148,3(3,6) 130,7(5,8) 128,9(8,1) 126,6(9,4)

Nos experimentos 3A e 4A onde utilizou-se acetonitrila pura na extragao,
todos os analitos (com excecédo da NIG no método 3A e 4A e da MON no método
4A), obtiveram ganho de sinal nas areas das amostras fortificadas no final (analitos
adicionados antes da etapa de evaporagdo) quando comparadas as é&reas do

controle (solucao padrao).
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No experimento 4B (QUEChERS) onde utilizou-se acetonitrila acidificada com
0,1% de acido férmico, observou-se uma grande variagdo nas areas dos analitos
entre os preparos (aliquotas) nas amostras fortificadas no final (analitos adicionados
antes da etapa de evaporacédo), com excecdo da monensina com RSD de 7,7%. A
variacédo observada foi de 14,1% a 34,7% para MAD e NAR, respectivamente.

Os desvios padrao relativos foram ligeiramente maiores para o experimento
4B (QUEChERS - ACN com 0,1% de FOA), quando comparados com 0S outros
experimentos, conforme Tabela 7.

No experimento de extracdo 3B (método direto) com acetonitrila acidificada
contendo 0,1% de FOA, as substancias NAR, NIG e SAL apresentaram supressao
de sinal, a LAS e a SEN ganho de sinal e a MAD e a MON sinal semelhante nas
areas das amostras fortificadas no final (analitos adicionados antes da etapa de
evaporacao) quando comparadas as areas do controle (solu¢éo padrdo).

O experimento direto com acetonitrila (3A) apresentou a melhor recuperacao
e o0 menor desvio padrdo relativo para a substancia lasalocida, como pode ser
observado na Tabela 7. Este procedimento também apresentou excelentes
recuperacoes para os demais analitos e por isso foi o escolhido para a avaliacdo da
curva analitica em cinco niveis de concentracdo. Os resultados de recuperacdo e 0s

desvios padrao relativos estdo apresentados na Tabela 8.
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Tabela 7

Recuperacao dos analitos nas amostras fortificadas no inicio do procedimento com relagdo as
fortificadas no final (analitos adicionados antes da etapa de evaporacéo).

Recuperagdo% (Desvio padréo relativo RSD%, n=9)

Analito 3A - Direto 4A — QUEChERS 3B - Direto 4B — QUEChERS
ACN ACN 0,1% (fCILOA em 0,1% (fCI?\IOA em
LAS 69,7(5,4) 62,6(10,0) 45,9(5,6) 54,8(13,2)
MAD 94,4(6,0) 89,9(6,7) 97,6(3,8) 96,1(10,2)
MON 104,5(5,2) 93,9(3,3) 108,4(4,3) 86,3(5,7)
NAR 91,7(6,6) 97,0(11,4) 103,0(7,7) 99,2(22,1)
NIG 80,6(8,3) 87,4(8,0) 79,6(14,2) 95,3(29,1)
SAL 104,3(3,8) 96,5(5,7) 103,7(6,9) 96,5(13,4)
SEN 105,7(3,6) 95,0(5,8) 98,0(8,1) 101,7(9,4)
Tabela 8

Recuperacdes dos analitos nas amostras fortificadas no inicio do procedimento com relacdo as
amostras fortificadas no final do procedimento (analitos adicionados antes da etapa de evaporacéo)
e desvio padréo relativo (RSD%) nos 5 niveis da curva analitica (n=9).

P1(0,5LM/LMR) P2 (1,0LM/LMR) P3(15LMLMR) P4 (2,0LM/LMR) P5 (2,5 LM/LMR)

Analitos
Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%
LAS 82,7 4,2 78,8 7,0 74,2 5,8 69,9 6,3 57,8 4,5
MAD 108,0 8,7 93,3 12,1 97,6 9,8 98,8 9,7 97,0 9,8
MON 108,5 4,3 100,6 5,5 1119 4,1 101,8 8,2 97,6 4,5
NAR 103,9 4,1 101,9 9,5 102,2 2,6 97,3 10,7 95,5 3,3

NIG 110,3 14,3 118,5 18,4 105,6 15,8 106,4 16,4 121,8 9,6
SAL 110,5 4,4 99,7 4,9 104,5 52 101,0 7,9 96,2 4,1

SEN 112,8 5,0 104.,6 59 110,8 4,9 102,0 5,6 101,2 6,7

A mesma concentracdo de 15 ug/L foi utilizada para a nigericina em todos os niveis de P1 a P5.

A figura 7 apresenta os cromatogramas de MRM dos iondéforos poliéteres
referentes aos extratos de leite obtidos no experimento 3A nas concentracdes dos

respectivos LMR/LMs para cada substancia.
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Figura 7 - Cromatogramas de MRM dos extratos de leite obtidos no experimento 3A para as
substancias maduramicina (MAD), lasalocida (LAS), monensina (MON), salinomicina (SAL), narasina

(NAR) e senduramicina (SEN) do experimento 3A

M_1025 - MAD { 577.5 (Standard) 238 amu- sample
Areai 19654005 counts Height 3.3144004 eps RT: 947 min

1_1025 - MON / 675.3 (Standard) 593 4575.3 amu - sample 83 of
Area; 5.554005 counts Height: 1.14+005 cps RT: 867 min

etodo 3Amit

l PZM_1025 - NAR / 431 2 (Standard) 787 4312 amu - sample 83 of 192 fram C
Area: 2.126+005 counts Height: 4914004 ops RT: 8.92 min

AD oN AR

. 939,6/877,5 o | 693,4/675.3 o el 787,4/431,2

W T S T g e e n SRS e | A E R &
| LAS SEN wel  SAL

. *1613,3/377,3 . | 895,5/833,4 773.5/431,1
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Todos os analitos, exceto a nigericina, apresentaram desvios padréo relativos
menores que 12,2% para todos 0s niveis de concentracao.

As recuperagOes variaram de 57,8% (LAS) a 121,8% (NIG). Entre todos os
analitos, a lasalocida apresentou as menores recuperacdes com 57,8% para o nivel
correspondente a 2,5LM (2,5 ug/L) a 82,7% (nivel correspondente a 0,5LM).

Com o aumento do volume de injecdo de 5 pL para 10 pL neste estudo foi
possivel aumentar a sensibilidade do detector, visando a detec¢éo e a quantificacéo
dos analitos nos niveis abaixo do LM/LMR. N&o foi observado aumento no desvio
padrao relativo e no efeito de matriz com o aumento do volume de injecéo.

As recuperagbes da monensina em todos o0s niveis avaliados foram
superiores as obtidas por Dai; Herrman; Timothy (2010). E importante destacar que
0 meétodo proposto por esses autores, utilizando o método de extracdo por
QUEChERS com acetonitrila acidificada, foi desenvolvido apenas para um analito na
matriz leite, a monensina. O método foi desenvolvido na faixa de 1 a 250 ng/mL e a
precisdo (RSD%) e as recuperacdes medias foram calculadas nos niveis de
concentracfes 10 ng/g, 100 ng/g e 1000 ng/g, conforme apresentado na Tabela 9.
Todos os niveis avaliados se encontram acima do limite maximo de residuo (LMR)
estabelecido pelo Codex Alimentarius, 2,0 pg/Kg para monensina em leite (FAO,
2009b).
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Tabela 9
Valores de preciséo e recuperacdo média de amostras de leite fortificadas com
monensina (DAI; HERRMAN; TIMOTHY, 2010).

) . Inter-dia (n=9) Intra-dia (n=3)
Sistemas Concentragao
Recuperacéo Preciséo Recuperacéo Preciséo
Média (%) RSD (%) Média (%) RSD (%)
10 ng/g 83 5 78 5
LC/Q9Q 100 ng/g 72 3 71 4
1000 ng/g 91 3 92 1

Os resultados obtidos também s&o bastante promissores quando comparados
ao método desenvolvido por Bo et al. (2009) para a determinagdo dos ionéforos
poliéteres lasalocida, monensina, nigericina, salinomicina, maduramicina e narasina
em leite. Esses autores avaliaram a faixa de 0,5 - 100,0 pg/kg e as recuperagbes em
trés niveis de concentracdo, 0,5, 10 e 20 ug/kg, que variaram de 74,0% a 98,5%,
com desvios padrdo relativos de 4,8% a 17,2%. Este método n&o inclui o analito
senduramicina e o procedimento de extracao por fase sélida usando cartucho Oasis
HLB demanda um tempo maior de preparo de amostras e apresenta um custo
superior.

Os limites de deteccdo do método desenvolvido foram calculados
considerando-se uma relacdo sinal/ruido =3 e os limites de quantificacao
considerando-se uma relacdo sinal/ruido =210, para a transi¢cdo de confirmacdo, com
a técnica de estimacéao do sinal/ruido pelo software Analyst® por pico a pico (S-to-N
usingPeak-to-Peak).

A Tabela 10 apresenta uma estimativa dos valores dos limites de deteccgéo e
quantificacdo calculados considerando-se 0s sinais instrumentais obtidos para trés
amostras injetadas em triplicata no menor nivel de fortificacdo estudado. Como pode
ser observado, os menores limites de detec¢cédo e quantificacado foram obtidos para o

analito monensina.
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Tabela 10
Limites de deteccdo e quantificacdo do método
. Limite de deteccéo Limite de quantificagéo
Analitos
pa/L Ho/L

LAS 0,120 0,410
MAD 0,160 0,530
MON 0,015 0,050
NAR 0,035 0,120
SAL 0,020 0,070
SEN 0,021 0,070

As curvas analiticas foram construidas empregando-se o método dos
minimos quadrados ponderados, ja que o teste paramétrico de Levene, efetuado
pelo software Statistica® indicou que as variancias ndo séo constantes, ou seja, que
os dados sao heterocedasticos (INCQS, 2009b).

Empregou-se para a construcao das curvas analiticas para todos os analitos o
método dos minimos quadrados ponderados (MMQP), com peso equivalente a 1/x?,
onde x é a concentragcdo do analito. Entre os pesos comumente usados para
métodos bioanaliticos, 1/x, 1/x?, 1/x*?, 1ly, 1/y* e 1ly*?, 1/x* apresenta, segundo
Almeida; Castel-Branco; Falcéo (2002), o melhor fator de ponderacdo, com menores
valores de erro relativo (%RE).

Para investigar o ganho de sinal dos analitos durante o processo de
evaporacao foram construidas as seguintes curvas:

« curvas dos analitos em acetonitrila, solucbes evaporadas e
ressuspendidas no diluente (controle evaporado);

» curvas dos analitos no diluente (controle);

» curvas com fortificacdo dos analitos no leite no inicio do procedimento;

» curvas com fortificacdo dos analitos no final do procedimento;

» curvas com fortificacdo dos analitos antes da etapa de evaporacéo.

Somente para a monensina, (Figura 8) foi observada visualmente diferenca
entre as curvas dos analitos no controle e no controle evaporado, quando
sobrepostas e comparadas. Para investigar se a diferenca visual entre as curvas do
controle e do controle evaporado era estatisticamente significativa foi realizado o
teste t, empregando-se primeiramente o teste F para verificar se as variancias

residuais das duas curvas eram significamente diferentes. O teste t mostrou que as



curvas apresentadas na Figura 8 ndo sao estatisticamente diferentes, pois o valor do

tcalculado TOI MeNoOr que o t'cacuiado (INCQS, 2009a).

Figura 8 - Curvas do controle - azul (solu¢cdes padrdo no solvente de diluicdo) versus controle
evaporado - vermelha (solu¢des padr8o em acetonitrila) para a monensina

[ urva POSP_P5SP 051110.1db (MON / 675.3): "Linear’ Regression ("1 /(<" =f' weighting): y = 4.70=+008 » + 5 6Be+003
— curva POSP_PSSP 051110.rdb (MON / 575.3): "Lineat” Regression ("1 /(c™ = weighting) y = 4.78+006 x + 5.66e+003
=== curva POSPevap_P55Pevap_ 051110.1db (MON £ 675.3% "Linear Regression (™1 /(x " <f' weighting): y = 4.20e+006 x+ 9 64e+003
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A Figura 9 ilustra a comparacdo das curvas para a narasina, mostrando a
perfeita superposicao das mesmas.
Assim, concluiu-se que ndo houve ganho de sinal para nenhum analito em

solucéo no processo de evaporacao.

Figura 9 - Curvas do controle — azul (solu¢des padréo no solvente de diluicdo) versus controle
evaporado - vermelha (solu¢des padrdo em acetonitrila) para a narasina

[ Curva POSP_P5SP 051110 1db (HAR / 431.2) "Linear’ Regression (1 1 (<" = weighting): y = 3.13¢+006 x + 5.07 e+003
m— curva POSP_PESP 051110.rdb (AR / 431.2) "Linear' Regression (" /(3 ® »' weighting): y = 3.13e+006 x + §.07 e+003
== curva POSFevap_P5SPevap_ 051110.0db (NAR /431,23 "Linear' Regression ("1 / (x™ ' weighting); y = 2.08e+006 x + 6 520+003
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Para todos os analitos foi observado ganho de sinal nas curvas com

fortificacdo dos analitos antes da etapa de evaporacdo quando comparados com as
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curvas do controle evaporado, evidenciando que o ganho de sinal ocorre apenas no
processo de evaporacao dos extratos da matriz leite, conforme pode ser visualizado

para o analito salinomicina na Figura 10. Ou seja, ha efeito de matriz.

Figura 10 - Curva com fortificacdo dos analitos no leite no inicio do procedimento (azul), curva com
fortificacdo dos analitos antes da etapa de evaporacdo (vermelha) e curva do controle evaporado
(_s-olug(”)es padrdo em acetonitrila - verde) para a salinomicina

cunva POM_FSh 051110.rdb (SALJ 431.1): "Linear’ Regression ("1 /(<" " meighting): y = 4.63e+006 =+ 741
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N&o foram observadas diferencas entre as curvas com fortificagdo dos
analitos no leite no inicio do procedimento e as curvas com fortificacdo dos analitos,
(exceto para lasalocida) antes da etapa de evaporacdo, conforme apresentado nas
Figuras 11 e 12. A utilizacdo da curva analitica no leite (na matriz) com a fortificacéo
no inicio do processo tem a vantagem de ja incorporar a corre¢cado de recuperagao
nos resultados analiticos, ndo sendo necessarias correcdes de recuperacao.

Foi observado, para todos os analitos, ganho de sinal nas curvas com
fortificacdo dos analitos antes da etapa de evaporacdo quando comparadas com as
curvas com fortificacdo dos analitos no final do procedimento, evidenciando que o
ganho de sinal ocorre nos analitos quando estes sdo evaporados juntamente com a
matriz leite, conforme apresentado nas Figuras 11 e 12. Este ganho de sinal também

foi descrito por Spisso et al. (2010b), nos experimentos realizados na matriz ovo.
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Figura 11 - Curvas com fortificagdo dos analitos no leite no inicio do procedimento (vermelha), curvas
com fortificacdo dos analitos antes da etapa de evaporacdo (verde) e curvas com fortificacdo dos
analitos no final do procedimento (azul) para a lasalocida, maduramicina e monensina

m— cunia POMFF_PSMFF 051110.0db (LAS / 377.3) "Linear Regression (11 £(x™ 0" weighting): y = 1.86e+008 x + 4.74e+003
= cunra POM_PSM 051110.0db (LAS £ 377 3): "Linear* Regression (1 (¢ ™ % weighting): v = 1.53e+006 » + 0.00104
== cunva POMFFevap_PSMFFevap_051110.db (LAS /377 33 "Linear* Regression (1 /(™ %" weighting): y = 2 52e+006 x + 3.9¢-005
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Figura 12 - Curvas com fortificagdo dos analitos no leite no inicio do procedimento (vermelha), curvas
com fortificacdo dos analitos antes da etapa de evaporacdo (verde) e curvas com fortificacdo dos
analitos no final do procedimento (azul) para a narasina, salinomicina e senduramicina
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A partir dos graficos de valores previstos versus observados e valores
previstos versus residuos observou-se que ndo ha sugestdo de desvios de
linearidade para as curvas analiticas na matriz com fortificacdo no inicio do
procedimento para todos os analitos. A Figura 13 mostra os graficos para o analito

senduramicina.
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Figura 13 - Graficos de valores previstos x observados e valores previstos x residuos para a
senduramicina para os dados da curva na matriz fortificada no inicio (MMQP).
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A nigericina foi escolhida como possivel candidata para utilizagdo como
padrdo interno e surrogate no método, uma vez que possui caracteristicas fisico-
quimicas semelhantes aos ionoforos polieteres em estudo e ndo é utilizada na
medicina humana e veterinaria. Entretanto, apresentou elevada variagdo nos
desvios padrao relativos, como mostra a Tabela 8, devido a grande dispersdo nas
areas das amostras fortificadas no inicio (Figura 14). Sua utilizacdo nao € invalidada,
pois pode ser limitada a fins qualitativos, como para o céalculo do tempo de retencao
relativo. A utilizagdo da nigericina ou outro padréo interno no método sera estudada

de forma mais aprofundada futuramente.

Figura 14 - Areas do analito nigericina nas amostras fortificadas no inicio do procedimento
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5 CONCLUSAO

De todos os experimentos de extracdo/purificacdo testados, 0s que
apresentaram melhores resultados foram os referentes ao método direto e ao
QUEChERS, ambos utilizando acetonitrila. O método direto foi o escolhido, por
possuir vantagens em relacdo ao método QUEChERS, como menor custo e tempo
de analise, ja que se baseia em uma extracdo simples e rapida, sem necessidade de
diversas etapas de limpeza.

A selecdo de trés transicbes de MRM para cada analito conferiu ao método
analitico por CLAE-EM/EM um numero de pontos de identificacdo superior aos
exigidos pelas normas internacionais. A partir da avaliacdo das curvas analiticas, o
método direto escolhido demonstrou responder de forma linear, nas faixas de
concentracdo definidas pelos limites regulatorios, possibilitando a quantificagdo de
seis diferentes ionoforos poliéteres em amostras de leite.

ApoOs a validacdo, o método podera ser aplicado para analises de rotina,
permitindo a avaliagdo da conformidade de amostras de leite de acordo com os
limites recomendados pelo Codex Alimentarius (FAO; WHO, 2009a) e pela
Comunidade Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2009).

Um monitoramento de residuos de ionoforos poliéteres em leite podera
contribuir para:

 a avaliagdo da ocorréncia destes residuos no leite e a estimativa da
exposicao ao consumidor a estes contaminantes;

» averificacdo das boas praticas do uso dos ionoforos poliéteres em bovinos a
fim de avaliar se estdo sendo observadas.

Todas essas informacgfes serdo importantes para que se possa recomendar
medidas preventivas de alcance em toda a cadeia produtiva, a fim de promover e

proteger a saude da populacdo, conforme a missdo da Vigilancia Sanitéaria.
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

A validacdo do método desenvolvido e a realizagdo posterior de um programa
de monitoramento de iondforos poliéteres em leite sera o objeto de projeto de
mestrado profissional a ser submetido ao Programa de Pds-graduacao em Vigilancia
Sanitaria do INCQS.
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