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RESUMO

O possivel risco a saude publica associado a presenca de residuos de
antibioticos no leite € bastante discutido na literatura cientifica, porém, ha poucas
informacdes sobre os efeitos dos processamentos térmicos sobre a tilosina -
antibiético da classe dos macrolideos - em concentragdes residuais. O objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes temperaturas e tempos de aquecimento,
reproduzindo as condi¢cbes comerciais de processamento do leite, a fim de verificar
se h& reducdo na concentracdo dos residuos, bem como a formacgéo de produtos de
degradagdo. A mesma avaliacdo foi efetuada em solugbes padrdo aquosas da
substancia. Um método analitico foi desenvolvido e validado para a determinacdo de
tilosina em leite, baseado em uma extracdo QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe) inovadora e na deteccao por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial triplo quadrupolar (LC-
MS/MS). O método possibilitou a determinacdo da tilosina A (principal componente
da mistura de tilosinas A, B, C e D produzida por cepas de Streptomyces fradiae) e a
deteccdo da tilosina B (segundo maior componente e produto de degradacao da
tilosina A em condic8es &cidas). A recuperacédo global da tilosina A em condi¢des de
precisdo intermediaria foi superior a 89,3%, com desvio padrdo relativo inferior a
12% no intervalo de concentracdo de 25 a 75ng/mL. Os valores de CCa, CCp, limite
de deteccdo e de quantificacdo foram de 58,35ng/mL, 71,70ng/mL, 0,84ng/mL e
2,79ng/mL, respectivamente. Um espectrometro de massas por tempo de voo
(Triplo-TOF) também foi empregado para fins de elucidacao estrutural, permitindo a
identificacdo das tilosinas A, B, C e D e do produto de degradacdo DMT. Os dados
obtidos foram tratados estatisticamente para a avaliacdo da estabilidade térmica da
tilosina, expressa na forma de porcentagens de degradacdo. Os resultados
mostraram que a tilosina € bastante resistente a diferentes temperaturas e tempos
de aguecimento, tanto em solugdo aquosa quanto no leite, com uma perda maxima
de concentracao de 10,8% a 62°C por 30 minutos, 13,31% a 78°C por 30 segundos
e 6,47% a 128°C por 4 segundos. A alta estabilidade da tilosina pode representar
um significativo aumento do risco a saude publica, uma vez que os residuos deste
antibiotico permanecem no leite mesmo apdés 0s processamentos térmicos
comerciais.

Palavras-chave: tilosina, leite, processamento térmico.



ABSTRACT

The likely risk to the public health associated to the presence of antibiotic residues in
milk is much discussed in cientific literature. However there are few informations
about the effects of thermal processing on tilosin, macrolide class antibiotic, in
residual concentrations. The objective of this project was evaluate the effect of
different temperatures and heating times, reproducing commercial conditions of milk
processing so that to verify if there is reduction in residues concentration as well as in
the formation of degradation products. The same evaluation was carried out in
agueous standard solutions of the substance. An analytical method was developed
and validated for determination of tilosin in milk, based on an innovative
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) extraction and on
detection by high performance liquid cromatography coupled to triple quadrupole
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The method has enabled determination of
tilosin A (the main component of the mixture of tilosins A, B, C and D produced by
strains of Streptomyces fradiae) and detection of tilosin B (second major component
and degradation product of tilosin A in acid conditions). The overall recovery of tilosin
A under intermediary precision conditions was higher than 89,3%, with relative
standard deviation lower than 12% over the concentration range from 25 to 75ng/mL.
The values of CCa, CCh, detection limit and quantification limit were 58,35ng/mL,
71,70ng/mL, 0,84ng/mL and 2,79ng/mL, respectively. A time-of-flight (TOF) mass
spectrometer was also employed for purpose of structural elucidation allowing the
identification of tilosins A, B, C and D and other degradation products. The obtained
data were statistically treated for the evaluation of heat stability of tilosin expressed in
degradation percentages form. The results have showed that tilosin is very resistent
to different temperatures and heating times both in agueous solution as in milk, with
maximum loss of 10,8% at 62°C for 30 minutes and 13,31% at 78°C for 30 seconds
and 6,47% at 128°C and 4 seconds. The high stability of tilosin can represent a
siginificative rising of risk to the public health since residues of this antibiotic remain
in milk even after commercial thermal processing.

Palavras-chave: tylosin, milk, heat treatment.
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1 INTRODUCAO

1.1 PRODUCAO E CONSUMO DE LEITE

A preocupacdo com a seguranca alimentar, especialmente em relacdo aos
perigos quimicos, tem aumentado nos ultimos anos. O crescimento do mercado de
alimentos, o avangco dos meios de comunicagdo e o aumento da mobilidade das
populacées tém contribuido para a elevacdo dos perfis e significados da seguranca
alimentar e da regulacdo dos alimentos. Por exigéncia do mercado consumidor, o
atual comércio internacional de alimentos desempenha um papel cada vez maior no
fornecimento de produtos que contribuam, simultaneamente, para uma dieta variada
e com qualidade sanitaria (ROSA, 2012).

O leite é considerado o mais completo alimento e possui elevado valor
biolégico na alimentacdo humana. Por ser uma das mais importantes fontes de
proteinas, carboidratos, vitaminas e sais minerais, principalmente para jovens,
idosos e convalescentes, apresenta-se como prioridade para varios programas de
controle. Portanto, do ponto de vista da salude publica, o leite ocupa posicdo de
destaque na nutricdo humana (GERMANO; GERMANO, 2011).

A industria lactea representa uma atividade que tem impacto sécio-econdmico
significativo, pois a produgéo e o consumo do leite e de seus derivados tém crescido
no Brasil e em muitos paises em desenvolvimento (BELTRANE; JUNIOR, 2005).
Mesmo ndo sendo autosuficiente, o Brasil € o quinto maior produtor mundial do
produto, sendo os Estados Unidos o primeiro colocado no ranking mundial de
producdo (EMBRAPA GADO DE LEITE, 2012). De acordo com os dados da
Projecdo do Agronegécio Brasileiro 2012/2013 a 2022/2023 do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) (quadro 1), o leite foi considerado um
dos produtos que apresentam elevadas possibilidades de crescimento com uma taxa
anual de 1,9%. A producéo de leite cru deve chegar a 41,304 milhdes de litros em
2023, e 0 consumo projetado para este ano deve crescer 16,82% em relacéo a 2013
chegando a 42,398 milhdes de litros, 0 que exigird certo volume de importagcdes
(BRASIL, 2013).
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Quadro 1 - Resultados da projecéo da producdo nacional 2012/13 a 2022/23 de leite.

Produto Ano : Iirodugaq : CN:onsumq
(Milhdes de Litros) (Milhdes de Litros)
2013 34,230 35,266
2014 35,017 36,030
2015 35,747 36,756
2016 36,464 37,469
2017 37,151 38,176
Leite 2018 37,845 38,881
2019 38,538 39,584
2020 39,229 40,288
2021 39,921 40,991
2022 40,612 41,695
2023 41,304 42,398

Fonte: Adaptado da Projecdo do Agronegdcio Brasileiro do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, 2013.

Para assegurar a produtividade e a competitividade dos produtos lacteos é
comum o uso de medicamentos veterinarios com fins terapéuticos e/ou profilaticos.
Dentre os medicamentos utilizados, os agentes antimicrobianos estdo entre as
classes mais prescritas. Por isso, 0 monitoramento de seus residuos em alimentos é
uma preocupacdo crescente devido ao seu potencial impacto na saude humana
(ROSA, 2012).

1.2 MASTITE BOVINA: CONTROLE E IMPACTOS NA PRODUCAO LEITEIRA

Dentre as varias patologias que acometem o rebanho leiteiro mundial, a
mastite bovina, uma inflamacao da glandula mamaria, pode ser considerada a mais
comum e a mais onerosa para a exploracdo de animais de interesse zootécnico
destinados a producéo de leite, sendo, por isso, fundamental a prevencgéo, o controle
e o tratamento dessa doenca. Os prejuizos devem-se, principalmente, ao descarte
do leite em consequéncia das alteracdes de sua composicao e/ou pela presenca de
residuos de antibidticos ap0s o tratamento; a queda da producéo total de leite; e aos
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gastos com antibiéticos no tratamento dos animais acometidos. A doenca causa
ainda sofrimento ao animal, além dos efeitos negativos sobre a qualidade do leite e
derivados lacteos, tais como a reducdo dos teores de calcio, fosforo, proteina e
gordura, e aumento de sodio e cloro (CHAGUNDA e col., 2006; DUARTE, 2010;
PERES; ZAPPA, 2011; PILON; TOZZETTI e col., 2008).

Os fatores que afetam a incidéncia e a etiologia da mastite sdo o clima, a
variacdo sazonal, a densidade populacional animal e o manejo (THE MERCK
VETERINARY MANUAL, 2012). A doenca pode ser classificada quanto a sua
etiologia como de origem toxica, traumatica, alérgica, metabdlica ou infecciosa,
sendo as causas infecciosas as de maior incidéncia, com destaque para as
infeccbes bacterianas, embora fungos, algas e virus possam também estar
envolvidos no desenvolvimento da doenca. Dentre 0s micro-organismos bacterianos
predominam o Staphylococcus sp e o Streptococcus sp, responsaveis por cerca de
90 a 95% de todas as infec¢des dos rebanhos leiteiros. Para o controle da mastite, o
uso de antimicrobianos por via intramamaria ou sistémica continua sendo a principal
estratégia utilizada (PERES; ZAPPA, 2011).

1.3 RISCOS ASSOCIADOS AO USO DE AGENTES ANTIMICROBIANOS NA
MEDICINA VETERINARIA

A higiene dos alimentos de origem animal inicia-se nas propriedades de
explorac@o zootécnica. Nesses locais, os rebanhos ou lotes de animais devem ser
submetidos a condicBes de nutricdo e manejo que possibilitem um nivel de saude
elevado, contribuindo para a producdo de alimentos seguros tanto no aspecto
quimico quanto microbiol6gico (GERMANO; GERMANO, 2011).

O amplo uso de agentes antimicrobianos em animais produtores de alimentos
para aumentar a taxa de ganho de peso e melhorar a eficiéncia alimentar (utilizados
como promotores de crescimento) e para tratar e/ou prevenir enfermidades
(aplicacéo terapéutica e profilatica, respectivamente) podem provocar agravos a
saude devido a presenca de seus residuos em alimentos (TONG e col., 2009). Para
evitar a presenca de residuos nos produtos de origem animal em concentracdes
nocivas a saude humana, € necessario respeitar o periodo de caréncia, que deve

ser indicado na bula, e que varia de acordo com o produto utilizado. Geralmente,
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produtos para vacas em lactacdo apresentam menor periodo de caréncia do que os
produtos para vacas em periodo ndo lactante, os quais sdo desenvolvidos para
permanecerem por algumas semanas no tbere (JUNIOR, 2004).

A exposicdo prolongada a estes residuos pela ingestdo em pequenas
quantidades através dos alimentos pode levar a efeitos indesejaveis diretos ou
indiretos em humanos. Os efeitos diretos podem manifestar-se como:

e Alérgicos: sintomas alérgicos em individuos hipersensiveis;

¢ Citotoxicos: imunopatolégicos, hepatotoxicos, nefrotdéxicos e toxicidade para a
medula 0ssea;

e Genotoéxicos: carcinogenicidade e mutagenicidade;

e Desordens reprodutivas.

Os efeitos indiretos sao igualmente importantes e manifestam-se como:

e Desenvolvimento de micro-organismos resistentes a antimicrobianos usados na
terapia humana (BURKIN; GALVIDIS, 2012; NISHA, 2008).

O emprego de agentes antimicrobianos como promotores de crescimento esta
em discussdo devido ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana a
antimicrobianos e seu impacto na medicina humana. Em reunido conjunta entre as
entidades internacionais, a Organizacdo das NagOes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo (Food and Agriculture Organization, FAO), a Organizacdo Mundial da
Saude (World Health Organization, WHO) e a Organizacdo Mundial de Saude
Animal (Office International dés Epizoties, OIE) reportaram que o uso dessas
substancias em subdoses pode criar condi¢cdes favoraveis ao surgimento,
persisténcia e difusdo de micro-organismos antibittico-resistentes (FAO, 2012).

A resisténcia a antimicrobianos € uma consequéncia inevitavel da adaptacao
evolutiva de micro-organismos, porém, o uso dessas substancias nas praticas
veterinarias tem contribuido significativamente para o rapido aumento da resisténcia
entre micro-organismos patogénicos e comensais. Especula-se que o uso de
antimicrobianos na agropecuaria é o principal fator desencadeador da resisténcia
por varias evidéncias: o amplo uso de agentes antimicrobianos na producédo animal,
incluindo o uso como aditivos na racao, para suprir o mercado com produtos de
origem animal para consumo humano; o uso de drogas com mesmo mecanismo de
acao daquelas disponiveis para uso na medicina humana, resultando na exposicéo

humana a patégenos resistentes a antimicrobianos através dos alimentos e também
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devido a liberacdo generalizada dessas substancias no ambiente (SILBERGELD e
col., 2008).

Devido a pouca regulamentacdo e fiscalizacdo do uso ndo humano de
antibioticos no mundo, a resisténcia bacteriana tem se tornado um sério problema de
Saude Publica. Segundo um levantamento de dados efetuado em 2013 sobre o uso
de antibidticos nos Estados Unidos, sdo consumidos diariamente neste pais cerca
de uma tonelada de antibidticos, destes, 80% séo destinados somente a agricultura
(Figura 1) contribuindo fortemente para a pressdo seletiva a favor dos micro-
organismos resistentes. Por estes motivos, varias entidades internacionais tém
alertado para a tomada de medidas a fim de retardar a dissemina¢cdo de micro-
organismos resistentes a antimicrobianos (HOLLIS, A; AHMED, Z., 2013).

Figura 1: Consumo de antibiéticos nos Estados Unidos no ano de 2013.

M Pecuaria

H Humanos
M Aquicultura
H Animaisde

companhia

i Agricultura

Fonte: Adaptado de HOLLIS, A.; AHMED, Z. (2013).

1.4 VIGILANCIA SANITARIA E RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS
EM ALIMENTOS

No Brasil, a garantia das a¢fes de Vigilancia Sanitaria de alimentos é
compartilihada entre o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento e a
ANVISA, érgao competente do Ministério da Saude.
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A ANVISA, frente & questdo da presenca de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos e a sua relacdo com a resisténcia bacteriana promoveu,
no ano de 2000, um forum de discussao, com a participacdo de representantes do
governo e da sociedade civil, que culminou em uma proposta de acéo de vigilancia
sanitaria denominada “Medicamentos Veterinarios x Saude Publica”. Essa proposta
continha duas linhas basicas de monitoramento: residuos em alimentos e resisténcia
bacteriana (RDC n°5 de 24 de janeiro de 2000). A preocupacao daquele forum com
o0 uso de medicamentos veterinarios em animais de producdo, cujos residuos nos
alimentos poderiam significar risco a saude publica motivou o inicio do Programa de
Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Produtos de Origem Animal
(PAMVet) em 2002, cujo objetivo geral € “subsidiar a andlise de risco do uso de
medicamentos veterinarios em animais produtores de alimentos visando fortalecer
0S mecanismos de controle sanitario.” O Programa foi instituido, oficialmente, pela
Resolugdo RDC n° 253, de 16 de setembro de 2003, onde a primeira matriz de
analise foi o leite, por se constituir em uma importante fonte de nutrientes para a
populacao brasileira, principalmente criancas e idosos.

Outro programa federal de fiscalizagdo e monitoramento de residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos também esta em vigor, o Programa
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) do Ministério da
Agricultura, instituido pela Instrucdo Normativa SDA n°42 de 20 de dezembro de
1999, cujos objetivos sdo: “(1) conhecer o potencial de exposi¢cdo da populacdo aos
residuos nocivos a salude do consumidor, parametro orientador para a adocao de
politicas nacionais de saude animal e fiscalizacdo sanitaria e (2) impedir o abate
para consumo de animais oriundos de criatorios onde se tenha constatado violacéo
aos LMR e, sobretudo, ao uso de drogas veterindrias proibidas no territério
nacional”.

Além dessas acdes, um controle rigoroso dos medicamentos de uso
veterinario € necessario para garantir a seguranca dos alimentos de origem animal
devido aos possiveis riscos a salde humana decorrentes do crescente uso destas
substancias na producdo animal. Estes medicamentos também devem ser
regulamentados por diretrizes adequadas a fim de assegurar sua qualidade,
seguranca e eficécia.

Assim sendo, todas estas a¢des sdo de fundamental importancia tanto para a

guestdo da resisténcia bacteriana quanto para o conhecimento da exposicdo da
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populacdo aos residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem

animal.

1.5 MACROLIDEOS: CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS, MECANISMO DE
ACAO E ASPECTOS TOXICOLOGICOS

Antibiéticos macrolideos sdo um grupo de compostos ativos contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas, produzidos por varios organismos do género
Streptomyces e cujas moléculas caracterizam-se por uma estrutura quimica comum,
o anel lactona macrociclico contendo 14, 15 ou 16 atomos de carbono, com
moléculas de acucares (desosamina, cladinose, micaminose, micarose e
micosamina) ligadas por ligacdes glicosidicas (KANFER e col., 1998; SISMOTTO e
col., 2013).

Os macrolideos classificam-se em grupos de acordo com o0 numero de
atomos de carbono do anel lactona:

e Grupo de 14 carbonos: eritromicina, roxitromicina e claritromicina;
e Grupo de 15 carbonos: azitromicina;
e Grupo de 16 carbonos: espiramicina, josamicina, tilmicosina e tilosina.

Quimicamente, os macrolideos apresentam em geral pKa entre 7,1 e 9,9 e
alguns sédo sensiveis ao pH baixo sofrendo degradacdo em condi¢cdes &cidas
(SISMOTTO e col., 2013).

Dentro da ampla gama de drogas antimicrobianas permitidas para uso nos
animais produtores de alimentos, essa classe destaca-se como uma das mais
usadas. O emprego desses agentes na medicina humana e veterinaria varia entre 0s
paises. O quadro 2 apresenta os antimicrobianos clinicamente mais importantes da
classe dos macrolideos nos diversos paises e regides (BURKIN; GALVIDIS, 2012;
GUARDABASSI e col., 2010; SILBERGELD, 2008).



31

Quadro 2 - Antimicrobianos macrolideos clinicamente mais importantes no mundo.

Pais Macrolideos
Kitasamicina

Australia Oleandomicina
Tilosina
Tilosina

Unido Europeia o
Espiramicina

) Eritromicina
Canada o
Tilosina

Eritromicina
, Oleandomicina
Estados Unidos o
Tilosina

Tiamulina

Fonte: Adaptado de Silbergeld e col., 2008.

Atualmente no Brasil os antibiéticos macrolideos estdo disponiveis para o
tratamento de diversas infec¢cdes bacterianas agudas e crbnicas em animais e
também como aditivos alimentares. Os macrolideos mais comumente usados para
fins terapéuticos sdo: eritromicina, espiramicina e tilosina, sendo estas duas Ultimas
usadas exclusivamente na medicina veterinaria (SPISSO e col., 2010).

Em geral, os macrolideos atuam inibindo a sintese proteica por ligacdo ao
ribossomo 50S bacteriano, impedindo assim a traducdo de polipeptideos
(HAMSCHER, 2006; SOUTO, 1998).

Quanto aos aspectos toxicoldgicos, ainda sdo escassos os dados disponiveis
publicamente na literatura cientifica em relacdo aos macrolideos, porém existem
relatos da ocorréncia de disturbios gastro-intestinais, reacdes de hipersensibilidade e
inibicdo do metabolismo hepatico. Ainda assim, ndo ha evidéncias de efeitos toxicos

mais graves devido ao uso de antibioticos macrolideos (SPISSO e col., 2010).

1.6 IMPLICACOES DO USO DE MACROLIDEOS SOBRE A QUESTAO DA
RESISTENCIA BACTERIANA

Frente a situacdo preocupante da resisténcia bacteriana a antimicrobianos, a

Organizacdo Mundial da Saude (OMS) priorizou a classe dos macrolideos como
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uma das trés principais para o desenvolvimento de estratégias de gestdo de risco a
fim de preservar sua eficacia na medicina humana, ja que a resisténcia pode emergir
em patdgenos zoonoéticos como Campylobacter spp e Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus, MRSA)
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2007). A OIE considera alguns macrolideos,
como a eritromicina, espiramicina, tilmicosina e tilosina, como antimicrobianos
criticamente importantes na medicina veterinaria ja que existem poucos tratamentos
alternativos para algumas doencas que acometem bovinos, suinos e aves (WORLD
ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2007).

Atenta a este cendério, a Unido Europeia (EU) vem ao longo dos anos proibindo
0 uso de antibidticos como promotores de crescimento a fim de reduzir o volume
disponivel dessas substancias para esta finalidade. Em 1998, apds consulta ao
Comité Cientifico para a Alimentacdo Animal (CCAA), a UE reconheceu que a vasta
utilizacdo de macrolideos na alimentacdo animal contribuiria, a longo prazo, para a
selecédo de micro-organismos resistentes e sua provavel transferéncia para o homem
ou dos seus genes da resisténcia. Portanto, para proteger a saude humana, a UE
decidiu retirar a autorizagdo dos antibiéticos macrolideos tilosina e espiramicina para
uso como promotores de crescimento (UNIAO EUROPEIA, 1998).

O MAPA instituiu no ano de 2003 um grupo de trabalho (GT) para analisar e
reavaliar o uso de antimicrobianos como aditivos e seus reflexos na Saude Publica.
Nesta ocasido, os macrolideos tilosina e espiramicina, entre outras poucas
moléculas, foram especialmente analisados. Em relagdo ao uso da tilosina e da
espiramicina, o GT concluiu que os dados relativos a toxicidade dessas substancias
nao sdo relevantes do ponto de vista da decisdo da continuidade ou ndo do uso
desta molécula como aditivo promotor de crescimento sob a premissa de que o
potencial de risco ainda ndo estd dimensionado e quantificado e que a retirada
dessas substancias implicardA em perda relevante de eficiéncia produtiva e
consequente prejuizo da producdo animal em nosso pais (BRASIL, 2003).
Entretanto, apds nove anos o MAPA, através da Instrugdo Normativa n° 14 de 2012,
proibiu a importacdo, fabricacio e o uso das substancias antimicrobianas
espiramicina e eritromicina com finalidade de aditivo zootécnico melhorador de
desempenho (MAPA, 2012). A tilosina segue até entdo permitida para esta mesma

finalidade no Brasil, além do emprego terapéutico nos produtos de uso veterinario.
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1.7 TILOSINA

Uma pesquisa realizada no Compéndio de Produtos Veterinarios revelou que
0s antibioticos macrolideos estédo disponiveis para o tratamento de uma ampla gama

de infec¢gBes bacterianas agudas e cronicas (quadro 3).

Quadro 3: Resultado da pesquisa ho CPVS-SINDAN do quantitativo de macrolideos disponiveis para
uso em diferentes espécies animais (atualizacdo em 04/01/2014).

ESPECIE MACROLIDEOS
ANIMAL Tilosina Tilmicosina Josamicina Espiramicina
Bovinos 7 1 0 4
Aves 3 1 1 0
Ovinos 4 0 0 0
Caprinos 6 0 0 0
Suinos 11 2 0 0
Caninos 0 0 4
Felinos 0 0 4
Equinos 0 0 0
TOTAL 31 4 1 12

Nesta classe de antibidticos, tem sido observado um predominio de tilosina
nas formulacdes dos medicamentos indicados para o tratamento da mastite bovina
no mercado brasileiro (CPVS-SINDAN, 2013).

A tilosina - n° no Chemical Abstract Service (CAS) 1401-69-0, formula
molecular CasH77NO17 e massa molar 916,0g/mol - € um antibiético macrolideo
frequentemente usado na medicina veterindria para o tratamento da mastite e que
possui atividade contra organismos gram-positivos e gram-negativos. Sua
composicdo € caracterizada por um anel lactona com 16 membros e trés
amino/neutro acucares (micaminose, micinose e micarose) que dao a molécula um
carater basico.

A tilosina constitui-se de uma mistura de quatro antibiéticos macrolideos
produzidos por cepas de Streptomyces fradiae. O principal componente da mistura é
a tilosina A (mais de 80%), embora as tilosinas B (desmicosina), C (macrocina) e D
(relomicina) possam também estar presentes em quantidades variaveis dependendo

da fabricacéo (Figura 2). A atividade antimicrobiana se deve principalmente a tilosina
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A, enquanto as tilosinas B, C, D e a diidrodesmicosina (um metabdlito) apresentam
cerca de 83%, 75%, 35% e 31% da atividade da tilosina A, respectivamente (WHO,
2008; CHOPRA e col., 2013).

Figura 2 - Estrutura dos antibiéticos macrolideos tilosina A, B, C, D e do metabdlito diidrodesmicosina.

Il cn . om
g™ ey S 20 HsC i
20 10 8\| _.H‘I N, CH \ —CHy
; -
HO HgC._ A1t 7L 1% ,,-N ~° _OoR3 \O__-._r_-__-\ _OH

A
CHy  Micarase

Formula Anel
R1 R> R3

Molecular Lactona
Tilosina A C46H77NO17 CHO CHs Micarose Presente
Tilosina B C39HesNO14 CHO CHs H Presente
Tilosina C CasH7sNOz17 CHO H Micarose Presente
Tilosina D C46H79NO17 CH20H CHs Micarose Presente
Diidrodesmicosina C3zgHs7NO14 CH20H CHs H Presente

Fonte: Adaptado de Ashenafi e col., 2011.

A tilosina, por ser uma base fraca lipofilica, passa rapidamente do plasma
sanguineo para o leite, podendo deixar residuos neste fluido e nos tecidos animais
comestiveis e causar efeitos indesejaveis a saude do consumidor, como o0
aparecimento de alergias em individuos com hipersensibilidade e desenvolvimento
de bactérias antibiético-resistentes (JUAN e col., 2010; WHO, 2008). Esta ultima é a

principal preocupacéo em relacdo ao uso da tilosina e demais macrolideos.

1.8 PRODUTOS DE BIOTRANSFORMACAO, PRODUTOS DE DEGRADACAO E
IMPUREZAS DA TILOSINA

Poucos estudos tém sido realizados a fim de caracterizar impurezas, produtos

de biotransformacdo e de degradacdo da tilosina. No entanto, a determinagao do
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contetdo, a identificacdo de impurezas desconhecidas e o estabelecimento de
limites apropriados para estas substancias sdo importantes parametros que ajudam
a avaliar a qualidade de uma droga, e consequentemente 0S poOssSiveis riscos
associados ao seu uso em animais produtores de alimentos. Chopra e
colaboradores realizaram em 2013 a caracterizagdo de impurezas da tilosina por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, com analisador do tipo
quadrupolo-armadilha de ions (ion trap) (QIT). Através desta técnica foi possivel
separar 0s quatro principais componentes da tilosina (tilosina A, B, C e D) além de
vinte e trés outras impurezas até entdo desconhecidas (quadro 4). Além destas,
varias substancias relacionadas formadas durante a producdo da tilosina por
fermentacdo foram elucidadas, dentre elas a 5-O-micaminosiltiionolideo (OMT),
demicinosiltilosina (DMT), lactenocina (LACT), 20-diidrodesmicosina (DHTB), tilosina
A aldol (TAD) e isotilosina A (IsoTA). A TAD é formada a partir da tilosina A em
solugdes neutras e alcalinas, enquanto a isoTA € um produto da fotodegradacéo
formado a partir da exposicéo de solucédo de tilosina A a luz (CHOPRA e col., 2013).

Quadro 4: Impurezas conhecidas da tilosina.

Impureza m/z
OMT 598

DMT 742
Isbmero da tilosina B 772
LACT 758
Isbmero da tilosina C 902
DHTB 774

TB 772

Isbmero da tilosina A 916
Tilosina C 902

TAD 916
Tilosina D 918
Tilosina A 916
ISoTA 916
Isbmero da tilosina D 918

Fonte: Adaptado de CHOPRA e col (2013).
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Segundo estudos em ratos para a coleta de dados bioquimicos, os principais
compostos derivados da biotransformacgédo hepatica da tilosina sdo a tilosina A, a
tilosina D (relomicina) e a diidrodesmicosina (WHO, 2008). Em condicfes acidas, a
tilosina A degrada-se gradualmente a tilosina B e, apesar da tilosina A ser
considerada o residuo marcador, a presenca dos outros tipos de tilosina pode levar
a uma diferenca de 15% na quantificacdo de seus residuos totais (SISMOTTO e col.,
2013). Além disso, o fato da tilosina e alguns dos seus produtos de degradacao
apresentar atividade bioloégica demonstra a importancia do monitoramento dessas

substancias nos alimentos.

1.9 ASPECTOS REGULATORIOS

Orgéos internacionais de saude publica, liderados pela OMS, tém mostrado,
ao longo das ultimas décadas, preocupacédo cada vez maior com a qualidade dos
alimentos e suas possiveis repercussfes na saude dos consumidores, como
também com o comércio mundial de produtos alimenticios, sejam in natura ou
industrializados (GERMANO; GERMANO, 2011).

Considerando que a contaminacdo do leite por agentes quimicos, incluindo os
residuos de antimicrobianos, pode se constituir em um problema de Saude Publica,
caso as Boas Praticas Veterindrias ndo sejam obedecidas, o0 MAPA, através da
Instrugdo Normativa n® 62 de 2011, regula o envio de leite de animais tratados com
medicamentos de uso veterinario em geral a estabelecimentos industriais para
beneficiamento, exigindo a pesquisa periddica de residuos (BRASIL, 2011).

Além dessas medidas, a fim de possibilitar a garantia da inocuidade dos
alimentos e, consequentemente, a protecdo da salude dos consumidores no ambito
mundial e, ao mesmo tempo, zelar pela aplicacdo de préticas leais no comércio de
alimentos, um grupo de especialistas de varios paises € periodicamente convocado
pela FAO/WHO para discutir questdes relacionadas a seguranca dos residuos dos
medicamentos veterinarios nos alimentos de origem animal. Este grupo de
especialistas, conhecido como Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA)
efetua as avaliagGes de risco e recomenda valores de ingestdo diaria aceitavel (IDA)
e limites maximos de residuos (LMR) para cada substancia candidata quando

administrada em animais produtores de alimentos de acordo com as Boas Praticas
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Veterinarias. Essas recomendacfes sdo encaminhadas ao comité do Codex
Alimentarius sobre Residuos de Medicamentos Veterinarios (Codex Committee on
Residues of Veterinary Drugs in Food, CCRVDF) que estabelece os Limites
Maximos de Residuos (LMR) Codex Alimentarius, a fim de harmonizar os acordos
comerciais multilaterais na determinacéo do nivel de protecdo sanitaria pelos paises
participantes (FAO/WHO, 2006).

O Brasil, como membro efetivo da FAO, do Codex Alimentarius e signatério
da OIE, tem participado ativamente das discussdes ligadas ao uso de
antimicrobianos, incorporando em suas acbes as recomendacdes que considera
pertinentes. Diversas autoridades regulatorias, tais como a Agéncia Europeia de
Medicamentos (European Medicines Agency, EMA), a Agéncia para Alimentos e
Medicamentos dos Estados Unidos (Food and Drug Administration, FDA) e, no
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tém regulamentado
niveis aceitaveis de residuos nos alimentos, ou seja, 0s Limites Maximos de
Residuos (LMR). Entende-se como LMR a concentracdo maxima (expressa em
mg/Kg, ng/Kg, mg/L ou pg/L) permitida legalmente ou reconhecidamente admissivel
em um alimento (BRASIL, 2006).

O quadro 5 apresenta os LMR em leite de antimicrobianos macrolideos
instituidos por diversas organizacdes, paises ou regides. E importante destacar que
diferentes valores de LMR foram estabelecidos pelo Codex Alimentarius, Unido
Europeia (UE), Estados Unidos (EUA), Argentina, Australia, Japdo e Taiwan.
Observa-se que o valor de LMR para a tilosina recomendado pelo Codex e adotado
pela Argentina, 100 pg/kg, é o dobro do estabelecido pelos demais paises, 50 ug/kg,
0 que se deve as diferentes avaliacdes de risco empregadas. Durante o processo de
avaliacdo de risco, valores de ingestdo diaria aceitavel (IDA) sédo calculados para
cada substancia. Para a tilosina, a IDA estimada pelo JECFA (Joint Expert
Committee on Food Additives), que subsidia o Codex, é cinco vezes maior do que a
estimada pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA, European Medicines
Agency), esclarecendo a diferenga numeérica de valores de LMR estabelecidos por
estas organizacbes. A Comunidade Europeia aguarda ainda uma proposta de
projeto de LMR Codex para a tilosina no leite incluindo a avaliacdo de dados
toxicologicos, jA que o atual valor baseia-se em testes de susceptibilidade

microbiana e ndo na toxicidade da substancia (CODEX, 2009).
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Quadro 5 - Limites Maximos de Residuos (LMRs) de antimicrobianos macrolideos para o leite.

LMR (ug/Kg)

Analito
Brasii UE EUA CODEX Argentina Australia Japdo Taiwan
Eritromicina 40* 40 - - 40 40 40 40
Espiramicina - 200 - 200 - - - 200
Tilosina - 50 50 100 100 50 50 50
Tilmicosina - 50 - - - 25 (T)** 50 -
Claritromicina - - - - - - - -
Josamicina - - - - - - - -
Oleandomicina - - - - - - 50 -

Troleandomicina - - = - - - R -
Roxitromicina - - - - - - - R
Diritromicina - - = s - - - R

Azitromicina - - - - - - R -

* Referéncia do MERCOSUL.
** | MR temporério.

Caso os LMRs de alguns antimicrobianos ainda ndo tenham sido estabelecidos
no Brasil, adotam-se aqueles internalizados no Mercado Comum do Sul
(MERCOSUL), os recomendados pelo Codex Alimentarius, os constantes nas
diretivas da Comissao Europeia e/ou os utilizados pelo FDA (SISMOTTO e col.,
2013; PACHECO-SILVA e col., 2014).

Outras ferramentas de controle dos alimentos sdo a inspegédo e os programas
de monitoramento de produtos no comércio e na industria, onde o critério utilizado
leva em conta o risco a salde do consumidor. Estas Ultimas sdo acdes de Vigilancia
Sanitaria de abrangéncia nacional, imediatas, voltadas para coibir ou prevenir riscos
advindos de produtos ou praticas que possam trazer prejuizos a saude da
populacdo. No Brasil, para verificar o atendimento aos LMR de medicamentos
veterinarios em alimentos, dois programas nacionais estdo em vigor, um no ambito
do MAPA, o Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem
Animal (PNCR), onde esta inserido o Programa de Controle de Residuos em Leite
(PCRL), que tem como objetivo garantir a producédo e a produtividade do leite no
territério nacional, bem como o aporte de produtos similares importados (BRASIL,
2008); e outro no ambito da ANVISA, o Programa de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet). Este ultimo
tem por objetivo operacionalizar a competéncia legal da Agéncia de controlar e
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fiscalizar residuos de medicamentos veterinarios em alimentos, tendo como primeira
matriz de analise o leite. Esse programa complementa as ac¢des ja desenvolvidas
pelo MAPA, no setor primario, pois avalia o produto tal como este é apresentado
para o consumidor (BRASIL, 2006).

Em 2013, foi publicada a Instru¢do Normativa n°17, pelo MAPA, que aprovou o
escopo analitico para o monitoramento de produtos de origem animal (leite, carnes,
pescado, ovos, mel e avestruzes) neste ano (BRASIL, 2013). A tilosina ndo constou
no escopo analitico do PNCR/Leite, desde o primeiro exercicio, em 2006, até o
altimo publicado em 2013, e dentre os macrolideos somente a eritromicina foi

incluida no PAMVet até o momento.

1.10 PROCESSAMENTO TERMICO DO LEITE

O leite, assim como a maioria dos produtos de origem animal, é altamente
perecivel. Os elementos nutricionais, sobretudo proteinas, carboidratos, vitaminas e
minerais, tornam o leite um excelente substrato para o crescimento de micro-
organismos (GERMANO; GERMANO, 2011).

No Brasil, a industria de laticinios apresenta elevado nivel de
desenvolvimento tecnoldgico. Diversos processos estao disponiveis para garantir o
abastecimento de alimentos ricos em nutrientes e in6cuos para o homem, contudo,
seu abastecimento regular requer o armazenamento e transporte, operagfes que
demandam certo tempo, durante o qual os produtos ficam expostos a acdo deletéria
de vérios tipos de agentes deteriorantes. Para evitar a acdo desses agentes, as
industrias lacteas utilizam a tecnologia dos alimentos como ferramenta para garantir
a conservacao do leite permitindo seu armazenamento e transporte aos locais de
consumo. Um dos procedimentos fisicos disponiveis para o beneficiamento do leite,
a fim de aumentar a vida util deste alimento, é a aplicacdo do calor (PEREDA, 2005;
ROCA e col., 2010). O uso do calor no leite fluido para consumo humano possui as
seguintes fungdes basicas:

* eliminacéo de bactérias patogénicas;

* reducdo/eliminacdo de bactérias deteriorantes;

* inativacdo das enzimas intrinsecas ao leite.
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Todo processamento térmico legalmente permitido para o leite, promove a
destruicdo dos patdégenos pela acéo letal do calor e inativagdo da lipase, sendo os
principais métodos classificados como pasteurizacéo e esterilizacdo. O processo de
pasteurizacdo ndo promove a eliminacéo de todas as bactérias deteriorantes e, por
isso, o leite deve ser mantido refrigerado durante sua vida Gtil. Os procedimentos de
esterilizacdo eliminam todas as bactérias e inativam a maioria das enzimas do leite,
permitindo seu armazenamento a temperatura ambiente se manuseado e
empacotado sob sistema asséptico apos o tratamento térmico (CHANDAN e col.,
2008).

Segundo a Instru¢cdo Normativa n® 62 de 2011 do MAPA, leite pasteurizado é
o leite fluido elaborado a partir do leite cru refrigerado em propriedade rural
destinado ao consumo humano na sua forma fluida, apés submissdo a tratamento
térmico na faixa de temperatura de 72 a 75°C durante 15 a 20 segundos,
denominado pasteurizacdo rapida (High Temperature-Short Time, HTST). O tempo
de retencdo de 15 segundos é facilmente realizado impulsionando-se o produto
através de determinado comprimento com fluxo especifico. Em estabelecimentos de
laticinios de pequeno porte pode ser adotada a pasteurizacdo lenta (Low
Temperature-Long Time, LTLT) a temperatura de 65°C por 30 minutos para a
producéo de leite pasteurizado para abastecimento publico ou para a producdo de
derivados lacteos (BRASIL, 2011; CHANDAN e col., 2008).

Entende-se como leite UAT, o leite submetido a uma temperatura entre 130 a
150°C durante 2 a 4 segundos (BRASIL, 1997). Com tratamento UAT do leite busca-
se obter um produto microbiologicamente estavel para permitir seu armazenamento
a temperatura ambiente por longo periodo. A elaboracdo de leite UAT ocorre
mediante dois métodos:

e UAT indireto: pelo uso de trocadores de calor;

e UAT direto: por injecdo de vapor (PEREDA e col., 2005).

No método indireto, o calor € transferido de um meio de aquecimento para o
produto por meio de uma parede diviséria, enquanto no método direto o leite entra
em contato direto com o meio de aguecimento, no caso, vapor de agua.

O sistema direto de processamento UAT pode ocorrer de dois modos:

* injecao direta de vapor: o vapor de qualidade sanitaria entra em contato com

o leite e a quantidade de agua incorporada € posteriormente removida;
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« infusdo direta de vapor: consiste em passar o leite pré-aquecido atravées de
uma camara de vapor pressurizado (tipo spray). Com o aumento da superficie de
exposicao, ocorre um aquecimento mais rapido e uniforme das particulas de leite.

O sistema indireto de processamento UAT pode ser realizado através de trés
diferentes sistemas: trocadores de calor tubular, trocadores de calor a placas e
trocadores de calor com superficie raspada. (UFSC, 2013).

Trocadores de calor com superficie raspada sdo amplamente utilizados em
industrias alimenticias, pois permitem que fluidos viscosos como o leite possam ser
processados. A principal caracteristica deste trocador de calor em relagdo aos
convencionais é a presenca de um elemento moével, o raspador, montado em um
rotor que promove um notavel incremento no coeficiente de transferéncia de calor
em liquidos viscosos (TICONA, E. M., 2007).

1.11 ESTADO DA ARTE A RESPEITO DO IMPACTO DO PROCESSAMENTO
TERMICO SOBRE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS MACROLIDEOS EM LEITE

Para a avaliacdo da exposicao e estabelecimento de LMR de medicamentos
veterinarios ainda ndo sdo considerados os efeitos provocados pelo processamento
térmico dos alimentos, bem como seu armazenamento, sendo considerados o0s
alimentos crus. No Brasil, 0 MAPA através do Decreto n° 30.691 de 1952 obriga a
pasteurizacdo em estabelecimentos apropriados de todo tipo de leite ofertado para o
consumo humano. No entanto, informacBes sobre o efeito do aquecimento do leite
sobre os residuos de antimicrobianos sédo fundamentais para determinar se 0s
tradicionais processos de tratamento térmico alteram a quantidade e a identidade
dos eventuais residuos presentes, para que essas informacdes possam ser
consideradas nos calculos de estimativas de ingestao (SPISSO, 2006).

O tratamento térmico do leite pode alterar a atividade antimicrobiana dos
residuos de antibidticos pela degradacdo dos principios ativos e promover o
aparecimento de produtos de transformacdo que podem ser até mais toxicos que 0s
originais (ZORRAQUINO e col, 2011). A inativacdo ou modificacdo do
antimicrobiano € um dos mecanismos reconhecidos como responsaveis pela
resisténcia a antimicrobianos (SCHMIEDER, EDWARDS, 2012).
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7

Tradicionalmente, a estabilidade térmica de antibiéticos € avaliada pela
diminuicdo da atividade antimicrobiana contra micro-organismos suscetiveis apos
tratamentos térmicos. A maioria dos estudos de estabilidade térmica avaliou a
degradacdo de medicamentos precursores e poucos deles discorreram sobre a
possivel formacéo de produtos de degradacéo téxicos (HSIEH, 2011).

Um levantamento bibliografico na base de dados SciFinder Scholar
demonstrou ser muito escasso o numero de publicacfes relacionadas ao efeito do
tratamento térmico sobre antibidticos macrolideos em leite. Até o momento foram
identificados apenas dois artigos sobre esse tema: o primeiro empregou meétodos
baseados na reducao da atividade antimicrobiana de macrolideos e lincosamidas em
leite, o segundo utilizou técnicas cromatograficas para a avaliacdo do efeito do
processamento térmico doméstico sobre residuos de tilosina, eritromicina,
espiramicina e cloranfenicol em leite. Os resultados encontrados estao apresentados
no quadro 6.

Quadro 6 - Resultados dos trabalhos encontrados no levantamento bibliografico.

Condicao térmica Macrolideos % Inativacao
Autores
empregada estudados observada
Eritromicina 93
120°C /20 min Espiramicina 64
Tilosina 51
_ Eritromicina 30
Zorraquino e col, o
140°C /10 seg Espiramicina 35
2011
Tilosina 12
Eritromicina 21
60°C / 30 min Espiramicina 13
Tilosina NS
Eritromicina 54
Shalaby e col., _ o
100°C /5 min Espiramicina 57,4
2010
Tilosina 35

NS : efeito ndo significativo.
Fonte: Adaptado de Zorraquino e col. (2011); Shalaby e col. (2010).

No estudo realizado por Zorraquino e col. (2011), a tilosina, entre os

macrolideos estudados, foi a que apresentou as menores taxas de inativacdo em
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todas as condi¢cfes térmicas empregadas. O tratamento a 140°C por 10 segundos
(condicbes semelhantes as do tratamento térmico usado na producao de leites UAT)
resultou em uma porcentagem de inativacdo da tilosina de 12%, enquanto no
tratamento térmico a 60°C por 30 minutos (condi¢cdes semelhantes as do tratamento
térmico usado na pasteurizacdo lenta), os efeitos ndo foram significativos. Na
pesquisa realizada por Shalaby e col. (2010), a tilosina, entre os macrolideos
avaliados, também apresentou a menor inativacdo pelo calor, levando a acreditar
que esta molécula apresenta maior estabilidade térmica em relacdo aos outros
macrolideos em estudo.

Segundo estes artigos recentes, a degradacdo da molécula de tilosina sera
maior quanto mais drastico for o processamento térmico aplicado, ou seja, quanto
maior o tempo de exposicdo a altas temperaturas. Isso pode acarretar em
desnaturacdo de proteinas, perda de agua e gordura e modificagcdo da acidez ou
alcalinidade levando a perdas de nutrientes e danos sensoriais, 0 que torna o leite
processado improprio ou inadequado para o consumo humano. Além disso, todos
esses processos podem mudar a concentragdo e a natureza quimica das
substancias presentes, assim como a velocidade das reacdes quimicas (SHALABY
e col., 2010).

1.12 ESTADO DA ARTE A RESPEITO DAS TECNICAS ANALITICAS PARA A
DETERMINACAO DE RESIDUOS DE TILOSINA EM LEITE

Os reduzidos valores de LMR estabelecidos pelos érgdos internacionais e
nacionais, que regulam os niveis de medicamentos veterinarios em produtos de
origem animal, e a complexidade dessas matrizes requerem o desenvolvimento de
metodologias analiticas sensiveis, seletivas e robustas. O Quadro 7 expfe 0s
resultados da pesquisa bibliografica realizada por Costa (2012), das técnicas mais
utilizadas para a determinacdo do antibiético macrolideo tilosina no leite, no periodo
de 2007 a 2012, atualizada para o ano de 2013.
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Quadro 7: Resultados do levantamento bibliografico de Costa (2012), atualizado para 2013.

Técnica Usada
Ano e . ., . ..
Cromatogréafica Microbiologica Imunoquimica
2013 Freitas e col. Nagel e col. -
2012 Juan e col. Nagel e col. FE) © Eelky
Burkin e col
Gradinaru e col.;
Bilandizic e col.; Bilandizic e Karamibonari e col.;
2011 Clark e col.; col.; Movassagh e col.;
Sanli e col. Nagel e col. Bilandizic e col.;
Su e col.
Juan e col.;
2010 Sokol e col.; - -
Vidal e col.
2009 Bohmecol:  A\Mthausae col.; :
Sierra e col.
Stolker e col ;
2008 Turmpseed e col.; Mohsenzadeh e Bang-Ce e col.
Aguilera-Luiz e col.
col.
Linage e col.; .
2007 Wang e col. Litterio e col.
Total de
Publicacbes - 9 .

Fonte: Adaptado de COSTA, R.P. (2012).

Os resultados da pesquisa realizada por Costa em 2012, atualizada em 2013,
mostram que a andlise de residuos de tilosina no leite tem sido realizada
preferencialmente por cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance
Liguid Chromatography, HPLC) utilizando detectores ultravioleta/visivel (UV-Vis),
fluorescéncia e mais recentemente, espectrbmetros de massas (MS). As duas
primeiras técnicas oferecem informacfes limitadas sobre as estruturas das

moléculas e as técnicas de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
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Espectrometria de Massas (LC-MS) tém se constituido em ferramentas cada vez
mais poderosas na identificacdo e quantificacdo de drogas, metabdlitos e produtos
de degradacdo. Os métodos microbiolégicos e imunoquimicos de triagem ndo séo
capazes de fornecer informacfes inequivocas sobre a estrutura das substancias
originais e de eventuais produtos de degradacdo. As técnicas de LC-MS sdo mais
adequadas para este propoésito e possibilitam a obtencdo de métodos analiticos com
especificidade, sensibilidade, linearidade, precisdo, recuperacdo e exatidao
aceitaveis (JUAN, 2010).

1.13 USO DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS NA IDENTIFICACAO E
QUANTIFICACAO DE MACROLIDEOS, PRODUTOS DE BIOTRANSFORMACAO,
PRODUTOS DE DEGRADACAO E IMPUREZAS

Dentre as possiveis aplicacdes da espectrometria de massas na analise de
macrolideos estdo a identificacdo, quantificacdo e elucidacdo estrutural dos
macrolideos, seus produtos de biotransformacdo, suas impurezas e produtos de
degradacédo. Os espectrometros de massas mais frequentemente utilizados para
esta finalidade sdo o simples quadrupolo, o triplo quadrupolo e o hibrido quadrupolo-
tempo de voo (CHOWDHURY, 2005).

As técnicas de ionizacdo a pressdo atmosférica mais comumente
empregadas sdo a ioniza¢do quimica a pressdo atmosférica (Atmospheric Pressure
Chemical lonization, APCI) e a ionizacdo por eletrospray (Electrospray lonization,
ESI). Tanto a ESI quanto APCI séo técnicas brandas de ionizacdo que possibilitam a
protonacdo ou a desprotonacdo de moléculas, o que facilita a identificacdo dos
compostos, sem a obrigatoriedade do uso de bibliotecas de espectros. Na analise de
macrolideos predomina o uso da ESI. Devido a presenca de nitrogénio em suas
moléculas sdo facilmente protonaveis a ions com carga simples, dupla ou tripla
([M+H]*, [M+2H]?* e [M+3H]®*, respectivamente) em fontes ESI no modo positivo. O
namero de cargas possiveis de serem acomodadas nas moléculas esta relacionado
ao numero de nitrogénios presentes nas mesmas. A tilosina, por exemplo, forma
apenas ions monoprotonados (CHOWDHURY, 2005; SISMOTTO e col., 2013).

Com o espectrbmetro de massas simples ou triplo quadrupolo, dados de

massa sao obtidos por varredura no primeiro quadrupolo e os ions sdo separados
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por sua relacdo massa/carga. Dados relacionados aos ions produtos sao obtidos
somente com o triplo quadrupolo, onde os ions de interesse sdo selecionados no
primeiro quadrupolo, fragmentados na célula de colisdo e separados no terceiro
quadrupolo para subsequente deteccdo. O triplo quadrupolo permite ainda realizar
experimentos de perdas neutras constantes e ions precursores (CHOWDHURY,
2005).

A varredura de perdas neutras e a varredura do ion precursor facilitam
enormemente o0 processo de identificacdo de metabdlitos e produtos de degradacéao.
Uma varredura de perdas neutras constantes permite a deteccdo de todos os
compostos ionizados que perdem uma entidade especifica (por exemplo, H20 e SO3
dentre outros) mediante dissociacdo induzida por colisdo; e a varredura do ion
precursor permite a deteccdo de todos os compostos ionizados que dao origem a
um ion produto especifico mediante dissociacdo induzida por colisédo
(CHOWDHURY, 2005).

Por fim, o espectrdmetro de massas triplo quadrupolo permite ainda operar no
modo monitoramento de rea¢Bes multiplas (Multiple Reaction Monitoring, MRM),
onde ions especificos (ions precursores) sdo previamente selecionados no primeiro
quadrupolo, fragmentados na célula de colisdo e os ions fragmentos especificos
(ions produtos) detectados no terceiro quadrupolo (CHOWDHURY, 2005).

Além dos espectrobmetros de massas com analisadores quadrupolo (Q),
analisadores do tipo armadilha de ions (ion trap, IT) e tempo de voo (time-of-flight,
TOF), os sistemas hibridos, como o quadrupolo-tempo de voo (QqTOF), quadrupolo-
armadilha de ions-tempo de voo (QITTOF) e quadrupolo-armadilha de ions linear
(QQqQuir), tem sido bastante empregados na elucidagdo estrutural, pois os dois
primeiros possibilitam a aquisicdo de espectro de massas sequenciais com altas
resolucdo, exatiddo de massa e sensibilidade, enquanto o ultimo combina a
seletividade e a robustez de um triplo quadruplo (QqQ) com a sensibilidade de uma
varredura de MS-MS de um sistema de armadilha de ions linear (QuTt) (GENTILLI,
2005).

Recentemente devido a esse crescente interesse de pesquisadores em
detectar e identificar compostos em amostras complexas, incluindo seus metabdlitos
e produtos de degradacéo, foi introduzido no mercado outro analisador de massas, 0
guadrupolo-quadrupolo/tempo-de-voo (TOF-MS/MS ou Triplo-TOF®), um hibrido da

plataforma triplo quadrupolo com tempo-de-voo. Esse inovador sistema reune as
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maiores caracteristicas de um analizador tipo triplo-quadrupolo com a exatiddo de
massas de um TOF, o que permite uma quantificacdo de compostos com alta
sensibilidade, exatiddo e linearidade, e ao mesmo tempo uma identificacao
inequivoca baseada nas informacdes MS e MS/MS (AB SCIEX, 2010).

Diversas técnicas de espectrometria de massas tem sido usadas na
identificacdo e quantificagdo de macrolideos, seus produtos de biotransformacéo,
produtos de degradacédo e impurezas como a LC-MS (HORIE, M., 2003); LC-MS/MS
(AGUILERA-LUIZ e col., 2008; BOGIALLI, e col., 2007; DUBOIS, M. e col. 2001;
FREITAS e col., 2013; JUAN e col., 2010; NAKAJIMA e col., 2011; TANG e col.,
2012) e LC-QgQuit (GROS e col., 2013).

1.14 TECNICAS DE PREPARO DE AMOSTRAS PARA A DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE TILOSINA EM LEITE

O preparo de uma amostra consiste na extracdo de uma substancia quimica
(normalmente em baixa concentracdo) de uma amostra com subsequente
purificacdo do extrato para isolar o analito de interesse e eliminar quaisquer
componentes que possam interferir no sistema de detecgdo. O emprego da LC-MS,
geralmente, requer um preparo de amostra menos elaborado quando comparado a
HPLC com deteccédo o6tica. Ndo é recomendavel, entretanto, subestimar a etapa de
preparo de amostras para a detec¢cdo e quantificacdo de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos por espectrometria de massas, devido a complexidade
deste tipo de matriz, o que pode dificultar bastante o procedimento analitico devido a
supressdo de ions, a formacdo de adutos, entre outros efeitos. O tratamento das
matrizes alimenticias geralmente requer procedimentos para a desproteinizacao,
remocdo de gordura e aglcares. Um método de preparo de amostra a ser aplicado
no monitoramento e controle de residuos de antimicrobianos em alimentos deve
apresentar as seguintes caracteristicas: rapido, de baixo custo, baixo consumo de
solventes, ndo laborioso e robusto (SISMOTTO e col., 2013).

Diferentes estratégias tém sido utilizadas por diferentes pesquisadores para
extrair residuos de tilosina e fazer o clean-up da matriz de leite tais como: a extracao
liquido-liquido (ELL) (TANG e col., 2012), extragdo em fase solida (EFS) (BOHM e
col.; 2009; DUBOIS e col., 2001; FREITAS e col., 2013; TURNIPSEED e col., 2008),
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extracdo com fluido pressurizado (PLE) (JUAN e col., 2010), extracdo em fase sélida
dispersiva (EFS-dispersiva), dispersao da matriz em fase sélida (DMFS) (BOGIALLI
e col., 2007). Estes métodos possuem como base a instrumentacdo, sendo a
extracdo muitas vezes automatizada, o que aumenta o custo da analise, demanda
analistas treinados, etapas de limpeza no intervalo entre as extracdes, e um clean-
up trabalhoso (SISMOTTO e col., 2013).

Em 2003, o cientista Anastassiades, objetivando atender aos rigorosos
Limites Maximos de Residuos (LMR), publicou um método eficaz para a analise
multiresiduo de pesticidas em frutas por LC-MS/MS ou GC-MS/MS. O nome
sugerido pelo autor foi QUEChERS, do inglés: Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged e Safe, ou seja, rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro. O método
QUEChERS original baseia-se nas seguintes etapas sucessivas:

1) Extracdo com acetonitrila (MeCN) tamponada: possibilita a extracdo de
pequenas quantidades de co-extrativos lipofilicos provenientes da amostra.

2) Particao liquido-liquido apos adicao dos sais secantes sulfato de magnésio
(MgSO0.) e cloreto de sodio (NaCl): induz ao efeito chamado salting out, onde ocorre
a separacao de fases de forma que os analitos de interesse migram para a fase
extratora do solvente devido a reducdo da solubilidade destes compostos na fase
aguosa e a maior parte dos interferentes da matriz permanece na fase aquosa.

3) Separacédo da fase aquosa e dos sais por centrifugacao.

4) Retirada de uma aliquota da fase organica para clean-up por EFS-
dispersiva para remocdo de &acidos organicos, excesso de agua e outros
componentes visando a reducdo do efeito matriz através da combinacdo de
sorventes como amina primaria e secundaria (PSA) e sulfato de magnésio.

5) Andlise dos extratos por técnicas de espectrometria de massas apoés
separacdo cromatografica.

A praticidade e os excelentes resultados fornecidos pelo método QUEChERS
ajudaram na popularizacdo deste método. Em 2007, este método foi adotado como
método oficial da Associagdo de Quimica Analitica Oficial (Association of Official
Analytical Chemistry, AOAC) para a determinacdo de residuos de pesticidas em
alimentos. As vantagens em relagdo aos demais metodos desenvolvidos até a
ocasido sdo o uso de pouca vidraria de laboratério, reduzido niumero de etapas,
facilidade de execugdo, volume minimo de consumo de solvente orgénico e fase

sélida, melhores recuperacdes e a possibilidade de preparar um grande numero de
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amostras simultaneamente, o que torna o método rapido, barato e robusto (COSTA,
2010; ANASTASSIADES e col, 2003; AOAC, 2007; PRESTES e col., 2011).
Inicialmente, este método era aplicavel somente para analise de substancias
apolares em matrizes de baixo teor de gordura, no entanto, pequenas modificacdes
possibilitaram a ampliacdo da sua aplicagéo. Trabalhos mais recentes tém usado o
método QUEChERS e suas modificacbes para a extracdo e clean-up de diversas
classes de antibioticos em leite, porém apenas dois artigos reportaram o uso dos
métodos modificados de extracdo QUEChERS para detectar e quantificar alguns dos
macrolideos presentes neste trabalho, incluindo a tilosina, na matriz leite.
AGUILERA-LUIZ e col. (2008) utilizaram em seus estudos os sais sulfato de
magneésio e acetato de sodio, enquanto NAKAJIMA e col. (2012), utilizaram sulfato
de magnésio, citrato trissddico e cloreto de sddio na determinacédo de residuos de

tilosina em leite.

1.15 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS

Para garantir que um método analitico fornega informacdes confidveis e
interpretaveis sobre a amostra, este deve sofrer uma avaliacdo denominada
validacdo. Se o método utilizado estiver descrito em um compéndio oficial e for
seguido integralmente, a validacdo nao se faz necessaria; caso o método tenha sido
desenvolvido no préprio laboratério, este devera ser validado. A validacdo deve
garantir, por meio de estudos experimentais, qgue o0 método atenda as exigéncias das
aplicacdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados, ou seja, é a
garantia legitima devidamente documentada de que a metodologia é adequada ao
fim a que se destina (ABNT, 2005).

Existem atualmente legislacfes nacionais e internacionais para orientar os
processos de validacdo intralaboratorial de metodologias analiticas para a
determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios, como a Instrucao
Normativa n°® 24 do MAPA e a Decisdo 657/2002 da Comissdo Europeia, esta
relativa ao desempenho de métodos analiticos e a interpretacdo de resultados
(BRASIL, 2009; UNIAO EUROPEIA, 2002).

O laboratério de pesquisa de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
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Alimentos do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude da FIOCRUZ
(INCQS/ FIOCRUZ) redigiu um Procedimento Operacional Padrao (POP), com base
nos principais documentos nacionais e internacionais de validacéo, a fim de orientar
a execucao e interpretacdo dos experimentos de validacao (INCQS, 2013).

Considerando que ndo existe um método normalizado para andlise de
residuos de tilosina em leite, se fez necessério realizar a validacdo do método
desenvolvido para garantir a confiabilidade dos resultados.

A validacdo, segundo as orientacdes deste POP, envolve 0s seguintes

parametros, quando aplicavel:

o seletividade;

. efeito matriz (absoluto e relativo);

. intervalo de medicéo e intervalo linear;
. linearidade (intervalo linear do método)
o sensibilidade;

. limite de deteccéo (LOD);

. limite de quantificacédo (LOQ);

o limite de decisao (CCa);

. capacidade de deteccao (CCp);

o exatidao (veracidade, expressa como tendéncia/recuperacao);
. precisao (repetibilidade, preciséo intermediaria e reprodutibilidade);
. estabilidade do analito.

1.15.1 Seletividade

A seletividade representa a capacidade de um método distinguir de forma
inequivoca o analito de interesse na presenca de componentes provenientes de
misturas complexas, como por exemplo, da matriz de andlise, sem a interferéncia de
outros componentes desta mistura, ou seja, € a avaliacdo da interferéncia de outras
espécies ou produtos de propriedades similares como isébmeros, metabdlitos,
substancias endogenas, produtos de degradacdo e impurezas, dentre outros, que
possam, porventura, estarem presentes (IRISH National Accreditation Board, 2012;
PASCHOAL e col., 2008).



51

1.15.2 Efeito matriz (absoluto e relativo)

A avaliacdo do efeito matriz tem por objetivo averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que compdem a matriz amostral gerando,
basicamente, fendmenos de supressdo ou aumento da eficiéncia de ionizagao e,
consequentemente do sinal instrumental ou resposta instrumental (BRASIL, 2011,
PACHOAL e col., 2008).

O estudo do efeito matriz € imprescindivel quando se deseja trabalhar com
uma curva de calibragdo do analito no solvente, ou seja, com uma curva de
calibragdo ndo matrizada (BRASIL, 2011). A comparagao entre a resposta do analito
no solvente com a resposta do analito na matriz fortificada apds as etapas de
extracdo/purificacdo da amostra € chamada efeito matriz absoluto. A comparacéo

entre diferentes tipos de matriz € chamada de efeito matriz relativo (INCQS, 2013).

1.15.3 Intervalo de medicéo e intervalo linear

O intervalo de medicdo envolve o intervalo de concentracbes do analito que
serdo utilizadas para a construcdo da curva de calibracdo buscando avaliar a
linearidade do método analitico (IRISH National Accreditation Board, 2012;
INMETRO, 2011).

O intervalo linear é o intervalo de concentracdo no qual a intensidade do sinal
obtido é diretamente proporcional a concentracao ou quantidade do analito que esta
produzindo o sinal, ou seja, € o intervalo de medicdo onde um instrumento de
medicdo ou método analitico se mostrou linear. Contudo, o intervalo de medicéo
pode certamente conter um intervalo de concentracdo maior que o intervalo linear, e
a relacao da concentracao e a resposta pode néo ser necessariamente linear (IRISH
National Accreditation Board, 2012).

1.15.4 Linearidade (intervalo linear do método)

E a capacidade do método analitico gerar um sinal (resposta) diretamente
proporcional & concentracdo ou quantidade do analito de interesse. A linearidade é
determinada a partir da formulacdo de uma curva de calibracdo (IRISH National
Accreditation Board, 2012).
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Notas:
» O intervalo linear é o intervalo de concentragdo ou quantidade de um analito
no qual o método demonstra linearidade (IRISH National Accreditation Board,
2012).
e Alguns métodos, calibracdes podem fornecer ajustes ndo-lineares, por

exemplo, ajuste quadratico (IRISH National Accreditation Board, 2012).

1.15.5 Sensibilidade

Demonstra a variagéo da resposta do instrumento em funcdo da concentracao
do analito, ou seja, € 0 quociente entre a variacdo de uma indicacdo de um sistema
de medicdo e a variacdo correspondente do valor da grandeza medida
(concentracéo ou quantidade do analito) (VIM, 2012; PASCHOAL, 2008).

A sensibilidade é geralmente expressa como o coeficiente angular da curva
de calibracdo linear, ou gradiente da funcdo de calibracdo linear (IRISH National
Accreditation Board, 2012).

1.15.6 Limite de deteccgéo (LOD)

E a menor concentracdo ou massa de um analito que pode ser detectada com
uma seguranca aceitavel, apesar de ndo quantificada com preciséo aceitavel (FDA,
2012).

Nota:
e O limite de deteccdo pode também ser estimado para o instrumento de

medicdo ou para o método analitico.

1.15.7 Limite de quantificacédo (LOQ)

E a menor concentragdo ou massa de um analito que pode ser quantificada
com exatidao e precisdo aceitaveis (FDA, 2012). O limite inferior do intervalo de
medicdo é geralmente considerado o limite de quantificacdo (IRISH National
Accreditation Board, 2012, INMETRO, 2011).
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1.15.8 Limite de decisao (CCa)

E o menor nivel de concentracdo no qual o método pode identificar com uma
certeza estatistica de 1-a que o analito em questao esta presente, ou seja, € o limite
a partir do qual se pode concluir que uma amostra é ndo conforme com uma
probabilidade de erro de a (UNIAO EUROPEIA, 2002; PASCHOAL, 2008).

O erro a é a probabilidade da amostra analisada ser conforme apesar do
resultado obtido ser ndo conforme, ou seja, é a falsa decisdo ndo conforme,
terminologia que substituiu o ‘falso positivo” (UNIAO EUROPEIA, 2002).

1.15.9 Capacidade de detecgao (CCpR)

E o teor mais baixo de uma substancia que pode ser detectado, identificado
e/ou quantificado em uma amostra com uma probalidade de erro B. Para as
substancias sem um limite permitido, a capacidade de deteccdo é a concentracdo
mais baixa a que o método é capaz de detectar amostras realmente contaminadas
com uma certeza estatistica de 1-B. No caso de substancias com um limite permitido
estabelecido, isto significa que a capacidade de detec¢do é a concentragdo no limite
permitido com uma certeza estatistica de 1-g (UNIAO EUROPEIA, 2002).

1.15.10 Exatidao

E o grau de concordancia entre o valor medido e o valor verdadeiro do
mensurando (VIM, 2012). E, portanto, a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro usando um procedimento
experimental para uma mesma amostra por repetidas vezes. A exatiddo pode ser
obtida através do uso de material de referencia certificado (MRC), comparacdo de
métodos ou ensaios de recuperacdo. Visto que existem poucos MRC disponiveis
para a andlise de alimentos quanto a presenca de residuos de medicamentos
veterinarios, a exatiddo tem sido avaliada mediante o teste de recuperacéo
(PASCHOAL e col, 2008).

A exatiddo quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica
numa combinacdo de componentes de erros aleatérios e sistematicos (tendéncia ou
bias) (PASCHOAL e col, 2008).
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1.15.11 Veracidade

E o grau de concordancia entre a média de um ndmero suficientemente
grande de resultados de um ensaio e o valor de refeféncia aceito convencionalmente
como verdadeiro (MAPA, 2011).

A medida da veracidade é geralmente expressa quantitativamente pela
estimativa do erro sistematico denominado “tendéncia” (bias), sendo portanto,

inversamente relacionada ao erro sistematico.

1.15.12 Recuperacao

E a porcentagem da concentracdo real de uma substancia recuperada
durante o processo analitico (UNIAO EUROPEIA, 2002).

1.15.13 Precisao

E a estimativa da dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padroes, em
condicdes definidas (MAPA, 2011).

As condicfes definidas para expressar a precisdo podem ser, por exemplo,
condicBes de repetibilidade, condicbes de precisdo intermediaria ou condicdes de
reprodutibilidade.

A precisdo de medi¢do é normamente expressa numericamente pelo desvio-

padrdo, variancia ou coeficiente de variacao.

1.15.13.1 Repetibilidade de medicéo

E a precisdo de medicdo sob um conjunto de condicdes de repetibilidade
(VIM, 2012).

Entende-se como condicdo de repetibilidade a condicdo de medigcdo em um
conjunto de condi¢cdes, as quais incluem o mesmo procedimento de medicao
(método de analise), os mesmos operadores (analistas), 0 mesmo sistema de

medicao (conjunto de instrumentos de medi¢do, reagentes e insumos), as mesmas
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condi¢cbes de operacao e o0 mesmo local, assim como medi¢des repetidas no mesmo

objeto ou em objetos similares durante um curto periodo de tempo (VIM, 2012).

1.15.13.2 Precisado intermediaria de medi¢éo

E a precisdo de medicdo sob um conjunto de condigdes de preciséo
intermediaria (VIM, 2012).

Entende-se como condicdo de precisdo intermediaria a condicdo de medicéo
em um conjunto de condi¢des, as quais compreendem o mesmo procedimento de
medicdo (método de andlise), 0 mesmo local e medigbes repetidas no mesmo objeto
(material de ensaio) ou em objetos similares, ao longo de um periodo extenso de

tempo, mas pode incluir outras condi¢cdes submetidas a mudancas (VIM, 2012).

1.15.14 Estabilidade do analito

A avaliacdo da estabilidade do analito em solugcédo, na matriz e no extrato &
extremamente importante, jA que uma degradacdo do mesmo ou dos constituintes
da matriz durante a estocagem ou andlise da amostra podem afetar a exatiddo dos
resultados (PASCHOAL e col, 2008).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes condi¢cdes de
processamento térmico sobre residuos de tilosina em leite, a fim de verificar se ha
reducdo na concentracdo dos residuos, bem como a formacdo de produtos de

degradacgéo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Estudar o efeito de diferentes condicbes de tempo/temperatura, mimetizando
as condicbes de pasteurizacdo e de ultra-alta temperatura sobre a substancia
tilosina em solugéo, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS).

o Desenvolver e validar uma metodologia analitica para a determinacdo de
residuos de tilosina em leite por LC-MS/MS, com detector do tipo triplo quadrupolo,
incluindo transices de monitoramento de reacdes multiplas (MRM) de possiveis
produtos de degradacdo, de forma que possam ser detectados pela metodologia

analitica.

o Estudar o efeito de diferentes condi¢cdes industriais de processamento
(pasteurizacdo lenta, pasteurizagdo rapida e ultra-alta temperatura), sobre a

substéancia tilosina em leite, empregando a metodologia validada.

o Utilizar a espectrometria de massas de alta resolucao (triplo TOF), a fim de
auxiliar na identificagdo dos possiveis produtos de degradacéo formados em solucdo

e no leite.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Padrbes

O sal tartarato de tilosina foi adquirido da Farmacopeia Americana (Cat. No.

1703850, Lot No. FOD333). A roxitromicina, usada como padréo interno qualitativo,
foi fornecida pela empresa Dr. Ehrenstorfer (Cat. No. C16860000, Lot No. 90630,

Alemanha). Outros seis macrolideos foram usados na avaliagdo da seletividade

durante a validacdo. Esses macrolideos foram:

a)
b)
c)
d)
e)

f)

espiramicina (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);
troleandomicina (USP, EUA);

oleandomicina (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);
tilmicosina (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);
eritromicina (USP, EUA);

claritromicina (Farmacopeia Brasileira, Brasil).

3.1.2 Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados foram:

a)
b)
c)

d)
e)
f)
9)
h)

)

)

acetonitrila (ACN) grau HPLC (J. T. Baker, EUA);

acetonitrila (ACN) grau HPLC-MS (Merck, Alemanha);

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

acido férmico (FOA) pureza >99% (Merck, Alemanha);

acido acético pureza >99% (Merck, Alemanha);

acido trifluoroacétco (TFA) pureza >99% ( Merck, Alemanha);

acetato de amonio pureza >99% (Merck, Alemanha)

agua purificada tipo | (Milli-Q);

sulfato de sodio anidro granulado (Na2SOs4) pureza = 99% (Merck,
Alemanha);

cloreto de sodio Suprapur (NaCl) pureza 99,99% (Merck, Alemanha);



58

k) carbonato de potassio PA (K2CO3) pureza = 99% (Merck, Alemanha);

[) Sulfato de magnésio anidro (MgSOa4) pureza = 99% (Merck, Alemanha);
m) Bondesil-PSA, 400M (Varian, EUA);

n) Nucleosil® 120-5 Cus;

0) Kit QUEChERS roQ dSPE (KS0O-8926) (Phenomenex Allcron).

3.1.3 Equipamentos e acessorios

Os equipamentos utilizados foram:

o Para as etapas de extragao, preparo de solu¢cdes e armazenamento:

a)

b)
c)

d)

e)
f)
9)
h)
i)
)

balanca semi-micro com resolu¢cdo de 0,00001g (Metler Toledo,
Suica);

balanca analitica LP 620P (Sartorius, Alemanha);

mddulo de aquecimento com unidade de evaporagdo com vapor de
nitrogénio React-Therm Il (Pierce, EUA);

termbmetro digital de imerséo parcial para moédulo de aquecimento
(-50°C a +70°C) (VWR, EUA);

centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf, EUA);

sistema de obtencéo de &gua tipo I, Milli-Q (Millipore, EUA);
agitador de tubos tipo vortex (MARCONI, Brasil);

freezer de ultra-baixa temperatura CL374-80V (ColdLab, Brasil);
refrigerador Frost Free DF34 (Electrolux, Suécia);

capela de exaustéao.

o Para o processamento térmico do leite:

a)

b)

trocador de calor de superficie raspada FT25D S.S.H.E (Armafield,
Inglaterra);

recipiente de inox.

o Para o processamento térmico das solugdes:

a)

b)

c)

banho termostatico YZ-220V (Zeferquim Comércio de Materiais de
Lab. LTDA, Brasil);

banho termostéatico 2866 (Thermo Scientific, EUA);

banho termostatico 6022 (Fluke, Inglaterra).
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o Para a separagcdo e deteccdo das substancias (sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial triplo quadrupolo):

a) cromatografo a liquido de alta eficiéncia, composto de uma bomba
quaternaria LC-20AD, um degaseificador de membrana DGU-20A5,
um autoamostrador SIL-20AC, um forno de coluna CTO-20AC e
uma bomba controladora CBM-202 (Shimadzu Prominence, EUA);

b) espectrometro de massas triplo quadrupolo APl 5000 (Apllied
Biosystems/MDS Sciex, com interface Turbo lon Spray®);

c) coluna analitica Varian Polaris® C18 (100mm x 2mm x 3um de
tamanho de particula);

d) coluna de guarda de mesmo material da coluna analitica.

o Para a separacdo e identificacdo das substancias (sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucéo por tempo de voo — TOF)

a) cromatografo a liquido de alta eficiéncia modelo Agilent 1260,
composto de uma bomba composto de uma bomba binaria, um
degaseificador de membrana, um autoamostrador, um forno de
coluna (Shimadzu Prominence, EUA);

b) espectrobmetro de massas triplo quadrupolo AB SCIEX Triple TOF
5600;

c) coluna analitica C18 Sinergi Fusion — RP (50mm x 2mm x 2,53um de

tamanho de particula);

3.2 PROCEDIMENTOS

3.2.1 Preparo das solug¢des-estoque

Solugdes estoque individuais foram preparadas fim de se obter uma solugao

na concentragcdo de aproximadamente 1000pug/mL em metanol. A massa tedrica

pesada para cada padrdo foi calculada considerando-se as correcdes de pureza,
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teor de agua e base livre. As solugdes foram transferidas para microtubos e
armazenadas em freezer a temperatura igual ou menor a -70°C e diluidas sempre

gue necessario para o preparo das solucdes de trabalho.

3.2.2 Testes de degradacao da tilosina A

Uma vez que os padrdes de tilosina B, C e D ndo eram disponiveis, tentou-se
obter as substancias em laboratorio, a partir da degradacao acida e da degradacéao
pelo calor de solucdo padrédo de tilosina A. Uma solucdo a 100 ng/mL em agua foi
preparada e posteriormente diluida de forma a se obter solu¢des padrao de tilosina
A a 50 ng/mL em metanol na proporc¢éo (1:1, v/v) com: 0,1% de FOA em agua, 0,1%
de TFA em &gua, 0,1% de acido acético em agua e 0,1% de acetato de amobnio em
agua (quadro 8). As mesmas solucdes foram preparadas também em acetonitrila, ao
invés de metanol como solvente organico.

O teste de degradacédo pelo calor foi realizado com as mesmas solucdes
descritas acima, sem a adicdo do solvente organico, que foi acrescentado

posteriormente, utilizando-se um banho-maria a temperatura de 80°C por até 14h.

Quadro 8: pH medido das solu¢bes para teste de degradacao da tilosina.

Solucéo pH medido*
solvente organico:H20 com 0,1% de FOA 3,07
solvente orgéanico:H20 com 0,1% de &cido acético 3,75
solvente organico:H20 com 0,1% de TFA 2,13
solvente organico:H20 com 0,1% de NH4OAc 7,20

*Antes da adicdo do solvente organico.

3.2.3 Otimizacéao

A otimizacdo das condicdes ideais de ionizacdo dos macrolideos no modo
eletrospray positivo (ESI+) no espectrometro de massas triplo quadrupolo (LC-
MS/MS) foi realizada através da infusdo continua de solugbes individuais dos
analitos na concentracdo de 50 ng/mL em MeOH:H20 com 0,1% de FOA e ACN:H20
com 0,1% de FOA, com auxilio de uma bomba de seringa (Havard Apparatus,
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Canadd). As substancias que apresentaram intensidade de sinal muito alta foram
diluidas até no méximo 12,5 ng/mL para realizacdo de nova infuséo.

Para a otimizacdo da tilosina, foi preparada uma solucdo duas vezes mais
concentrada que as demais (100 ng/mL) na tentativa de se obter os valores 6timos
de Declustering Potential (DP), Collision Energy (CE) e Collision Exit Potential (CXP)
para as tilosinas B, C e D, além da tilosina A. Para a otimizacéo da tilosina A foi feita
a infusdo da solug¢éo 100 ng/mL em MeOH:H20 com 0,1% de FOA e ACN:H20 com
0,1% de FOA, enquanto para a otimizacdo das demais tilosinas foram infundidas as
solugdes a 50 ng/mL dos testes de degradacéo 4cida e pelo calor descritos na secao
3.2.2, diluidos 1:1 com ACN. Diferentes modos de operacdo MS/MS foram
epregados como: varredura total, varredura de ions produtos, varredura de ions
precursores, varredura de perdas neutras constantes e monitoramento de reacgdes
multiplas (MRM).

3.2.4 Estudos de desenvolvimento de um método cromatografico e espectrométrico
para a separacdo e deteccdo das tilosinas A, B, C e D e para os macrolideos

incluidos no estudo de seletividade do método validado

Inicialmente testes foram realizados a fim de desenvolver dois métodos
cromatograficos: um capaz de separar somente a tilosina A, tilosina B e tilosina C, e
outro para a separacdo dos macrolideos incluidos nos estudos de seletividade, além
das tilosinas A, B e C. Os testes cromatograficos realizados basearam-se em um
método pré-existente no laboratério para a separacdo e deteccdo de antibidticos da
classe dos ionoforos poliéteres em leite, variando-se o gradiente de eluicdo e as
condicbes cromatograficas (PEREIRA, 2013). As condi¢cdes cromatograficas e o

programa de eluicdo deste método estdo dispostos nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1: Condi¢Bes cromatograficas do método de deteccdo de ionéforos poliéteres em leite
(PEREIRA, 2013)

o Fluxo da fase Temperatura do Tempo total de
Fases moveis 5 ;
movel forno corrida

A: 0,1% FOA em 4gua
B: 0,1% FOA em ACN 0,3mL/minuto 35°C 18 min
C: 0,1% FOA em MeOH
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Tabela 2: Programa de eluigdo gradiente do método de deteccdo de iondforos poliéteres em
leite.

Tempo (min) %A %B %C
0 93 7 0
4 20 80 0
4,1 5 95 0
6 0 100 0
8 0 100 0
8,5 0 0 100
11,5 0 0 100
12 93 7 0
18 93 7 0

Primeiramente, tentativas foram feitas para a elaboracdo de um método capaz
de separar e detectar somente os produtos de degradacgéo da tilosina A (tilosinas B
e C), além da propria tilosina A. Posteriormente, outro método foi desenvolvido
visando a determinacao da tilosina A, tilosina B, tilosina C e mais sete macrolideos
incluidos nos estudos de seletividade durante a validacdo (espiramicina,
troleandomicina, oleandomicina, roxitromicina, eritromicina, tilmicosina e
claritromicina) através da injecdo de solucdo padrdo mix contendo os analitos do
estudo da seletividade a 50ng/mL em acetonitrila:agua (1:1, v/v) com 0,1% de acido
férmico e das solucbes provenientes dos teste de degradacdo da tilosina A neste
mesmo diluente.

Os parametros cromatograficos do método de separacdo de iondéforos
poliéteres em leite foram testados primeiramente na coluna analitica Kinetex™.
Phenomenex (C18, 2,6 um, 50 x 2,1 mm). A otimizacdo dos parametros
espectrométricos dependentes do analito, além da DP, CE e CXP, como o CAD Gas
(CAD, pressédo do gas de colisdo na célula de colisdo), bem como dos parametros
dependentes da fonte Curtain Gas (CUR, gas de cortina, que flui entre a curtain
plate e a orifice plate), Gas 1 (GS1, gas nebulizador), Gas 2 (GS2, gas auxiliar,
turbo), lonSpray Voltage (IS, voltagem aplicada a agulha que ioniza a amostra na
fonte), Temperature (TEM, temperatura do gas turbo) foi efetuada a fim de aumentar
a sensibilidade do método para os macrolideos testados (Tabela 3). A coluna
analitica Polaris® (C-18A, 3 pm, 100 mm x 2 mm, Agilent) foi também testada e os

resultados obtidos foram comparados a fim de escolher a coluna capaz de fornecer
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picos com boa resolucdo, simetria, menor largura possivel no menor tempo de
eluicéo.

A otimizacdo dos parametros espectrométricos, a fim de aumentar a
sensibilidade dos macrolideos testados, foi realizada variando-se os parametros
CAD, CUR, GS1, GS2, IS e TEM (Tabela 3).

Tabela 3: Condicdes iniciais e valores testados para a otimizacdo espectrométrica dos macrolideos.

Parametros Condic¢des iniciais Valores testados
CAD 10 4,6,8e10
CUR 10 10,12 e 15
GS1 55 40, 45,50 e 55
GS2 55 40, 45,50 e 55

IS 4500 4500, 5000 e 5500
TEM 450 450, 500, 550 e 600

3.2.5 Condic¢des cromatogréficas e espectrométricas desenvolvidas no Triplo-TOF

Para a identificacdo de possiveis produtos de degradacao da tilosina por LC-
TOF/MS, testes foram realizados a fim de se obter as condi¢cdes cromatograficas e
espectrométricas para a tilosina neste equipamento devido a sua maior
sensibilidade. Para esta finalidade foi utilizada uma coluna analitica C18 (Sinergi
Fusion 50 mm x 2 mm x 2,53 um) e uma solucao padréo de tilosina a 250 ng/mL em

acetonitrila:agua.

3.2.6 Obtencéo e armazenamento de amostras

Amostras de leite UAT, pasteurizado e em p0 integrais foram obtidas em
supermercados da regido metropolitana do Rio de Janeiro. Uma amostra de leite em
p6 desnatado para uso laboratorial (Skim milk®, BD Difco™) também foi incluida. A
maioria das amostras de leite cru jA se encontravam disponiveis no laboratério
(armazenadas em freezer a temperatura inferior a -70°C) e uma amostra foi
adquirida em uma fazenda produtora de leite localizada em Seropédica — RJ. Todos
os leites foram analisados para garantir isencao dos analitos de interesse (Tabela 4).

As amostras de leite UAT, pasteurizado e cru foram homogeneizadas manualmente
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e transferidas para tubos de centrifuga de polipropileno, j& as amostras de leite em
pé foram reconstituidas com &agua tipo | conforme a indicacdo do fabricante e
armazenadas em frascos de polipropileno Nalgene®. Todas as amostras foram
armazenadas em freezer de ultra baixa temperatura (£70°C) e descongeladas

sempre que necessario para uso.

Tabela 4: Leites avaliados para verificar a auséncia de macrolideos.

Tipo de Leite Cadigo do laboratorio Observacao

031/2013 -
032/2013 -
033/2013 -
035/2013 -
042/2013 -
049/2013 -
050/2013 -
051/2013 -
UAT 052/2014 -
053/2013 -
054/2013 -
055/2013 -
056/2013 -
057/2013 -
058/2013 -
066/2013 -
067/2013 -

037/2013 -
038/2013 -
039/2013 -
040/2013 -
Pasteurizado 041/2013 -
062/2013 -
063/2013 -
064/2013 -
065/2013 -

043/2013 -

044/2013 -

045/2013 -

) 046/2013 -
PO 047/2013 -
059/2013 -

060/2013 ]

061/2013 -

ABR-2013/007 Skim milk®
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Tipo de Leite Cddigo do laboratério Observacao
ABR-2012/007 Goncalves - MG
ABR-2012/008 Goncalves — MG
Cru ABR-2012/010 Goncalves — MG
ABR-2012/011 Goncalves — MG
ABR-2012/012 Goncalves — MG
ABR-2013/008 Seropédica - RJ

3.2.7 Procedimentos de extracao/purificacédo testados

Os procedimentos de extracdo e purificacdo testados basearam-se
inicialmente nos testes realizados por Spisso, em 2010, onde um método de
extracdo de residuos de iondforos poliéteres, macrolideos (tilosina, eritromicina e
claritromicina) e lincosamidas em ovos por LC-MS/MS foi desenvolvido. Este foi
utilizado por Pereira, em 2012, como referéncia para o desenvolvimento de outro
método capaz de extrair residuos de ionéforos poliéteres na matriz leite. Pereira
(2012) comparou em seu estudo dois métodos de extracdo: extracdo simples com
solvente organico (acetonitrila) e extracdo por QUEChERS, utilizando-se sulfato de
magnésio (MgSOa) e acetato de sddio (NaOAc) neste procedimento.

A fim de se desenvolver um método de extracdo de residuos de macrolideos
em leite, foram feitas adaptacGes nos dois métodos de extracdo desenvolvidos por
Pereira (2012), e proposto um método QUEChERS inovador empregando-se uma
mistura de trés sais, com base em um método desenvolvido pela empresa Agilent®
(Califérnia, Estados Unidos), que utiliza apenas dois dos trés sais empregados.

O método desenvolvido pela Agilent® emprega os sais Na2SOs e NaCl na
primeira etapa de extracdo, com posterior clean-up por extracdo por fase sélida
dispersiva (d-SPE) para extrair 36 medicamentos de uso veterinario de produtos de
origem animal, incluindo o leite (AGILENT TECHOLOGIES, 2013).

A partir destes estudos, a composicédo de sais testados para a extracdo de
macrolideos em leite foi:

* 0,89 sulfato de sédio (Na2S0a4);

0,29 cloreto de sédio (NaCl);

0,49 carbonato de potassio (K2COs3).

Para o clean-up da amostra por d-SPE foram testadas seis diferentes

composic¢des de sais conforme descrito na Tabela 5 a seguir:
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Tabela 5: Composicao de sais testados para clean-up por d-SPE.

Teste Sais de extracéao Sais de clean-up
1
2 150mg MgSO4 50mg PSA 50mg C18

3 N o 150mg MgSO4  50mg PSA \\\\\\\\
e
6 150mg NazSOs  50mg PSA \\\\\\\\
! 150mg NazS04 \\\\\\\\ 50mg ci8

3.2.7.1 SolucBes padrao em acetonitrila:agua (1:3, v/v) para fortificacdo do leite

a) PO - solucédo de roxitromicina (padrao interno) a 50 ng/mL.

b) P1 - solucéo dos analitos alvo a 0,2 ug/mL para ERI; 0,25 pg/mL para TIL, e OLE;
1 pg/mL para ESPI e 0,2 pg/mL para CLARI, TROL, equivalente a 0,125 LMR / 0,5
LQ.

c) P2 - solucédo dos analitos alvo a 0,4 pug/mL ERI; 0,5 pg/mL TIL, OLE; 2 pg/mL
ESPI; 0,4 pg/mL CLARI, TROL equivalente a 0,25 LMR / 1 LQ.

d) P3 - solucédo dos analitos alvo a 0,8 pg/mL ERI; 1 pug/mL TIL, OLE; 4 pg/mL ESPI;
0,6 pg/mL CLARI, TROL, equivalente a 0,5 LMR /1,5 LQ.

e) P4 - solucado dos analitos alvo a 1,6 pg/mL ERI; 2 ug/mL TIL, OLE; 8 pg/mL ESPI;
0,8 ug/mL CLARI, TROL, equivalente a1 LMR /2 LQ.

f) P5 - solucéo dos analitos alvo a 2,4 pg/mL ERI; 3 pg/mL TIL, OLE; 12 pg/mL ESPI;
1 ug/mL CLARI, TROL, equivalente a 1,5 LMR /2,5 LQ.

g) P6 - solugcéo dos analitos alvo a 3,2 pg/mL ERI; 4 pg/mL TIL, OLE; 16 pg/mL
ESPI; 1,2 pg/mL CLARI, TROL, equivalente a 2 LMR / 3 LQ.

h) P7 - solucdo dos analitos alvo a 4 ug/mL ERI; 5ug/mL TIL, OLE; 20 pg/mL ESPI,
1,4 pg/mL CLARI, TROL, equivalente a 2,5 LMR / 3,5 LQ.
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1) P8 - solugéo dos analitos alvo a 4,8 pg/mL ERI; 6 pg/mL TIL, OLE; 24 yg/mL ESPI;
1,6 pg/mL CLARI, TROL, equivalente a3 LMR / 4 LQ.

3.2.7.2 Preparo de amostras brancas de reagentes (ACBR)

Amostras brancas de reagentes utilizam agua em substituicdo ao leite isento

dos analitos alvo e sem adicao do padrao interno (ROXI).

A - Método direto

As amostras brancas de reagentes foram preparadas pipetando-se 2 mL de
agua tipo | para tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL de capacidade, onde
foram adicionados 100 pL de acetonitrila:dgua (1:3, v/v) com posterior agitacdo em
vortex por 10 s e repouso por 10 min. Em seguida foram adicionadas duas por¢oes
de 4 mL de acetonitrila para extracdo, agitando-se em vortex por 30 s ap0s cada
adicao e centrifugadas a 10000 rpm por 5 min a 4°C.

Uma aliquota de 500 pL do sobrenadante foi transferida para tubo de
centrifuga de polipropileno de 15 mL, evaporado até secura a aproximadamente
45°C sob fluxo suave de nitrogénio. O extrato seco foi entdo reconstituido com
acetonitrila:agua (1:3, v/v) (solvente de diluicao), agitado em vortex por 15 s e filtrado
com filtro de 0,22 um para vial ambar.

Este procedimento esta exposto no fluxograma da Figura 3.

B - Método QUEChERS

As amostras brancas de reagentes foram preparadas pipetando-se 2 mL de
agua tipo | para tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL de capacidade, onde
foram adicionados 100 pL de acetonitrila:agua (1:3, v/v) com posterior agitacdo em
vortex por 10 s e repouso por 10 min. Em seguida foram adicionadas duas por¢des
de 4 mL de acetonitrila para extracdo, agitando-se em vortex por 30 s ap0s cada
adicao.

Foram adicionados 0,8 g de sulfato de sodio (Naz2S0Qa), 0,2 g de cloreto de

sédio (NaCl) e 0,4 g de carbonato de potassio (K2COz) com posterior repouso por 10
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min. ApGs esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 5 min a
4°C.

Uma aliquota de 500 pL do sobrenadante foi transferida para tubo de
centrifuga de polipropileno de 15 mL, evaporado até secura a aproximadamente
45°C sob fluxo suave de nitrogénio. O extrato seco foi entdo reconstituido com
acetonitrila:dgua (1:3, v/v) (solvente de diluicdo), agitado em voértex por 15 s e filtrado
com filtro de 0,22 um para vial ambar.

Este procedimento esta exposto no fluxograma da Figura 4.

C - Método QUEChERS com clean-up por d-SPE

As amostras brancas de reagentes foram preparadas pipetando-se 2 mL de
agua tipo | para tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL de capacidade, onde
foram adicionados 100 pL de acetonitrila:dgua (1:3, v/v) com posterior agitacdo em
vortex por 10 s e repouso por 10 min. Em seguida foram adicionadas duas porcoes
de 4 mL de acetonitrila para extracdo, agitando-se em vortex por 30 s ap0s cada
adicao.

Foram adicionados 0,8 g de sulfato de sddio (Na2SOa), 0,2 g de cloreto de
sodio (NaCl) e 0,4 g de carbonato de potassio (K2CO3s) com posterior repouso por 10
min. ApoOs esse tempo, as amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 5 min a
4°C.

Apbs a etapa de centrifugacdo uma aliquota de 1000 pL do sobrenadante foi
tomada, onde posteriormente foram adicionados os sais de clean-up citados na
Tabela 5, agitados em vértex por 10 s seguido de repouso por 10 min. Apds esse
tempo a amostra foi novamente centrifugada e uma aliquota de 500 pL do
sobrenadante foi transferida para tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL,
evaporada até secura a aproximadamente 45°C sob fluxo suave de nitrogénio. O
extrato seco foi entdo reconstituido com acetonitrila:dgua (1:3, v/v) (solvente de
diluicdo), agitado em vortex por 15 s e filtrado com filtro de 0,22 um para vial &mbar.

Este procedimento esta exposto no fluxograma da Figura 5.
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3.2.7.3 Preparo de amostras brancas de leite (ACC)

Sao amostras de leite isentas dos analitos alvo e sem o padrao interno.

A - Método direto

Estas amostras foram preparadas pipetando-se 2 mL de leite
comprovadamente branco para um tubo de centrifuga de 50 mL, adicionados 100 pL
de acetonitrila:agua (1:3, v/v), e agitado em vortex por 10 s. Apos repouso de 10
min, foi dado prosseguimento conforme descrito na se¢ao 3.2.6.2 A.

Este procedimento esta exposto no fluxograma da Figura 3.

B - Método QUEChERS

Estas amostras foram preparadas pipetando-se 2 mL de leite
comprovadamente branco para um tubo de centrifuga de 50 mL, adicionados 100 uL
de acetonitrila:agua (1:3, v/v), e agitado em vortex por 10 s. ApGs repouso de 10
min, foi dado prosseguimento conforme descrito na se¢ao 3.2.6.2 B.

Este procedimento esta exposto no fluxograma da Figura 4.

C - Método QUEChERS com clean-up por d-SPE

Estas amostras foram preparadas pipetando-se 2 mL de leite
comprovadamente branco para um tubo de centrifuga de 50 mL, adicionados 100 uL
de acetonitrila:dgua (1:3, v/v), e agitado em vortex por 10 s. Apds repouso de 10
min, foi dado prosseguimento conforme descrito na se¢ao 3.2.6.2 C.

Este procedimento esta exposto no fluxograma da Figura 5.

3.2.7.4 Amostras de leite fortificadas no inicio do procedimento nos niveis de 0,125
LMR/ 0,5 LOQ a 3LMR/ 4LOQ para os métodos direto e QUEChERS com e sem
clean-up por d-SPE

Sao amostras de leite fortificadas antes da etapa de extracdo. Estas amostras

foram preparadas fortificando-se amostras brancas com os analitos alvo nas
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concentracdes de 6,25 a 150 ng/mL para TIL, e OLE; 5 a 120 ng/mL para ERI; 25 a
600 ng/mL para ESPI e 5 a 40 ng/mL para CLARI, TROL,. ROXI foi empregada
como padrao interno a 50 ng/mL.

Para o preparo de tais amostras, foram pipetados 2 mL de leite branco para
tubo de centrifuga de 50 mL, adicionados 50 pL da solu¢éo do padréo interno (ROXI
a 50 ng/mL) e 50 pL da solucdo padrao de macrolideos para cada nivel de
concentracdo preparadas conforme a secédo 3.2.7.1, alineas b) a i) (P1 ao P8).

Uma amostra branca contendo somente o padrdo interno também foi
preparada pipetando-se 2 mL de leite, adicionada de 50 pL de acetonitrila:agua (1:3,
v/v) e 50 pL da solucéo do padrao interno (ROXI a 50ng/mL), agitada por 10 s e
apos 10 min de repouso foi dado prosseguimento ao processo de extracao conforme
descrito nas secdes 3.2.7.2 Aa 3.2.7.2 C.

Estes procedimentos estdo expostos nos fluxogramas das Figuras 3, 4 e 5.

3.2.7.5 Preparo das solugdes de fortificacdo no final do procedimento

A - Método direto

As solucdes de fortificagdo no final do procedimento foram preparas em

acetonitrila:agua (1:3, v/v) nas seguintes concentracdes:

a) PO - solucdo de roxitromicina (padréo interno) a 5 ng/mL.

b) P1 - solugdo dos analitos alvo a 0,5 ng/mL para ERI; 0,625 ng/mL para TIL, e
OLE; 2,5 ng/mL para ESPI e 0,5 ng/mL para CLARI, TROL, equivalente a 0,125
LMR /0,5 LQ.

c) P2 - solugdo dos analitos alvo a 1 ng/mL ERI; 1,25 pyg/mL TIL, OLE; 5 ng/mL
ESPI; 1 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a 0,25 LMR / 1 LQ.

d) P3 - solugéo dos analitos alvo a 2 ng/mL ERI; 2,5 ng/mL TIL, OLE; 10 ng/mL
ESPI; 1,5 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a 0,5 LMR /1,5 LQ.

e) P4 - solugéo dos analitos alvo a 4 ng/mL ERI; 5 ng/mL TIL, OLE; 20 ng/mL ESPI;
2 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a1l LMR /2 LQ.

f) P5 - solucdo dos analitos alvo a 6 ng/mL ERI; 7,5 ng/mL TIL, OLE; 30 ng/mL ESPI,
2,5 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a 1,5 LMR / 2,5 LQ.
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g) P6 - solugéo dos analitos alvo a 8 ng/mL ERI; 10 ng/mL TIL, OLE; 40 ng/mL ESPI;
3 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a 2 LMR / 3 LQ.

h) P7 - solucdo dos analitos alvo a 10 ng/mL ERI; 12,5 ng/mL TIL, OLE; 50 ng/mL
ESPI; 3,5 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a 2,5 LMR / 3,5 LQ.

i) P8 - solucdo dos analitos alvo a 12 ng/mL ERI; 15 ng/mL TIL, OLE; 60 ng/mL
ESPI; 4 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a 3 LMR / 4 LQ.

B - Método QUEChERS com e sem clean-up por d-SPE

As solucdes de fortificacdo no final do procedimento foram preparadas em
acetonitrila:dgua (1:3, v/v) nas seguintes concentracoes:

a) PO - solucédo de roxitromicina (padrao interno) a 6,25 ng/mL.

b) P1 - solucdo dos analitos alvo a 0,625 ng/mL para ERI; 0,78125 ng/mL para TIL, e
OLE; 3,125 ng/mL para ESPI e 0,625 ng/mL para CLARI, TROL, equivalente a 0,125
LMR /0,5 LQ.

c) P2 - solugcédo dos analitos alvo a 1,25 ng/mL ERI; 1,5625 pg/mL TIL, OLE; 6,25
ng/mL ESPI; 1 ng/mL CLARI, , TROL, equivalente a 1,25 LMR /1 LQ.

d) P3 - solugdo dos analitos alvo a 2,5 ng/mL ERI; 3,125 ng/mL TIL, OLE; 12,5
ng/mL ESPI; 1,875 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a0,5 LMR /1,5 LQ.

e) P4 - solucdo dos analitos alvo a 5 ng/mL ERI; 6,25 ng/mL TIL, OLE; 25 ng/mL
ESPI; 2,5 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a1 LMR /2 LQ.

f) P5 - solucédo dos analitos alvo a 7,5 ng/mL ERI; 9,375 ng/mL TIL, OLE; 37,5 ng/mL
ESPI; 3,125 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a 1,5 LMR / 2,5 LQ.

g) P6 - solucdo dos analitos alvo a 10 ng/mL ERI; 12,5 ng/mL TIL, OLE; 50 ng/mL
ESPI; 3,75 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a 2 LMR / 3 LQ.

h) P7 - solugdo dos analitos alvo a 12,5 ng/mL ERI; 15,625 ng/mL TIL, OLE; 62,5
ng/mL ESPI; 4,375 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a 2,5 LMR / 3,5 LQ.

i) P8 - solucdo dos analitos alvo a 15 ng/mL ERI; 18,75 ng/mL TIL, OLE; 75 ng/mL
ESPI; 5 ng/mL CLARI, TROL, equivalente a3 LMR / 4 LQ.
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3.2.7.6 Amostras de leite fortificadas no final do procedimento para os métodos

direto e QUEChERS com e sem clean-up por d-SPE

Sao amostras ja extraidas e evaporadas até a secura e fortificadas somente
no final do procedimento, ou seja, apds a etapa de evaporacéo.

Aliquotas de 500 pL dos extratos de amostras brancas (ACC) foram tomadas
e 0s extratos secos foram reconstituidos com 1 mL das solu¢cdes contendo os
analitos alvo nas concentracfes descritas nas secdes 3.2.7.5 A (para o método
direto) e 3.2.7.5 B (para os dois métodos QUEChERS) e entéo transferidos para vial
ambar.

Estes procedimentos estdo expostos nos fluxogramas das Figuras 3, 4 e 5.



Figura 3: Fluxograma do método direto.
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Figura 4: Fluxograma do método QUEChERS.
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Figura 5: Fluxograma do método QUEChERS com clean-up por d-SPE
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3.3 VALIDACAO DO METODO ANALITICO SELECIONADO

3.3.1 Seletividade

A seletividade do método QUEChERS desenvolvido nessa dissertagdo em
relacdo a substancias enddgenas da matriz foi avaliada aplicando-se o método as 41
amostras adquiridas (Tabela 4, secdo 3.2.6) e verificando-se se 0s picos
eventualmente presentes nos tempos de retencdo esperados apresentavam uma
razdo sinal/ruido maior ou igual a 3 para a segunda transicdo mais intensa
monitorada, podendo assim serem considerados detectados. Dos leites
comprovadamente isentos dos analitos alvo foram selecionados 8 (2 de cada tipo de
leite) para a realizacdo do teste de seletividade para a avaliagcdo do efeito matriz
relativo. As oito amostras brancas selecionadas, representativas de diferentes fontes
de matriz, foram analisadas através da construcdo de curvas de calibracdo com a
adicao dos analitos no final do procedimento, ou seja, no momento da ressuspensao
do extrato seco. As amostras foram fortificadas com a tilosina nas concentracdes
equivalentes a 0,25 a 2,5 vezes o LMR, além do ponto zero, com adi¢cdo somente do
padrdo interno roxitromicina. Para a construcdo das 8 curvas de calibracdo os
extratos provenientes do método QUEChERS desenvolvido foram injetados em
triplicata aleatéria. Através do software Analyst® as curvas foram contruidas
utilizando-se o método dos minimos quadrados ponderados (MMQP), com peso

equivalente a 1ly.

3.3.2 Intervalo de medicéo e intervalo linear (funcdo de calibracao) instrumental

Para a avaliacdo do intervalo de medicao e intervalo linear foram preparadas
no solvente de reconstituicdo acetonitrila:agua (1:3, v/v) quatro curvas de calibracéo,
em dias diferentes, com oito concentra¢cdes (incluidas no intervalo de trabalho), além
do zero. As concentracdes da tilosina foram equivalentes a 0,125; 0,25; 0,5; 1; 1,5;
2; 2,5 e 3vezes o LMR. Estas solucdes foram injetadas em triplicata aleatoria.

Considerando que em sistemas de espectrometria de massas triplo
quadrupolar o limite de quantificacdo do instrumento equivale a concentracdo que

fornece picos nas transicdes de quantificacdo e de confirmagcdo com uma relagéo
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sinal/ruido maior ou igual a 10, somente picos que atendem a essa relagdo foram
considerados.

A presenca de valores aberrantes em cada conjunto de repeticdbes em cada
nivel foi verificada pelo teste de Grubbs, para um nivel de significancia (a) de 0,01,
considerando que os dados séo provenientes de uma distribuicdo normal.

A avaliacdo quanto a homocedasticidade dos dados, ou seja, se as variancias
sdo constantes ao longo do intervalo de medicao, foi realizada através do teste de
Levene, no software Statistica Trial 10. O teste de Levene é muito usado quando
nao se tem forte evidéncia de que os dados s&o provenientes de uma distribuicéo

normal, sendo, portanto, um teste menos sensivel & premissa da normalidade.

3.3.3 Linearidade, sensibilidade e efeito matriz absoluto

Uma amostra de leite UAT (052/13), uma das oito amostras
comprovadamente brancas, foi selecionada para a constru¢cdo das curvas de
calibracao fortificadas no inicio e no final do procedimento para fins de quantificacao
de todas as amostras usadas na avaliagdo dos parametros de validagao.

Para a avaliacdo da linearidade e sensibilidade do método foi construida uma
curva de calibragdo na matriz (amostra 052/13) com nove concentrac¢des, incluindo o
zero. Foram avaliadas também curvas de calibracdo com fortificacdo no final do
procedimento, ou seja, ap0s a etapa da evaporacao.

O efeito matriz absoluto do método em relacdo aos fenébmenos de supressao
e ganho de sinal durante a ionizagdo com o uso da técnica de LC-MS/MS foi
avaliado comparando-se estatisticamente a curva de calibracdo preparada no
diluente com a curva preparada na matriz com fortificacdo no final do procedimento
de extracao.

Todas as injec6es foram realizadas em triplicata aleatéria.
3.3.4 Repetibilidade
A repetibilidade foi avaliada através da fortificagdo de seis das oito amostras

de leite empregadas na avaliacdo do efeito matriz relativo. A fortificacao foi feita no

inicio do procedimento, nos niveis de concentracdo de 0,5, 1 e 1,5 vezes 0 LMR
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(Figura 6). O conjunto de seis diferentes amostras brancas de diferentes fontes de
matriz foi selecionado entre aquelas j& avaliadas no estudo da seletividade

Figura 6: Amostras selecionadas para a avaliacdo da
repetibilidade do método.
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Leite UAT: 050/13 e 052/13, leite em p6: 044/13 e ABR-
13/007; leite pasteurizado: 040/13 e leite cru: ABR-
2013/008.

Foram também preparadas e analisadas um pool das seis amostras brancas
selecionadas, uma amostra branca de leite (ACC) e uma branca de reagentes
(ACBR) conforme as secfes 3.2.7.3 B e 3.2.7.2 B.

Para a quantificacdo das 18 amostras fortificadas no inicio do procedimento
(Figura 6) e célculo da recuperacdo (secdo 3.2.7.4) foram construidas curvas de
calibracdo na matriz (leite UAT integral 052/13), com fortificacdo no inicio do
procedimento, com sete niveis de concentracao, incluindo o zero, com adicdo do
padrao interno qualitativo roxitromicina. As concentracdes foram equivalentes a 0,25
a 2,5 vezes o LMR (12,5 a 125ng/mL de tilosina).

Todas as amostras foram preparadas em mais dois outros dias (total de trés

dias) consecutivos pelo mesmo operador e injetadas em triplicata aleatoria.

3.3.5 Precisao Intermediaria

Para a avaliacdo da precisdo intermediaria foram utilizadas as mesmas seis

amostras brancas usadas no estudo da repetibilidade fortificadas nos mesmos niveis
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de concentragéo (0,5, 1 e 1,5 vezes o LMR). Foram também preparados um pool
das seis amostras, uma amostra branca de leite (ACC) e uma amostra branca de
reagentes.

Para a quantificacdo das 18 amostras fortificadas e calculo da recuperacao
(secao 1.15.12) foram construidas curvas de calibragdo com fortificagdo no inicio do
procedimento utilizando-se para tal o mesmo leite nas mesmas concentracoes
usadas no preparo desta mesma curva no estudo da repetibilidade (amostra
052/13).

A fim de se calcular a eficiéncia da extragédo / purificacdo das 18 amostras
fortificadas foi construida também uma curva de calibragéo com fortificacdo no final
do procedimento, da mesma forma descrita para as amostras da repetibilidade.

Todas as amostras foram injetadas em triplicata aleatoria.

Este procedimento foi repetido por trés dias, porém com quatro diferentes
operadores segundo Tabela 6.

Tabela 6: Etapas executadas por diferentes operadores na avaliagdo da precisdo intermediaria.

DIA OPERADOR ETAPA EXECUTADA
10 1 Fortificagéo
2 Extracao
20 3 Fortificacéo
1 Extracdo
30 4 Fortificagéo
2 Extracdo

3.3.6 Recuperacao e eficiéncia da extragao/purificagéo

3.3.6.1 Recuperacao

Devido a falta de disponibilidade de MRC de macrolideos em leite, o estudo
da veracidade através da avaliacdo da recuperacdo foi possivel através da
fortificacdo de amostras brancas com solucéo de tilosina. Para isto, foram utilizadas
as mesmas amostras fortificadas no inicio do procedimento nos niveis
correspondentes a 0,5, 1 e 1,5 vezes o LMR (25, 50 e 75 ng/mL, respectivamente)
usadas no teste de repetibilidade e precisao intermediaria.

As amostras fortificadas foram quantificadas em curvas de calibragdo na

matriz leite (amostra 052/13) com fortificacdo antes do procedimento de extracao
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nas concentragcbes de 6,25 ng/mL a 125 ng/mL (equivalentes a 0,25 LMR a
2,5LMR), além do ponto zero, todos com adicdo do padrdo interno roxitromicina
(ROXI).

As injecOes foram efetuadas em triplicata aleatéria.

A presenca de valores aberrantes em cada nivel foi avaliada pelo teste de
Grubbs no nivel de significancia de a = 0,01.

A recuperacdo média e o desvio padréo relativo (RSD) de cada nivel dos seis
resultados obtidos foram calculados, assim como os valores globais.

A recuperacéo foi calculada através da férmula:

% Recuperacao = C,,,r, X 100
Cy
Onde,
Cexpri = concentragdo média das amostras fortificadas em curvas de

calibracdo na matriz com fortificacdo no inicio do procedimento;

Ct = concentracéo tedrica.

3.3.6.2 Eficiéncia da extracao / purificacao

A eficiéncia da extracdo também foi avaliada com as mesmas amostras
fortificadas no inicio do procedimento nas mesmas concentracdes usadas no estudo
de repetibilidade, porém as amostras foram quantificadas em curvas de calibracéo
na matriz (amostra 052/13) fortificadas ap0s a etapa da extracdo, ou seja, apds a
evaporacao as amostras foram ressuspensas com solugdes contendo tilosina nas
concentracdes de 1,56 ng/mL a 15,625 ng/mL.

Foi avaliada a presenca de valores aberrantes em cada nivel pelo teste de
Grubbs no nivel de significancia de a = 0,01.

A eficiéncia da extracao / purificacdo média e o desvio padrao (RSD) dos seis
resultados de cada nivel foram calculados, assim como os valores globais.

A eficiéncia da extracdo / purificacao foi calculada através da formula:

% Eficiéncia da extragao = Cq,ore X 100

Cy
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Onde,
Cexpre = concentracdo meédia das amostras fortificadas em curvas de
calibracdo na matriz com fortificacao no final do procedimento;

Ct = concentragéo teorica.

3.3.7 Limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgao (CCpR)

O limite de deciséo e a capacidade de deteccdo do método foram calculados
a partir dos dados provenientes da precisdo intermediaria (18 amostras com
fortificacdo no inicio do procedimento nos niveis correspondentes a 0,5, 1 e 1,5 LMR
da tilosina), ou seja, com 18 replicatas no nivel 0,5 LMR, 18 replicatas no nivel 1
LMR e 18 replicatas no nivel 1,5 LMR, totalizando 54 amostras.

Para substancias com limite permitido estabelecido, o limite de deciséo
(a=0,05) é igual a concentracdo que corresponde a esse limite somado de 1,64
vezes 0 desvio padrdo da precisdo intermediaria, enquanto a capacidade de
deteccdo ($=0,05) é igual a concentracdo que corresponde ao valor do limite de

decisdo somado de 1,64 vezes o desvio da precisao intermediaria.

3.3.8 Limite de detecc¢éo (LOD) e quantificagéo (LOQ)

Os limites de deteccédo e de quantificacdo foram avaliados a partir dos dados
da precisdo intermediaria onde foram analisadas 18 amostras em trés dias
diferentes fortificadas no menor nivel estudado, ou seja, na concentracdo

equivalente a 0,5 LMR.
3.3.8.1 Limite de detecc¢éo (LOD)
Para o céalculo do limite de deteccdo foram considerados 0s picos com razéo

sinal/ruido = 3 para a transicdo de confirmacdo. A razdo sinal/ruido foi obtida pico

por pico através da ferramenta S-to-N Peak-to-Peak do software Analyst®.
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3.3.8.2 Limite de quantificacdo (LOQ)

Para o calculo do limite de quantificacdo foram considerados os picos com
razao sinal/ruido = 10 para a transi¢ao de confirmacao através da ferramenta S-to-N
Peak-to-Peak do software Analyst®. O limite de quantificacdo do método foi
considerado o limite inferior do intervalo de medicdo determinado de forma

guantitativa com preciséo e exatidao aceitaveis.
3.3.9 Estabilidade do analito

Como a estabilidade da tilosina em solucdo padrdo ndo é conhecida, sua
determinacdo foi feita através da comparacdo de solucdes estoques recém
preparadas com solucdes estoques anteriormente preparadas e armazenadas a
temperatura igual ou inferior a -70°C, segundo procedimento descrito no documento
SANCO/12571/2013 (EUROPEAN COMMISSION, 2013).

A estabilidade € calculada em funcéo da diferenca percentual relativa (DPR)
das respostas para solu¢des padrdo de concentracdes comparaveis, onde a DPR
ndo deve ultrapassar 15%, segundo critério adotado no Laboratério de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos do INCQS (INCQS, 2013).

Foram comparadas soluc¢des diluidas de solu¢des estoque preparadas nos
ano de 2010 e dois preparos no ano de 2013 (2013A e 2013B) armazenadas em

temperatura inferior a -70°C através da férmula:

DPR =1FR1-FR21 x 100
(FR1+FR2 )
\ 2 J

Onde,
FR1 = fator de resposta (area / concentragédo) da solucao estoque anterior;

FR2 = fator de resposta da solucéo estoque recém preparada.
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3.4 APLICACAO DO METODO VALIDADO PARA A AVALIACAO DA
ESTABILIDADE DA TILOSINA EM SOLUCAO E EM LEITES TERMICAMENTE
PROCESSADOS

3.4.1 Preparo da solugéo padrao de tilosina para os tratamentos térmicos

A fim de avaliar o impacto das condi¢des térmicas de processamento do leite
sobre a tilosina em solucdo, uma solucdo a 50 ng/mL em agua foi obtida por

diluicdes sucessivas da solucéo estoque (concentracdo 1000 pg/mL).

3.4.2 Tratamento térmico da solucéo padréo de tilosina

Volumes de aproximadamente 25 mL da solugdo a 50 ng/mL de tilosina em
agua foram distribuidos em trés frascos Nalgene® de polipropileno. Um frasco foi
separado para uso como amostra controle (sem tratamento) enquanto 0S outros
foram aquecidos as temperaturas de 62°C por 30 min e 75°C por 20 s empregando-
se 0s banhos termostaticos YZ-220V (Zeferquim Comércio de Materiais de Lab.
LTDA, Brasil) e 2866 (Thermo Scientific, EUA).

Para o monitoramento da temperatura da solugédo dentro do frasco foi feita

uma perfuracdo na tampa para inser¢cao de um termdémetro de vidro calibrado.

3.4.3 Aquisicéo das amostras de leite

Para a aquisicdo das amostras foi feito contato com trés produtores locais da
cidade do Rio de Janeiro para a verificacdo quanto ao uso de antimicrobianos
administrados via racéo, para melhor eficiéncia alimentar ou outras vias, para o
tratamento de infec¢cdes. Uma fazenda produtora de leite localizada na cidade de
Seropédica — Rio de Janeiro foi selecionada uma vez que o produtor rural informou
nao ter administrado nenhum tipo de antimicrobiano aos seus animais nos ultimos
meses para o tratamento de doencas embora um antibiotico da classe dos ionéforos
poliéteres (monensina) tenha sido usado como melhorador de desempenho através
da racdo usada (Geramilk — Presence®).

Cerca de vinte litros de leite cru recém-coletados no periodo da manha foram

adquiridos do produtor local e transferidos para frascos tipo Nalgene® de
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polipropileno e imediatamente imersos em gelo (Figura 7). O leite foi transportado
para a Embrapa Agroindastria de Alimentos, localizada em Pedra de Guaratiba — Rio
de Janeiro, onde ficou armazenado em camara fria até o dia posterior, quando entéo

foi retirado para fortificacdo e processamentos térmicos.

Figura 7: Leites acondicionados em frascos Nalgene® para transporte.

N

3.4.4 Fortificacdo da amostra de leite

Um volume de dez litros do leite cru adquirido foi transferido para um
recipiente para posterior fortificacdo e o restante foi separado e dividido para uso
como amostra branca para cada tratamento térmico a ser realizado. Os dez litros
foram fortificados com 10 mL de solucéao padréo de tilosina na concentracdo de 100
ug/mL em agua, fornecendo uma amostra fortificada de concentracao teérica de 100
ng/mL (equivalente a 2 LMR). A amostra foi homogeneizada por 10 min e
posteriormente dividida segundo o processamento térmico a ser empregado (Tabela
7).

Tabela 7: Separacédo do leite para aplicagdo dos tratamentos térmicos.

Tratamento térmico Volume de leite necessario
o Amostra fortificada 2L
Pasteurizagédo lenta
Amostra branca 2L
Amostra fortificada 4L

Pasteurizacéo rapida
Amostra branca 4L
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Amostra fortificada 4L
UAT

Amostra branca 4L

3.4.5 Processamentos térmicos efetuados no leite

Os processamentos térmicos efetuados simularam aqueles autorizados no
pais: pasteurizacao lenta (64°C por 30 min), pasteurizacéo rapida (78°C por 30 s) e
tratamento a ultra alta temperatura (128°C por 4 s).

Os tratamentos térmicos foram realizados na Embrapa Agroindustria de
Alimentos — RJ na Planta Piloto de Operac¢fes Unitarias Il. O equipamento utilizado
foi um trocador de calor de superficie raspada da marca Armfield FT25D, onde foram
realizadas a pasteurizacao rapida e o tratamento a ultra-alta temperatura (Figura 8).
A execucgdo da pasteurizagdo lenta do leite foi possivel atraves da imersédo de dois
frascos Nalgene®, um contendo o leite fortificado e outro o leite branco, em um
recipiente em aco inox contedo dgua em seu interior. A tampa de um dos frascos foi
perfurada de forma a permitir que um termdmetro tipo termopar pudesse ser
introduzido sem folga para o acompanhamento da temperatura do leite durante o
tratamento. O recipiente inox com os dois frascos foi entdo aquecido sobre um fogéo
industrial até que as condi¢des de pasteurizacdo lenta pudessem ser reproduzidas
(Figura 9).

Figura 8: Trocador de calor de superficie raspada usado na pasteurizacao rapida e
tratamento UAT.

#
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Fonte: imagem propria
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Figura 9: Recipiente em ago inox usado na pasteurizacéo lenta.
|- g ’ e — .

Fonte: imagem propria

3.4.6 Andlise das solucdes padrao de tilosina

ApoOs a finalizacdo dos tratamentos térmicos descritos na secao 3.4.5, todas
as solucbes (inclusive aquela nao tratada termicamente) foram diluidas até
concentragdo de 12,5 ng/mL cada, de forma a poder ser quantificada dentro do
intervalo de medicdo linear do método desenvolvido por LC-MS/MS. A fim de se
obter na solucéo final a mesma proporcéo de acetonitrila:dgua usada no preparo da
curva de calibragdo no diluente, ou seja, acetonitrila:agua (1:3, v/v), uma aliquota de
250 pL da solucdo a 50 ng/mL foi tomada e diluida em 500 pL de 4gua e 250 pL de
acetonitrila.

Para a quantificacdo das solucdes padréo de tilosina fortificadas e submetidas
aos tratamentos térmicos, uma curva de calibragédo foi preparada nas concentracdes
de 1,56 a 15,625 ng/mL no mesmo diluente das amostras. A curva foi injetada em
triplicata, assim como cada amostra:

* solugado sem aquecimento;

* solugao apds pasteurizagao lenta e,

* solugdo apds pasteurizagao rapida.

Uma nova diluicdo das amostras foi feita e injetada na mesma curva

preparada anteriormente para confirmagéo do resultado.
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A fim de identificar possiveis produtos de degradacéo, as solu¢es padrédo de
tilosina tratadas e néo tratadas termicamente foram também analisadas por LC-
Triplo-TOF/MS

3.4.7 Preparo das amostras para quantificacdo pelo método validado

Foram realizadas trés extracdes em cada amostra de leite:

* leite fortificado sem nenhum tratamento térmico;

* leite fortificado submetido a pasteurizagéo lenta;

* leite fortificado submetido a pasteurizagéo rapida;

* |leite fortificado submetido ao tratamento a ultra-alta temperatura (UAT);
* leite branco submetido a pasteurizagao lenta;

* leite branco submetido a pasteurizacao rapida e,

* leite branco submetido ao tratamento a ultra-alta temperatura (UAT).

Todas as amostras foram extraidas pelo método QUEChERS e injetadas em

triplicata (Figura 10).

Figura 10: Preparo das amostras de leite
para avaliacdo da estabilidade da tilosina.
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Para a quantificagdo dessas amostras foi utilizada uma curva de calibragcdo
preparada na matriz (amostra 052/13) j& que na etapa da validacao verificou-se que
as curvas de calibracdo na matriz ndo sdo equivalentes as curvas de calibracédo
preparadas no diluente sendo, portanto, necessaria uma curva matrizada para a
guantificacdo de amostras de leite.

Para o monitoramento da qualidade das analises (controle do processo) foram
também preparadas:

* uma amostra controle branco de leite (ACC) a fim de confirmar que a
amostra ja avaliada como isenta das substancias pesquisadas nao sofreu nenhum
tipo de contaminacdo ao longo da andlise. E feita entdo a verificacdo do
cromatograma do extrato do leite usado para o preparo da curva de calibracédo
(amostra 052/13) de forma a atestar que ndo ha picos das transicbes de
quantificacdo e confirmacao na regido de eluicdo do analito;

* uma amostra controle branco de reagentes (ACBR) para verificar que nao
tenha havido nenhum tipo de contaminacdo com os reagentes usados ao longo da
analise.

» duas amostras controles ndo conformes (ACNC) no nivel equivalente a
1LMR para verificagdo do desempenho do método. Essas amostras foram
preparadas através da fortificacdo do leite com o padrdo interno qualitativo
roxitromicina (50 ng/mL) e o analito alvo tilosina a 100 ng/mL, extraidas e
reconstituidas com o solvente de reconstituicao.

« uma amostra controle ndo conforme com fortificagdo no final do
procedimento (ACNCFF) no nivel equivalente a 1LMR para calculo da recuperacao
do analito.

A verificacdo da presenca de possiveis produtos de degradacao nos leites por
LC-TOF/MS néo foi realizada, pois a amostra controle (leite fortificado sem a

aplicacé@o do tratamento térmico) ndo péde ser analisada nesta ocasiao.

3.4.8 Procedimentos para a avaliagao dos resultados dos testes de estabilidade da

tilosina por LC-MS/MS em leites termicamente processados

Para avaliar os resultados, utilizou-se como referéncia uma amostra de leite
nao tratada termicamente fortificada a uma concentragcao de 100 ng/mL (equivalente

a 2LMR) de tilosina (amostra controle). A concentragao resultante da extracao desta
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amostra foi comparada com as concentragdes de tilosina resultantes das amostras

de leite fortificadas na mesma concentragdo apds os tratamentos térmicos.

A porcentagem de degradacao foi calculada a partir da equacéo:

% de degradacdo=C,—-C

C, x 100

Onde:
Co € a concentracéo inicial e,

C € a concentracgao final

Os resultados obtidos foram avaliados através de testes estatisticos a fim de
se comparar as amostras quanto a concentracdo de tilosina encontrada antes e

apos os tratamentos térmicos empregados.

3.4.8.1 Teste de Grubbs

O teste de Grubbs foi efetuado em cada amostra de leite em cada conjunto de
extracBes para o nivel de significancia de a=0,01, a fim de verificar a presenca de
possiveis resultados que aparentemente diferem dos demais, partindo da premissa
gue os dados sao provenientes de uma distribuicdo normal.

Valores extremos podem ser subdivididos em stragglers (extremos), ou seja,
valores extremos detectados entre 95% e 99% de nivel de confianca, e outliers
(aberrantes), valores extremos a um nivel de confianca maior que 99% (ISO, 1994).

Foram testadas quanto a presenca de outliers as concentracdes encontradas
resultantes da injecdo em triplicata de cada uma das trés extracbes das amostras,
totalizando nove resultados para cada amostra:

* leite fortificado sem nenhum tipo de tratamento térmico,

* |eite fortificado apds processo de pasteurizagao lenta;

* |eite fortificado apds processo de pasteurizagao rapida;

* |leite fortificado apds processo a ultra-alta temperatura.
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Para testar a hipdétese nula (Ho) de que todos os valores encontrados
resultantes de uma mesma extracdo pertencem a mesma populagéo, o valor de G

foi calculado através da formula:

G = | valor suspeito — média amostral |
desvio padrao amostral

Onde, a média e o desvio padrdo séo calculados incluindo o valor suspeito.

Os valores foram considerados pertencentes a uma distribuicdo bi-caudal, o
gue € mais apropriado quando ndo se possui conhecimento de qual extremidade dos
dados o outlier pode ocorrer.

O valor de G calculado foi comparado com o valor de G critico (Tabelado)
para um intervalo de confianca de 99% (p=0,01), ou seja, assumindo-se o risco de
falsa rejeicdo de 1%. Quando o valor de G calculado é maior que o critico, rejeita-se

a hipétese nula e o valor suspeito é rejeitado.

3.4.8.2 Teste de Shapiro-Wilk

O teste de Shapiro-Wilk € um teste ndo-paramétrico de ajuste de modelo
aplicado com a finalidade de verificar estatisticamente se os valores experimentais
pertencem ou ndo a uma distribuicdo normal. Este teste € aconselhado para
amostras de dimensao reduzida (menor que trinta).

Para testar a hipdtese nula (Ho) de que os valores (concentragéo)
encontrados para cada amostra pertencem a uma distribuicdo normal, a um intervalo
de confianca de 95%, o teste de Shapiro-Wilk foi efetuado considerando os nove
resultados (concentracao de tilosina encontrada) em cada amostra de leite testada.

A distribuicdo € considerada normal quando p>0,05, caso contrario, a populacdo

atende a uma distribuicdo nao normal.
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3.4.8.3 Teste t (Student)

O teste t (Student) tem por finalidade comparar duas médias experimentais
guando o desvio-padrdo populacional € desconhecido. O teste t pode ser aplicado
mesmo que para amostras pequenas, porém, considerando que estas sao
provenientes de populagdes que possuem distribuicdo normal.

Antes de empregar o teste t, deve-se usar o teste F Snedecor para decidir se
as variancias amostrais diferem ou néo significativamente. O teste F é aplicado para
testar a hipotese nula (Ho) de que as varidancias de duas amostras ndo séo
significativamente diferentes, consistindo, portanto, em uma comparacéo de desvios-
padrdo. Quando p>0,05, a hipotese nula ndo é rejeitada, portanto assume-se que as
variancias amostrais sdo equivalentes. Nesse caso, deve-se aplicar o teste t
assumindo que as variancias sdo equivalentes. Caso contrario, se p<0,05, deve-se
aplicar o teste t assumindo-se que as variancias nao sao equivalentes.

Os testes F e t foram aplicados sobre os resultados (concentracéo de tilosina)
obtidos (n=9), a um nivel de significancia (a) de 0,05 onde as amostras foram
comparadas da seguinte forma:

» amostra sem tratamento térmico x amostra submetida a pasteurizacao lenta;

+ amostra sem tratamento térmico x amostra submetida a pasteurizacéo
rapida e,

+ amostra sem tratamento térmico x amostra submetida a ultra-alta
temperatura (UAT).

Quando p<0,05 no test t, assumiu-se que a diferenca entre as médias
amostrais sdo significativas. Nesse caso, foi calculada a porcentagem de
degradacéo de tilosina observada. Quando p>0,05, a diferenca entre a concentracao
da tilosina antes e apds o tratamento térmico em questdo ndo € significativa,

portanto, nenhuma degradacao teria sido observada.



92

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Testes de degradacéao da tilosina A

Paesen e colaboradores realizaram, em 1995, estudos sobre a taxa de
decomposicdo da tilosina A por cromatografia liquida com deteccéo por ultravioleta
(CL-UV) variando-se o pH das solucdes (pH entre 2 e 13) e as temperaturas de
aquecimento (60, 70 e 80°C), dentre outros fatores. A Figura 11 demonstra o perfil
de degradacao da tilosina A observado nos meios acido e alcalino a temperatura de
60°C.

Figura 11: Perfil de degradacao da tilosina A.
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Fonte: Paesen e col., 1995.
A: degradagé@o em meio 4cido; B: degrada¢éo em meio alcalino.

Neste estudo foi observado que em pH=4,0 a maior concentracao de tilosina
B, maior produto de degradacdo formado a partir da tilosina A por remocédo do
acucar neutro micarose, foi obtida ap6s 216 h (9 dias) a 60°C. Em meio neutro e
alcalino, a tilosina A é decomposta em uma mistura complexa de tilosina aldol e
diferentes produtos polares de identidades desconhecidas provavelmente
decorrentes da abertura do anel lactona. Em relacdo a influéncia da temperatura na
taxa de degradacdo, testes com solucdes de pH= 4,0 e 9,0 as temperaturas de 60,
70 e 80°C foram realizados. Concluiu-se, neste teste, que quanto maior a
temperatura, maior a taxa de degradacdo em ambos os valores de pH avaliados.
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Cherlet e colaboradores (2002), relataram que a tilosina A degrada-se em
pH<4 e pH>9, conforme foi descrito por Paesen e col.(1995).

Baseando-se nos dados descritos pelos autores acima citados, foi realizado
um teste em laboratério a fim de se obter as tilosinas B, C e D a partir da
degradacdo de uma solucdo padrdo a 100 ng/mL de tilosina A em 4gua em valores
de pH de aproximadamente 2,0, 3,0, 4,0 e 7,0.

A temperatura de 80°C para a degradacao da tilosina A foi eleita em funcao
do estudo de Paesen e col. (1995), que concluiu que quanto maior a temperatura,
maior a taxa de degradacéo da tilosina.

Apés 7h e 14h de degradacdo foi feita a diluicdo necesséria para a
verificacdo da formacéo das tilosinas B, C e D através da injecdo no espectrémetro
de massas (API 5000, Applied Biosystems). O melhor resultado foi obtido no diluente
ACN:H20 (1:1, v/iv) com 0,1% de FOA, apds 7h de teste onde foi possivel obter a
tilosina B (Figura 12). A partir desse tempo observou-se uma redugdo na

concentracdo da tilosina B.

Figura 12: Teste de degradacao a 80°C por 7h em acetonitrila:dgua 1:1 com 0,1%
de FOA
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4.2 Otimizagao

A otimizacdo consiste no ajuste dos parametros relativos a fonte de ions e
dos parametros relativos aos analitos para maximizar a resposta do espectrémetro
de massas para cada substancia analisada.

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos macrolideos é muito
importante para o desenvolvimento de métodos analiticos que visam a determinacgao
dessas substancias nos alimentos. O modo eletrospray positivo foi escolhido em
funcdo dos macrolideos possuirem um ou dois 4&tomos de nitrogénio em suas
moléculas sendo, portanto, facilmente protonaveis a ions com carga simples
([M+H]*Y) ou dupla ([M+2H]*?) (SISMOTTO e col., 2013). Os parametros
dependentes do analito denominados Declustering Potential (DP), Collision Energy
(CE) e Collision Exit Potential (CXP) controlam, respectivamente, a voltagem no
orificio (que controla a habilidade de desagregar ions entre o orificio e a QJet), a
energia de colisdo (a diferenca de potencial entre Q0 e Q2) e o potencial de saida da
célula de colisdo (SPISSO, B. F.; MONTEIRO, M. R., 2013).

A Figura 13 apresenta um diagrama esquematico do espectrébmetro de
massas API5000 (Applied Biosystems) empregado neste trabalho.

Figura 13: Diagrama esquematico do espectrdmetro de massas API 5000.
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Fonte: http://www. absciex.com/

Como pode ser observado, o instrumento é constituido por trés quadrupolos
em série (Q1, Q2 e Q3), onde o primeiro quadrupolo é utilizado para isolar os ions
de interesse gerados na fonte de ions, o segundo funciona como cela de colisdo, na
qual ocorre a fragmentacdo por dissociacdo induzida por colisdo dos ions

selecionados no primeiro quadrupolo, e o terceiro estabelece uma relacao entre o
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ion de interesse e outros ions que foram gerados a partir de sua decomposi¢do na
cela de colisao.

A otimizacdo dos valores de DP, CE e CXP através da infusdo direta da
solugdo a 100ng/mL de tilosina em MeOH:H20 com 0,1% de FOA e ACN:H20 com
0,1% de FOA foi conseguida somente para as tilosinas A e C. A otimizagdo da
tilosina B foi possivel através da infusdo da solucdo do teste de degradacdo em
ACN:H20 com 0,1% de FOA descrito na se¢éo anterior.

Nessa etapa diferentes modos de aquisicdo do espectrémetro de massas API

5000 foram empregados:

« Varredura total: com o objetivo de verificar se o analito de interesse ([M+H]'*
e [M+2H]?*) estava sendo detectado na concentracédo da solugéo padrdo preparada.
Foi feita uma varredura de 100 a 1200 unidades de massa (14), obtendo-se o
espectro de massas total. Os macrolideos tilosina A, tilosina B, troleandomicina,
oleandomicina, eritromicina e claritromicina geraram somente a forma
monoprotonada, pois possuem somente um atomo de nitrogénio em suas moléculas,
enquanto a espiramicina, roxitromicina e tilmicosina, que possuem dois atomos de
nitrogénio, geraram as duas formas, monoprotonada e duplamente protonada. Foi
verificado ainda que a troleandomicina perde uma molécula de acetil durante a
ionizacéo, levando a formacgéo da espécie [M-acetil+H]* .

A Figura 14 ilustra o espectro de massas da tilosina A no modo varredura

total.



Figura 14: Espectro de massa da tilosina A (m/z 916) no modo de aquisi¢do varredura
total.
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» Varredura de ions produtos: para identificar as transicdes a serem usadas

para a posterior quantificacdo por MS/MS. Foi feita uma varredura de 50 a 1200

unidades de massa (Figura 15), obtendo-se o espectro de ions produtos. Foram

selecionados os ions produtos de acordo com a sua abundancia e

fons

caracteristicos da classe. Algumas das possiveis rotas de fragmentagéo da tilosina A

com formacdo de ions produtos encontrados neste trabalho estdo dispostas na

Figura 16.
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Figura 15: Espectro de massa da tilosina A (m/z 916) no modo de aquisi¢do varredura de
ions produtos.
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Figura 16: Algumas das possiveis rotas de fragmentacéo da tilosina A (m/z 916).
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Fonte: CHOPRA e col., 2013.
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* Varredura de ion precursor: para confirmar o ion de origem do fragmento
selecionado (Figura 17). Foi feito para os principais ions produtos m/z 174.0, m/z

772.6 da tilosina, obtendo-se 0 espectro de ions precursores.

Figura 17: Espectro de massa no modo de aquisicdo varredura do ion precursor (m/z
772.6).

B 4Preo(772.50) 20 MCA scans from Sample 1 (TuneSamplelD) of MT20130221170058 wiff (Turbo Spray) Max. 9.0e5 cps.
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* Varredura de perdas neutras constantes: para verificar se ha perda
constante de uma parte neutra do composto. Nesse caso, todos 0s precursores que
perdem uma parte neutra constante sdo monitorados. Esta caracteristica é
normalmente observada na analise de uma classe de substancias. Nao foram

observadas perdas neutras constantes de 18u (H20) e 44u (COy).

* Monitoramento de reagdes multiplas (MRM): utilizado para monitorar
multiplos ions produto provenientes da fragmentacdo de um ou mais ions

precursores simultaneamente.

Para os demais macrolideos empregados na avaliacdo da seletividade do

método validado para a tilosina, somente os modos de aquisicdo de varredura no
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primeiro quadrupolo e MRM foram empregados. Os valores de DP, CE e CXP para
as transi¢cdes ion precursor/ions produto das tilosinas A, B e C obtidos no modo
MRM encontram-se na Tabela 8. Os valores de DP, CE e CXP para 0s outros

macrolideos encontram-se na secao 4.3.2.

Tabela 8: Valores de DP, CE e CXP para as tilosinas A, B e C.

Analito fon precursor fon produto DP (volts) CE (volts) (\%)I(tZ)
1741 49 18
Tilosina A [M+H]*™* 916,621 772,4 226 39 24
156,1 61 22
174,1 41 18
Tilosina B [M+H]** 772,503 156,0 181 51 18
132,2 43 20
174.1 49 18
Tilosina C [M+H]*! 902.583 145.2 196 45 10
133.1 45 14

A Figura 18 abaixo ilustra possiveis rotas de fragmentacdo e formacdo dos
ions produtos da tilosinas A (TA), tilosina B (TB) e tilosina C (TC).

Figura 18: Algumas das possiveis rotas de fragmentacdo da TA (m/z 916), TB (m/z 772) e TC (m/z
902).
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TB /,
160 u
902 =144 1y 969

e
TC

Fonte: CHOPRA e col., 2013.

Na otimizacédo dos parametros dependentes da fonte ESI, efetuada de forma
manual, foram testados valores de lonSpray Voltage (IS) (voltagem aplicada a
agulha que ioniza a amostra na fonte) de 3000V, 4000V, 5000V e 5500V, e valores
de temperatura da probe na fonte APCI (TEM) (temperatura que ajuda na
evaporacao do solvente para produzir ions em fase gasosa) de 450, 500, 550 e
600°C, onde a melhor ionizacdo das amostras ocorreu com IS de 5000V e TEM de
450°C.
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4.3 Condigbes cromatogréaficas e espectrométricas desenvolvidas

4.3.1 Método cromatografico para separacao das tilosinas A, Be C

Como nao foi possivel obter as condi¢cdes espectrométricas para a tilosina D,
o desenvolvimento do método cromatografico focou na capacidade de separacdo
das tilosinas A, B e C.

A coluna cromatogréfica Kinetex™ Phenomenex (C18, 2,6 um, 50 x 2,10 mm),
com particulas do tipo Core-Shell, permite obter alto desempenho, como a de um
sistema Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC) utilizando-se baixa
pressdo (menor que 400 bar = 6000 psi). Devido ao fato dessas particulas nao
serem totalmente porosas como as convencionais, ou seja, 0s analitos gastam
menos tempo para se difundir para dentro e para fora dos poros durante sua
passagem pela coluna. Embora a referida coluna tenha apresentado uma boa
resolucdo dos picos, apds varias tentativas ndo se obteve repetibilidade dos
resultados, o que levou ao abandono dos testes nessa coluna. Este comportamento
ja havia sido observado no laboratério, onde este estudo foi realizado, durante o
desenvolvimento de outro método cromatogréafico para outra classe de substancias.

A coluna Polaris® (C-18A, 3 um, 100 mm x 2 mm) permitiu a obtencéo de
picos com alta resolucdo, sensibilidade e excelente reprodutibilidade de areas,
sendo portanto, eleita para o desenvolvimento do método cromatografico.

A partir de um método cromatografico pré-existente no laboratério, varios
outros foram testados a fim de se obter a melhor separacdo da tilosina A e seus
produtos de degradacdo (tilosinas B e C) no menor tempo total de corrida
cromatografica possivel. Em relacdo a intensidade de sinal dos analitos, resolucéo e
simetria dos picos e tempo total de corrida, o melhor programa de eluicdo e
condi¢des cromatograficas obtidos foram os dispostos nas Tabelas 9 e 10:

Tabela 9: Condi¢cbes cromatograficas do método de separacdo das tilosinas A, B e C com coluna
Polaris® (C-18A, 3 um, 100 mm x 2 mm).

o ’ Temperatura do Tempo total de
Fases moveis Fluxo da fase movel _
forno corrida
A: 0,1 % FOA em 4gua _ _
0,3 mL/minuto 40 °C 15 min

B: 0,1 % FOA em ACN
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Tabela 10: Programa de eluicdo gradiente para a separacdo das tilosinas A, B e C, em coluna Polaris®
(C-18A, 3 um, 100 mm x 2 mm), com fases méveis e demais condi¢cdes descritas na Tabela 9.

Tempo (min) %A %B
0 80 20
7,5 50 50
8,5 0 100
9,0 80 20
15 STOP

Figura 19: Cromatograma das tilosinas A e B.
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A Figura 19 acima ilustra um cromatograma obtido pela injecdo de solucéo
proveniente do teste de degradacdo na condicdo 80°C por 7h em acetonitrila:agua
1:1 (v/v) com 0,1% de FOA. Como pode ser observado, ndo foi possivel separar
cromatograficamente a tilosina C devido, provavelmente, a sua baixa concentracéo
na solucéo.

Este método ndo foi eleito para a validagdo, pois somente permitiu a
separacdo cromatografica das tilosinas A e B. Estas também foram separadas
cromatograficamente pelo outro método desenvolvido, onde mais outros sete
macrolideos estdo incluidos. Portanto, preferiu-se validar uma metodologia que
permitisse a separagdo cromatografica do maior nimero de macrolideos possiveis

sem prejuizo dos produtos de degradacéo da tilosina.
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4.3.2 Método cromatogréafico e espectrométrico para as tilosinas A, B e C e 0s outros

macrolideos incluidos no estudo da seletividade do método validado

Baseando-se no método desenvolvido no laboratério para a separacao das
tilosinas A, B e C descrito na secao anterior, e também no método desenvolvido por
Pereira (em 2012) para a separacao de ionéforos poliéteres em leite foi desenvolvido
um outro método cromatografico capaz de separar todos os macrolideos em estudo.
As fases moveis, fluxo e temperatura do forno de coluna foram as mesmas daquelas
desenvolvidas para a separacéo das tilosinas A, B e C variando-se o programa de
eluicdo gradiente (Tabela 11), atingindo-se um tempo total de corrida de 20 minutos.
A coluna Kinetex novamente ndo apresentou boa repetibilidade e assim, a coluna
Polaris C-18A foi empregada. Embora gradientes ternarios como o descrito por
Pereira (2012) tenham sido testados, ndo foram satisfatoriamente superiores ao
gradiente binario adotado. Acido formico 0,1% como modificador organico forneceu

maiores intensidades de sinal.

Tabela 11: Programa de eluicdo gradiente.

Tempo (min) %A %B
1,00 75 25
9,50 50 50
9,60 5 95
10,0 5 95
10,1 75 25
20,0 STOP

As demais condi¢cfes do cromatégrafo e do espectrdmetro foram:

a) programacao do injetor automaético:
e volume de rinsagem: 500 pL;
e profundidade da agulha: 52 mm,;

¢ velocidade de rinsagem: 35 pL/segundo;
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¢ velocidade de amostragem: 5,0 yL/segundo;
e tempo de purga: 25 min;
e tempo de imersao na rinsagem: 10 s;
e modo de rinsagem: antes e ap0s a aspiracao;
¢ habilitacdo do sistema de resfriamento: sim;
e temperatura do sistema de resfriamento: 4°C;
e controle da profundidade da agulha no vial: 45 mm;
e método de bombeamento: rinsar bomba e portico entre analise (“rinse pumb
and port between analysis”);

e tempo de rinsagem: 4 s;

b) interface: eletrospray;

c) modo: MRM positivo;

d) gas de cortina: N2 valor 10;

e) gas de nebulizacdo (GS1): N2 valor 55;

f) gas de secagem (GS2): N2 valor 55;

g) voltagem do ionspray (IS): 5000V;

h) voltagem do potencial de entrada (EP): 10V,

i) voltagem do detector (CEM): 2500V

j) voltagem do defletor (DF): -100

k) temperatura da fonte TurbolonSpray: 550°C;

l) gas de colisdo (CAD gas): N2 valor 6;

m) dwell time: 50; MR pause =5 ms;

n) tempo de aquisi¢cao: 20 min;

0) volume de injecdo: 10 pL

Como néao foi possivel obter as condi¢cdes espectrométricas para a tilosina D e
a intensidade da tilosina C foi extremamente reduzida, ndo possibilitando a deteccao
da mesma em todas as solu¢bes padrao de tilosina, incluindo as provenientes dos
experimentos de degradacdo, somente as tilosinas A e B, além dos demais
macrolideos para os quais se avaliou a seletividade do método validado foram
incluidos no método final. A Tabela 12 apresenta ascondi¢des analiticas do sistema
LC-MS/MS para a determinacdo de macrolideos obtidas na etapa de otimizacéo e

nos experimentos de validacdo. Na otimizacdo, para 0s analitos espiramicina,
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roxitromicina e tilmicosina, tanto as espécies [M+H]* quanto [M+2H]?* foram

observadas e para a troleandomicina além da molécula protonada [M+H]*, um ion

[M+H-42]* foi observado e identificado, por comparacdo com dados da literatura,

como desacetiltroleandomicina. Por esse motivo, todas as espécies observadas

foram incluidas.

Tabela 12: Resultados das condic¢des analiticas do LC-MS/MS:

Analito ; fon fon Dwell DP CE CXP
R precursor produto (ms) (volts) (volts) (volts)
Tilosina A 1r4.1 49 18
[M+H] * 7,06 916,62 772,4 50 226 39 24
156,1 61 22
Tilosina B 1741 4l 18
[M+H]* 5,01 772,50 156,0 50 181 51 18
132,2 43 20
Espiramicina 1ra1 a7 10
[M+H]* 2,13 843,59 1421 50 171 45 16
540,4 41 16
Espiramicina 174,0 29 30
[M+2H]%* 2,13 422,37 144.9 50 126 19 22
540,2 15 10
Trol domici 200,1 35 12
T 1011 81438 1581 50 226 59 20
116,1 77 16
Troleandomicina 158,1 37 16
[M-acetil +H]* 8,83 772,48 586,2 50 146 25 20
116,0 57 20
ol domici 158,2 35 20
eandomicina 4 16 688,39 544 4 50 136 21 18
[M+H] :

116,3 55 14
Roxitromicina 158,2 ar 16
[M+H]* 8,62 837,46 679,5 50 171 29 22
116,2 57 16
Roxitromicina 18,0 21 22
M+ 2H]2" 8,62 41941 116,0 50 86 33 20
573,5 13 18
Eritromicina 158,2 4 14
[M+H]* 5,8 734,56 576,2 50 171 23 18
116,0 51 14
Tilmicosina 1743 S7 12
[M+H]* 3,62 869,58 696,4 50 356 53 24
126,1 77 18
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Analito ; fon fon Dwell DP CE CXP

R precursor produto (ms) (volts) (volts) (volts)
Tilmicosina 174,0 33 22
[M+2H]2* 3,62 435,34 695,6 50 106 19 22
126,1 49 26
. - 158,2 1
Claritromicina o8 146 35 6
[M+H]* 83 748,552 590,2 50 25 20
116,1 146 49 16

4.3.3 Método cromatogréafico e espectrométrico desenvolvido no LC-Triplo TOF/MS

Buscando-se identificar possiveis produtos de degradacdo da tilosina, um

equipamento mais sensivel que o LC-MS/MS foi utilizado, onde outro método

cromatografico e espectrométrico foi desenvolvido através da infusdo de solugéo

padrdo de tilosina. As condi¢Bes utilizadas no cromatografo e no espetrémetro de

massas Triplo-TOF 5600 estdo dispostas nas Tabelas 13, 14 e 15.

Tabela 13: Condi¢des cromatogréficas do LC-Triplo TOF/MS

Fases moveis

Fluxo da fase

Temperatura do

Tempo total de

movel forno corrida
A: 0,1% FOA em agua +
5mM de formiato de
amonio
B: 0.1% FOA em MeOH 250 pL/minuto 40 °C 15 min
+ 5mM de formiato de
amonio
Tabela 14: Programa de eluicdo gradiente do LC-Triplo TOF/MS
Tempo (min) %A %B
0 95 5
0,5 95 5
5 95
10 95
11 95 5
15 95 5
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Tabela 15: Condi¢des espectrométricas do LC-Triplo TOF/MS

Parametro Valor
CUR 25
GS1 45
GS2 45

IS 5500
TEM 450

4.4 Procedimentos de extracao/purificacdo testados

Os procedimentos de extracdo para a determinacdo de residuos de
macrolideos em leite basearam-se nos experimentos realizados por Pereira (2012),
onde um método direto foi comparado com um método QUEChERS desenvolvido
pelo autor (nesse caso utilizou-se os sais MgSO4 e NaOAc) e em outro desenvolvido
pela empresa Agilent (Califérnia, Estados Unidos) (método QUEChERS), no qual um
método de triagem de 36 drogas veterinarias (incluindo macrolideos) em leite, dentre
outros produtos de origem animal, por LC-MS/MS, foi proposto como adaptacdo do
método QUEChERS original (AGILENT TECHNOLOGIES, 2013).

A Tabela 16 apresenta os resultados dos métodos 1 e 2 desenvolvidos pela
Agilent® para a extracdo de macrolideos utilizando-se diferentes composi¢cdes de
sais. O método 2, que consiste na extracdo com o0s sais Na2SOa4 (sulfato de sodio) e
NaCl (cloreto de sddio) com posterior clean-up por SPE-dispersivo com C18EC e
Na2SO4, demonstrou maiores recuperagdes quando comparados ao uso de MgSOa4
(sulfato de magnésio) utilizado no método QUEChERS original. Considerando-se
que a etapa de SPE-dispersivo nos métodos 1 e 2 é a mesma, pode-se concluir que
0 Na2S0q4 é superior ao MgSOa4 para a extracdo dos macrolideos. Entretanto, com o
objetivo de ultrapassar a recuperacdo de 70% obtida com o método da Agilent,

procurou-se outras alternativas.
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Tabela 16: Resultados do teste realizado pela Agilent para a extracdo de macrolideos utilizando-se
diferentes composicdes de sais.

Método 1 2
Sais extratores MgSO4 + NaCl Na.SO4 + NaCl
SPE dispersivo C18EC+ NayS0, C18EC+ NazS04
1% de acido férmico em 1% de acido férmico em
Solvente extrator o o
acetonitrila acetonitrila
Agua 4mL 4mL
Recuperacéo de macrolideos 45,12% 70,46%

O método de extracdo QUEChERS inovador para os antibiéticos macrolideos
em leite proposto nesta dissertagdo utiliza os mesmos sais secantes Na:SOs e 0
NaCl para promover o efeito salting out, entretanto a adicdo de um terceiro sal, o

carbonato de potassio (K2COs3), tem como objetivo elevar o pH de extragdo (pH
9,5), para promover um aumento na recuperacdo do método, ja que os macrolideos
apresentam pKa entre 6,63 e 9,50. Considerando que na faixa de pH entre 8,63 a
11,50 os analitos estardo 99% na forma néo ionizada (mais soluvel em solventes
organicos) e 1% na forma ionizada, 99% das espécies dos analitos de interesse
migram para o solvente de extracdo (ACN), enquanto a maior parte dos interferentes
provenientes da matriz permanecem na fase aquosa, promovendo uma maior

recuperacédo dos antibidticos e uma maior limpeza da amostra (Tabela 17).

Tabela 17: Valores de pKa dos macrolideos.

pH ideal para  pH ideal para

Analito pKa 1 pKa 2 . .
extracao dessorcéao
Eritromicina 8,88 - 10,88 6,88
7,1 - 9,10 5,10
Tilosina

7,7 - 9,70 5,70
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pHideal para  pH ideal para

Analito pKa 1 pKa 2 . .
extracao dessorcéo
7,40 8,5 9,40 — 10,50 5,40 - 6,50
Tilmicosina

8,18 ND 10,18 6,10
Troleandomicina 6,63 - 8,63 4,63
Oleandomicina 8,84 - 10,84 6,84
Roxitromina 9,20 ND 11,20 7,20
Espiramicina 7,90 ND 9,90 5,90
Claritromicina 8,99 - 10,99 6,99

ND: néo disponivel.
Fontes: The Merck Index, 2013; SANLI e col., 2010; MOFFAT e col., 2011.

A Tabela 18 apresenta os resultados dos testes de extracdo efetuados
atraves da fortificacdo de um leite isento de macrolideos no nivel correspondente a
50 ng/mL (1LMR) para as substancias que possuem LMR estabelecido e 20 ng/mL
(2LOQ) para aquelas que ndo o possuem. Todas as amostras foram injetadas em
triplicata.

Os resultados expostos correspondem as formas mais intensas de cada
analito, onde foram monitoradas as forma [M+2H]** para a espiramicina e
roxitromicina e a forma [M-acetil+H]* para a troleandomicina. Para os demais
analitos, como possuem somente um &atomo de nitrogénio em suas moléculas,

geram apenas as formas [M+H]*, que foram também monitoradas.
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Tabela 18: Resultados dos testes direto, QUEChERS inovador e QUEChERS inovador com SPE-dispersivo para a extracdo de macrolideos em leite.

TESTE

ANALITO Direto 1 2 3 4 5 6 7

Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD Rec RSD

TIL A 92 2,13 92 496 30 352 37 280 92 2980 50 2470 91 220 30 76,75

ESPI 1889 284 104 960 30 006 39 419 15 56,17 62 2594 102 0,77 84 9,82

TROL 857 388 74 2;/5 88 514 79 1884 69 47,18 127 39,77 108 598 70 13,14

OLE 109 86 94 286 92 000 88 167 45 6994 82 186 85 088 80 8,14

ROX 131,2 108 90 656 89 17,22 99 13,22 104 11,89 90 10,20 92 7,64 62 566

ERI 100,7 49 98 100 44 79,19 71 10,04 391 124,17 80 570 83 5768 75 2,78

CLA 103,1 39,5 80 8,3 90 530 88 0,11 101 264 105 1810 94 108 75 573

: teste QUEChERS inovador;

: teste QUEChERS inovador com clean-up por SPE dispersivo com 150mg de MgSOs, 50mg de PSA e 50mg de C18;
: teste QUEChERS inovador com clean-up por SPE dispersivo com 150mg de MgSOa4, 50mg de PSA;

: teste QUEChERS inovador com clean-up por SPE dispersivo com 150mg de MgSOas e 50mg de C18;

: teste QUEChERS inovador com clean-up por SPE dispersivo com 150mg de Na2S0O4, 50mg de PSA e 50mg de C18;
: teste QUEChERS inovador com clean-up por SPE dispersivo com 150mg de Na.SO4e 50mg de PSA;

: teste QUEChERS inovador com clean-up por SPE dispersivo com 150mg de Na>SO4e 50mg de C18.

NOoO O~ WNE
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Em relacdo a tilosina, os resultados dos testes direto, 1 e 6 mostraram-se
satisfatorios, onde as porcentagens de recuperacdo e RSD obtidos foram muito
proximos. Para este analito, o teste 4 apresentou a mesma recuperacao (92%) dos
testes direto e teste 1, porém um RSD muito grande (29,8%).

Para a espiramicina, os melhores resultados foram obtidos nos testes 1 e 6,
onde a maior recuperagéo se deu no teste 1 (104%) e o menor RSD foi observado
no teste 6 (0,77%).

No caso da troleandomicina, os testes 1, 2 e 6 mostraram-se satisfatorios.
Nesse caso, embora os testes 2 e 6 tenham resultado em melhores recuperacoes
(88% e 108%), o menor RSD foi observado para o teste 1 (2,75%), onde uma boa
recuperacao também foi obtida (74%).

Para a oleandomicina, os testes 1 e 2 apresentaram 6timas recuperacdes e
desvios baixos, embora os testes direto, 3, 5 e 6 também se mostrarem satisfatorios,
mas as recuperagdes foram mais baixas que nos outros.

A roxitromicina demonstrou melhores resultados nos testes 1 e 6, onde as
recuperacoes e desvios obtidos foram muito semelhantes (90% com RSD de 6,6% e
92% com RSD de 7,6%, respectivamente). Embora um baixo RSD (5,6%) tenha sido
observado no teste 7, a recuperacdo obtida foi mais baixa que nos outros testes
(62%). Os demais testes apresentaram desvios muito grandes, o que inviabiliza seu
uso.

Os testes direto e teste 1 mostraram-se aplicaveis para a extracdo da
eritromicina, enquanto os testes 2, 4 e 6 apresentaram desvios extremamente
elevados, 79%, 124% e 77%, respectivamente, inviabilizando a adocédo destes
métodos de extracao/purificacao.

A extracdo da claritromicina apresentou bons resultados em quase todos o0s
testes; somente os testes direto e 5 apresentaram desvios grandes, 0 que 0s exclui
da possibilidade de uso para esta finalidade.

Portanto, a partir dessas observacfes, concluiu-se que o0s testes 1 e 6
apresentaram os melhores resultados para o total de macrolideos estudados.
Porém, como o método do teste 6 ndo se aplica a extracdo da eritromicina (ja que o
RSD observado foi muito grande), o método do teste de extracdo 1 foi o escolhido,
pois ndo ha necessidade de uma etapa posterior para o clean-up da amostra,
tornando-o0 mais rapido e mais barato. Assim, como para a tilosina, a etapa de

purificacdo por SPE dispersivo aplicada aos extratos obtidos nos métodos de
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extracdo ndo demonstrou ganhos em relacdo aos métodos contendo somente a
etapa de extracdo, o método final contendo somente a extragdo QUEChERS com os
sais Na2S04, NaCl e K2COs foi 0 escolhido para a validagéo.

Antes de iniciar a validacao, foi verificada a resposta da tilosina em oito niveis
de concentracdo a fim de confirmar o resultado obtido acima com uma Unica
concentragdo e estudar a resposta analitica nas concentracbes de 6,25ng/mL a
150ng/mL, incluindo agora o efeito matriz. O efeito matriz foi avaliado comparando-
se a média da area obtida de uma amostra fortificada no final do procedimento com
a de uma amostra preparada no diluente no mesmo nivel de concentracao,

conforme a férmula abaixo:

Efeito matriz = média da area da amostra fortificada no final x 100
media da area do analito no diluente

Os resultados obtidos estéo dispostos na Tabela 19 abaixo:

Tabela 19: Verificagdo da resposta da tilosina pelo método escolhido para validacao.

TILOSINA A
Concentragcdo  Recuperacao Efeito Matriz
_ RSD (%)
(ng/mL) Média (%) (%)

PO 0 0 0 0

P1 6,25 85,86 5,62 -5,86
P2 12,5 78,64 3,38 +3,63
P3 25 78,37 7,88 +1,92
P4 50 87,83 5,34 -2,26
P5 75 77,30 1,23 -4,14
P6 100 86,91 5,53 -0,38
P7 125 77,25 6,04 +1,30
P8 150 82,63 1,60 +0,44

Como pode ser observado, a recuperacdo da tilosina variou de 87,83% a
77,25%, com RSD maximo de 7,88%, e um efeito matriz ndo significativo foi obtido,
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demonstrando que o método se comportou adequadamente indicando que a
validag&o poderia ser iniciada.

4.5 Validacéao

4.5.1 Seletividade (incluindo o efeito matriz relativo)

Das 41 amostras adquiridas (Tabela 4, secdo 3.2.5) somente 15 se
apresentaram comprovadamente isentas dos macrolideos pesquisados, através do
calculo da razao sinal/ruido para a segunda transicdo. Todos 0s sinais nas janelas
de tempo de retencdo nas quais os analitos eram esperados nas trés transicdes de
MRM foram integrados e avaliados, e somente picos com razao sinal/ruido 23, ou
seja, acima do limite de detec¢cdo do método, foram considerados detectados. A
substéancia espiramicina foi detectada em 21 amostras e a tilosina em 5 amostras. A
Figura 20 apresenta um cromatograma tipico de uma amostra de leite contendo
espiramicina, a Figura 21 de uma amostra de leite contendo tilosina e a Figura 22 de
uma amostra branca para todos os analitos pesquisados. 15 leites apresentaram-se
como comprovadamente isentos de tilosina e dos demais analitos pesquisados para
a seletividade:

* 4 leites UAT (050/2013; 052/2013; 058/2013; 067/2013),

* 4 |eites pasteurizados (040/2013; 041/2013; 064/2013; 065/2013),

* 2 leites em po (044/2013; ABR-2013/007) e

e 5 leites crus (ABR-2012/007; ABR-2012/008; ABR-2012/010; ABR-
2012/012; ABR-2013/008).
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Figura 20: Cromatograma de amostra de leite contendo espiramicina
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Figura 21: Cromatograma de amostra contendo tilosina
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Figura 22: Cromatograma de amostra branca, apresentando as transicdes de quantificacdo e
confirmacéo da tilosina.
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Das 15 amostras de leites foram selecionadas 8 (2 de cada tipo de leite) para
a realizacao do teste de seletividade para avaliagdo do efeito matriz relativo (Tabela
20).

Tabela 20: Amostras selecionadas para avaliacdo do efeito matriz relativo.

Cdédigo Fontes de matriz
040/2013 Leite pasteurizado
041/2013 Leite pasteurizado
050/2013 Leite UAT
052/2013 Leite UAT
ABR-2012/007 Leite cru
ABR-2013/008 Leite cru
044/2013 Leite em pé
ABR-2013/007 Leite em pé

Devido a alta seletividade da aquisicio no modo MRM da técnica de
espectrometria de massas sequencial, interferentes podem com frequéncia estar
presentes, mas nao serem detectados, portanto, a fim de avaliar se interferentes nao
detectaveis podem influenciar na resposta do detector, e consequentemente na
quantificacdo dos analitos alvo, oito amostras brancas ja extraidas foram fortificadas
no final do procedimento conforme descrito na se¢ao 3.2.7.6 (Figura 4).

Todos os sinais nas janelas de tempo de retencdo nas quais 0s analitos sao
esperados nas trés transicdes de MRM foram integrados e avaliados, e somente
picos com razao sinal/ruido = 3, ou seja, acima do limite de detec¢cdo do método,
foram considerados detectados. Nenhuma das oito amostras analisadas apresentou
relacao sinal/ruido = 3 nas transi¢des de quantificacdo e de confirmacédo. A Figura 23
apresenta as curvas de calibracdo construidas nas concentracdes de 0,25 a 2,5
vezes 0 LMR de 50 ng/mL de tilosina nas oito diferentes amostras selecionadas.
Como pode ser observado, as curvas se sobrepdem, apresentando um RSD do
coeficiente angular de 3,2 %, demonstrando que nao foi identificado um efeito matriz
relativo, indicando que o método responde da mesma forma para leite UAT, leite em

po, leite cru e leite pasteurizado.
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Figura 23: Curvas de calibracdo da avaliagdo do efeito matriz relativo do método para a tilosina,
utilizando-se o método dos minimos quadrados ponderados, com peso de 1/y.
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4.5.2 Intervalo de medicéo e intervalo linear

Para o estabelecimento do intervalo de medicdo e linear do instrumento, a
razdo sinal/ruido referente a menor concentragéo (0,125 vezes o LMR) foi calculada
nas transicoes de quantificacdo (m/z 174.1) e de confirmagéo (m/z 772.4): 86 e 48,6,
respectivamente, correspondente a uma concentracéo de 0,78ng/mL.

A partir dos dados experimentais ndo foram identificados valores aberrantes
em cada nivel de concentracdo de tilosina pelo teste de Grubbs considerando
a=0,01.

O teste de Levene indicou heterocedasticidade, ou seja, que as variancias
ndo foram constantes ao longo do intervalo de medi¢cdo. Portanto, o método dos
minimos quadrados ponderados (MMQP) por ser o mais indicado, foi o utilizado.

O diagrama de Box & Whisker dos dados agrupados para a tilosina (Figura
24) mostra a variacdo dos resultados com o aumento da concentracdo, o que foi

confirmado pelo teste de Levene (p=0,000528).



Figura 24: Diagrama de Box & Whisker dos dados agrupados da tilosina.
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Considerando a heterocedasticidade dos dados, as curvas de calibracédo

foram preparadas empregando-se o0 métdo dos minimos quadrados ponderados

(MMQP) com peso igual a 1/y (onde y € a area).

A avaliacdo da linearidade do instrumento foi efetuada pela comparacdo do

modelo linear com um modelo n&o-linear, descrita no POP 65.3120.136 do

Laboratorio de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos, e demonstrou

gue o intervalo linear do instrumento coincide com o intervalo de medicéo avaliado,

ou seja, de 0,78 a 18,75 ng/mL de tilosina.
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Figura 25: Curvas de calibragcdo no diluente preparadas em quatro dias diferentes para
avaliagéo do intervalo de medicéo e linear.
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Como pode ser observado na Figura 25, ndo foram constatadas diferencas
significativas nas curvas de calibracdo instrumentais, demonstrando a estabilidade
da resposta do sistema LC-MS/MS ao longo dos quatro dias avaliados. Os
coeficientes de correlagdo variaram de 0,994 a 0,997. Comparando os coeficientes
angulares, o RSD observado foi de 3,2%.

4 5.3 Linearidade, sensibilidade e efeito matriz absoluto

Considerando que a avaliacdo da seletividade (secéo 4.5.1) demonstrou nao
haver diferenca significativa entre as matrizes estudadas, selecionou-se uma
amostra de leite UAT (amostra 052/13) como representativa das demais. A curva de
calibracdo com nove niveis de concentracdo, incluindo o zero, com fortificacdo no
inicio do procedimento (Figura 26) demonstrou ser linear levando em consideragéo
0S mesmos critérios de avaliacdo da linearidade descritos na sec¢édo 4.5.2. Assim, o
método demonstrou ser linear de 0,78 a 18,75 ng/mL de tilosina, equivalente a 0,125
a 3 vezes o LMR.

A sensibilidade, dada através do coeficiente angular das curvas de calibracao
descritas como y=bo + b1x obtidas com a matriz fortificada no inicio, foi de 3,57E+05.
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Figura 26: Curva de calibracéo de tilosina na matriz com fortificagéo no inicio do procedimento.
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Comparando-se o coeficiente angular da curva de calibracdo com fortificacéao
no inicio do procedimento com o da curva de calibracdo preparada no diluente
(Figura 27) através do teste t-Student, confirmou-se que h& diferenca significativa
entre ambas (tca2,06 > twb2,02), devido a um erro sistematico proporcional
proveniente de um efeito combinado de interferéncias da matriz e perdas de
recuperacao, indicando que nao é possivel quantificar amostras reais na curva de
calibracdo construida no diluente. O uso da curva de calibracdo na matriz com
fortificacdo no inicio do processo tem a vantagem de ja incorporar uma correcao de
recuperacdo nos resultados analiticos obtidos e assim, ndo sdo necessarias

correcdes de recuperacdo na analise das amostras.
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Figura 27: Curvas de calibracdo de tilosina na matriz fortificada no inicio do procedimento e no
diluente.
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Comparando-se o coeficiente angular da curva de calibragdo fortificada no
final do procedimento com o da curva de calibracdo preparada no diluente (Figura
28), através do teste t-Student, verificou-se que ndo ha diferenca significativa entre
ambas (tcal, 73 < twn2,02), demonstrando que n&o foi observado efeito matriz
absoluto de supressdo ou aumento de sinal no processo de ionizagdo no LC-MS/MS

decorrente de substancias outras, que ndo o analito de interesse.
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Figura 28: Curvas de calibracdo de tilosina na matriz fortificada no final do procedimento e no
diluente.
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4.5.4 Repetibilidade, precisdo intermediaria, recuperacdo e eficiéncia da

extracao/purificacédo

Considerando que a andlise das 18 amostras nos trés dias analisados foram
realizadas em condicfes de repetibilidade, os RSDr globais ndo devem exceder os
limites expostos na Tabela 21 (CAC, 2009). Estes limites equivalem a
aproximadamente 2/3 dos desvios padréo relativos de reprodutibilidade (RSDr) para
cada nivel de concentracéo.

Tabela 21: Desvios padrao relativos em condi¢des de repetibilidade (RSDr) para métodos quantitativos
referentes a um intervalo de concentracdes da substancia a analisar.

Concentracao RSDr

< 1ug/Kg 36%

> 1ug/Kg < 10ug/Kg 32%

= 10ug/Kg < 100ug/Kg 22%
= 100pg/Kg < 1000ug/Kg 18%
= 1000pg/Kg 14%

Fonte: CAC, 20009.
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Os resultados de repetibilidade e recuperagdo do método em condi¢gbes de
repetibilidade para a determinacgao de tilosina em leite estdo dispostos na Tabela 22:

Tabela 22: Repetibilidade e recuperacdo do método em condicdes de repetibilidade para a
determinacéo de tilosina em amostras de leite fortificadas.

Tilosina - Tilosina encontrada (ug/KQg)
o Estimativa
adicionada 1° dia? 2° dia? 3° dia? Global®
Média® 25,4 23,6 22,3 23,8
25 ng/Kg SD 1,3 3,37 1,47 2,5
(0,5LMR) RSDr (%) 5,0 14,3 6,6 10,5
Recuperacao (%)¢ 101,2 93,8 88,8 94,6
Média® 51 50,1 46,2 49
50 pg/Kg SD 1,9 3,4 2,6 3,4
(1LMR) RSDr (%) 3,7 6,8 57 6,9
Recuperacao (%)¢ 101,1 99,2 91,4 97
Média® 74,5 73 69,1 72,6
75 png/Kg SD 0,8 3,7 59 5,0
(1,5LMR) RSDr (%) 1,0 51 8,5 6,9
Recuperacao (%)¢ 98,2 96,2 91,1 95,7

aseis replicatas verdadeiras em cada nivel.

bdezoito replicatas verdadeiras em cada nivel.

cconcentragbes meédias calculadas pelas curvas de calibracdo na matriz com fortificag&o no inicio do
procedimento.

drecuperagdo para estimar o erro sistematico do método analitico

Segundo os resultados obtidos, pode-se concluir que o método analitico
demonstrou repetibilidade aceitavel para todos os niveis de concentracdo estudados
e recuperacdes acima de 94,6%.

Quanto a avaliacdo da precisdo intermediaria, os RSD intralaboratoriais
globais ndo devem ser superiores ao desvio padréo relativo de reprodutibilidade
(RSDr) para cada nivel de concentracéo (Tabela 23).
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Tabela 23: Desvios padrdo relativos em condicdes de reprodutibilidade (RSDr) para métodos
guantitativos referentes a um intervalo de concentracdes da substancia a analisar.

Concentragao RSDr
<1ug/Kg 54%

= 1ug/Kg < 10ug/Kg 46%

= 10pg/Kg < 100pg/Kg 34%
2 100pg/Kg < 1000pg/Kg 25%
= 1000pg/Kg 19%

Fonte: CAC, 2009.

Os resultados de precisdo intermediaria e recuperacdo do método em
condi¢cBes de precisdo intermediaria para a determinacdo de tilosina em leite estdo

dispostos na Tabela 24 abaixo:

Tabela 24: Precisdo intermediaria e recuperagcdo do método em condi¢cbes de precisdo intermediaria
para a determinacgéo de tilosina em amostras de leite fortificadas.

Tilosina encontrada (ug/Kg)

Tilosina -
- Estimativa 1° 2° S8
adicionada Global®
operador® operador? operador?
Média® 22,23 24,7 24,7 23,9
25 ug/Kg SD 1,47 1,7 1,6 1,9
(0,5LMR) RSD (%) 6,6 6,7 6,5 7.8
Recuperacao (%)? 88,8 98,2 98,2 95,1
Média® 46,2 42,7 46,3 45,1
50 pg/Kg SD 2,6 5,0 4,0 4,1
(1LMR) RSDr (%) 5,7 11,7 8,7 9,2
Recuperacao (%)? 91,4 84,6 91,8 89,3
Média® 69,1 74 70,1 71
75 ug/Kg SD 5,9 13,3 4,2 8,5
(1,5LMR) RSDr (%) 8,5 18,0 6,0 12
Recuperacao (%)¢ 91,1 97,6 92,4 93,7

aseis replicatas verdadeiras em cada nivel.

bdezoito replicatas verdadeiras em cada nivel.

cconcentragbes medias calculadas pelas curvas de calibracdo na matriz com fortificagdo no inicio do
procedimento.

drecuperagdo para estimar o erro sistematico do método analitico
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Segundo os resultados obtidos, pode-se concluir que o método analitico
demonstrou precisdo intermediaria aceitavel para todos os niveis de concentracao
estudados com recuperacdes acima de 89,3%.

Como néo existe um material de referéncia certificado (MRC) de tilosina em
leite, ndo é possivel avaliar a veracidade do método. Quando um MRC né&o esté
disponivel, ao invés da tendéncia, calcula-se a recuperacdo, que sera usada na
investigacao de erros sistematicos (expressa como tendéncia ou recuperacao).

A veracidade minima, portanto, deve atender aos critérios estabelecidos pelo

Brasil e Unido Europeia (Tabela 25) ou Codex Alimentarius (Tabela 26).

Tabela 25: Veracidade minima (expressa como tendéncia ou recuperagcdo) dos métodos
guantitativos.

Concentragao Intervalo
> 1 pg/Kg -50% a +2%
> 1 ug/Kg < 10 pg/Kg -30% a +10%
2 10 ug/Kg -20% a +10%

Fonte: Unido Europeia, 2002.

Tabela 26: Veracidade minima (expressa como tendéncia ou recuperacdo) dos métodos
guantitativos.

Concentragao Intervalo
<1 pg/Kg -50% a +20%
> 1 pg/Kg < 10 pg/Kg -40% a +20%
> 10 pg/Kg < 100 pg/Kg -30% a +20%
> 100 pg/Kg < 1000 pg/Kg -30% a +10%
> 1000 pg/Kg -30% a +10%

Fonte: CAC, 2009.

Como pode ser visto, a tilosina apresentou recuperacdes aceitaveis nas trés
concentracdes estudadas considerando-se as especificacdes da Unido Europeia e

Codex Alimentarius.
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A eficiéncia de extracao/purificagcdo, avaliada nos experimentos de
repetibilidade, variou de 79 a 82% e 0 RSD de 10,4 a 17%.

4.5.5 Limite de deteccao (LOD)

Para a tilosina, os picos apresentaram raz&o sinal/ruido = 3 nas transi¢des de
corfirmacao e de quantificacdo, atendendo aos critérios de identificacdo/confirmacao
preconizados (UNIAO EUROPEIA, 2002).

O valor do LOD calculado considerando a relagao sinal/ruido = 3 dos sinais
instrumentais nas transicdes de confirmacgao, obtidos para 18 amostras analisadas
sob condicbes de precisdo intermediaria no menor nivel de fortificagcdo estudado
(0,5LMR) foi de 0,84 ug/Kg.

4.5.6 Limite de quantificacdo (LOQ)

O valor do limite de deteccao corresponde a menor concentragcdo em massa
determinada com exatiddo e precisao aceitaveis (IUPAC, 2013) Neste caso, 0 LOQ
para a tilosina equivale a 2,79 pg/Kg.

4.5.7 Limite de decisédo (CCa) e capacidade de deteccao (CCp)

Os valores de CCa e CCB obtidos para a tilosina no método validado,
considerando as curvas globais com 18 amostras fortificadas obtidas pelo método
dos minimos quadrados ponderados foram: 58,35 ng/mL e 71,70 ng/mL,

respectivamente.

4 5.6 Estabilidade do analito

Foi avaliada a estabilidade da tilosina em solugbes estoques através da
diferenca percentual relativa (DPR) das respostas (média das areas dividida pla
concentracdo) entre solucbes recém-preparadas e solucdes antigas, onde todos os
resultados devem ser inferiores a 15%.

Foram comparadas solugdes preparadas no ano de 2010 e dois preparos no
ano de 2013 (2013A e 2013B). Os resultados estdo dispostos na Tabela 27:
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Média das areas da

Concentragcdo média

das solucdes

Analito solucéo estoque FR1 FR2 DPR
estoque (ng/mL)
2010 2013A 2010 2013A
Tilosina /
174.1 2,60E+06 | 2,80E+06 | 964,130 | 1.001,862 | 2,70E+00 | 2,80E+00 -3.44
- ’ Concentragdo media
Média das areas da .
_ . das solucbes estoque
Analito solucéo estoque FR1 FR2 DPR
(ng/mL)
2013A 2013B 2013A 2013B
Tilosina /
1741 2,80E+06 | 2,77E+06 | 1.001,862 | 1.037,950 | 2,80E+00 | 2,6 7E+00 4.49
. 5 Concentracdo média
Média das areas da
_ das solugdes
Analito solucéo estoque FR1 FR2 DPR
estoque (ng/mL)
2010 2013B 2010 2013B
Tilosina /
1741 2,60E+06 | 2,77E+06 | 964,130 | 1.037,950 | 2,70E+00 | 2,67E+00 1.06

Como pode ser observado, todos os valores de DPR foram inferiores a 15%,

portanto, pode-se concluir que a tilosina pode ser armazenada em temperatura

inferior a -70°C por 3 anos.

4.6 Aplicacdo do método validado para a avaliacdo da estabilidade da tilosina em

solucéo e em leites termicamente processados

4.6.1 Avaliagéo da estabilidade da tilosina em solugéo

Primeiramente pensou-se em submeter a solu¢cdo de tilosina as mesmas

condi¢cOes de tempo e temperatura as quais os leites foram submetidos para verificar

se haveria algum tipo de degradacao, sem o efeito de protecéo por constituintes do

leite. No entanto, a simulagdo do tratamento térmico de UAT né&o foi possivel, pois
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ndo ha possibilidade da solugdo padréo de tilosina em &gua alcancar a temperatura
necesséria (120°C) em condi¢des de pressdo atmosférica. Somente em alta presséo
seria possivel atingir esse valor, o que poderia ser alcancado com o0 uso de uma
autoclave, porém o tempo necessario para a simulacdo (5 segundos) ndo seria
possivel nesse equipamento. Portanto, ndo foram obtidos resultados da simulacéo
do tratamento a UAT da solugéo padrdo de tilosina em 4gua e somente resultados
da pasteurizacao lenta e da pasteurizacéo rapida seréo discutidos.

Para avaliar os resultados utilizou-se como referéncia a solu¢do nao tratada
termicamente, com a qual as concentracdes obtidas ap6s 0s processamentos
térmicos foram comparadas. O teste de Grubbs demonstrou ndo haver valores
aberrantes entre os resultados obtidos. A Tabela 28 abaixo apresenta os dados

experimentais.

Tabela 28: Resultados obtidos no teste de avaliagdo da estabilidade da tilosina em solugéo.

Concentracdo média de tilosina

Amostra (ng/mL)*
Solucédo ndo tratada termicamente 11,5 (2,61)
Solucédo submetida a pasteurizacéo lenta 11,2 (2,36)
Solucado submetida a pasteurizagao rapida 13,3 (2,30)

*média (RSD), n=3.

Apbs o tratamento estatistico dos dados experimentais concluiu-se que houve
diferenca significativa entre a concentracdo média de tilosina na solucdo néo tratada
termicamente e na solucdo submetida a pasteurizacéo lenta (p=0,26), sugerindo que
houve degradacéo de 2,6% da molécula de tilosina quando submetida as condi¢bes
de pasteurizacdo lenta. Em relacdo aos dados obtidos na pasteurizacdo rapida da
solucédo de tilosina verificou-se um aumento da concentracdo de tilosina quando
comparada a solugéo controle. Esse aumento pode ter ocorrido devido a evaporacao
de parte da agua da solucdo através da abertura para a insercdo do termémetro,
portanto, os resultados deste ensaio nao foram considerados.

A injecdo de uma nova diluicAo das amostras confirmou os resultados

anteriormente obtidos.
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4.6.2 Avaliagéo da estabilidade da tilosina em leites termicamente processados

Para a realizacdo dos trés tratamentos térmicos volumes diferentes de leite
foram utilizados. Para o tratamento UAT e para a pasteurizacéo rapida foi utilizado
um trocador de calor de superficie raspada que requer um volume de
aproximadamente trés litros de leite para que se tenha uma recuperagdo de
aproximadamente um litro. Enquanto isso, a pasteurizacdo lenta foi realizada em
banho-maria com agua onde o leite ficou armazenado em seu proprio recipiente
onde ndo h& perdas de volume.

O nivel de fortificagdo do leite foi selecionado levando-se em consideracéo a
faixa em que o método se mostrou linear. A concentracdo de 100 ng/mL de tilosina
esta dentro da faixa linear do método, além disso, pensou-se em trabalhar com esta
concentracdo mais alta, pois caso os produtos de degradagédo tivessem sido
formados, estariam em baixa concentracdo e, assim, aumentaria-se a possibilidade
de detecta-los.

Considerando que uma grande parte dos trabalhos cientificos publicados
apresenta limitacdes estatisticas no tratamento dos dados relativos ao efeito do
tratamento térmico sobre residuos de medicamentos veterinarios em leite, neste
trabalho optou-se por tratar todos os resultados estatisticamente, diferentemente dos
demais encontrados na literatura, pois acredita-se que estes resultados sejam mais
confiaveis que aqueles resultantes somente de repetidas medicdes.

Para a verificacdo de valores aberrantes, os nove resultados das amostras de
cada leite (amostra sem tratamento térmico, submetida a pasteurizacdo lenta,
submetida a pasteurizacao rapida e ao tratamento UAT) foram submetidos ao teste
de Grubbs, onde se constatou somente um resultado aberrante na amostra de leite
submetida a pasteurizacao lenta (Gcal 2,40 > Gerit 2,11). Para os demais, nao foram
observados valores aberrantes, portanto, trabalhou-se com um total de nove
observacdes para estas, e oito observacdes para a amostra de leite submetida a

pasteurizacéo lenta. Os resultados obtidos estéo dispostos na Tabela 29.
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Tabela 29: Concentracdo média de tilosina encontrada.

Amostra Concentracdo média de tilosina (RSD)
Leite ndo tratado termicamente 94,01 ng/mL (2,08)*
Leite submetido a pasteurizagéo lenta 83,85 ng/mL (1,9)**
Leite submetido a pasteurizacdo rapida 81,50 ng/mL (3,4)*
Leite submetido ao tratamento UAT 87,93 ng/mL (7,4)*

*n=9; *n=8.

Apos a verificagdo e exclusdo dos valores aberrantes, foi realizado um teste
para verificar a condicdo de normalidade dos dados, ou seja, verificar se as
amostras provém de uma distribuicdo normal. Para esta finalidade foi aplicado o
teste de Shapiro-Wilk a um nivel de significAncia de 0,05%, bicaudal, onde foi
observado que a amostra controle (p=0,10), a amostra de leite submetido a
pasteurizacdo lenta (p=0,37), a amostra de leite submetida a pasteurizacao rapida
(p=0,61) e aquela submetida ao tratamento UAT (p=0,77) pertencem a uma
distribuicdo normal.

Sabendo-se que as amostras sdo provenientes de uma distribuicdo normal,
foi possivel aplicar o teste t Student. Nesse teste a amostra controle (leite sem
tratamento térmico) foi comparada com cada amostra tratada termicamente, a fim de
verificar se as médias das mesmas sdo ou ndo significativamente diferentes. Para
esta finalidade, primeiramente foi aplicado o teste F Snedecor, a fim de se comparar
as variancias e entdo decidir que tipo de teste t Student usar para comparar as
médias das amostras. Quando no teste F Snedecor as variancias se mostraram
estatisticamente diferentes entre si, aplicou-se o teste t Student entre as duas
amostras (controle x tratado termicamente) assumindo-se variancias diferentes, caso
contrario, aplicou-se o teste t Student assumindo-se variancias iguais.

Para comparar a média da amostra controle com a média da amostra
submetida a pasteurizacéo lenta (controle x pasteurizacéo lenta) foi aplicado o teste
t Student para duas amostras com variancias diferentes, onde verificou-se que as
médias destas amostras sao significativamente diferentes (p=0,00007). Ja na
comparacdo da média da amostra controle com a média da amostra submetida a
pasteurizacdo rapida (controle x pasteurizacdo rapida) e com a média da amostra

submetida ao tratamento UAT (controle x UAT), aplicou-se o teste t Student para
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duas amostras com variancias equivalentes. Nesse teste, também foi observado que
a média da amostra controle diferiu estatisticamente das amostras da pasteurizacao
lenta e do tratamento UAT (p=0,000002 e p=0,03, respectivamente).

Na pasteurizacéo lenta foi observada uma reducéo de 10,8% na concentracao
de tilosina A, 13,31% na pasteurizacdo rapida, e 6,47% no tratamento UAT.
Portanto, cerca de 89,2%, 86,7% e 93,5% de tilosina A permace no leite apdés os
processos de pasteurizacdo lenta, pasteurizacdo rapida e tratamento UAT,

respectivamente.

4.7 Avaliagéo das solucdes padréo e amostras analisadas por LC-Triplo TOF/MS

No equipamento LC-MS/MS API 5000 foi possivel detectar os ions
precursores da tilosina A, B e C no modo varredura no primeiro quadrupolo (Q1
scan), enquanto a tilosina D ndo havia sido detectada. No método desenvolvido
neste estudo para a determinacdo de residuos de macrolideos em leite por LC-
MS/MS, somente as tilosinas A e B puderam ser obtidas devido a sensibilidade do
método.

Nas analises realizadas no equipamento Triplo-TOF™ 5600 foi possivel
observar que o padrdo de tilosina continha além da tilosina A, as tilosinas B, C e D

como impurezas ndo declaradas pelo fabricante (USP) (Figura 29).
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Figura 29: Cromatograma de aduto de tilosina A, B, C e D com metanol obtido no padrdo de
tilosina.
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Fonte: AB Sciex.

Outra observacgéao importante foi a identificacdo de um metabdlito da tilosina, a
demicinosiltilosina (DMT) de m/z 742,4372, férmula molecular C3sHssNO13 € massa
molecular 741,4294g/mol no padréo de tilosina (Figura 30). Essa substancia forma-
se a partir da perda do acucar micinose da molécula de tilosina A. Isso foi possivel

somente usando um equipamento de alta resolucédo que confere alta especifidade e
sensibilidade.
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Figura 30: Estrutura molecular e cromatograma da demicinosiltilosina (DMT) em solu¢éo padréo.
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Fonte: AB Sciex.

No padrao de tilosina as tilosinas A, B, C, D e a DMT estavam presentes nas
propor¢cdes de 69,3%, 1,6%, 3,6%, 8,5% e 16,9%, respectivamente. Na Tabela 30
estdo expostos os resultados, em termos percentuais, dessas substancias antes e
apos os tratamentos de pasteurizacao lenta e pasteurizacéo rapida. Nao foi possivel
obter os resultados do tratamento a UAT na solucdo padrdo, pois ndo ha
possibilidade de levar a solucao preparada em agua a temperatura acima de 100°C,
a pressao atmosférica, necessaria para a simulagéo do tratamento UAT.

Tabela 30: Avaliacdo dos resultados obtidos no Triplo-TOF
TA (%) TB (%) TC (%) TD (%) DMT (%)

Controle 69,3 1,6 3,6 8,5 16,9
Pasteurizacao
. 67,4 6,3 3,2 7,7 15,4
rapida
Pasteurizacao
68,9 3,8 3,1 7,6 16,6
lenta

Os resultados acima foram avaliados de forma a estimar, em termos
percentuais, a redu¢do ou aumento da concentracao das tilosinas A, B, C, D e DMT

apos os tratamentos térmicos empregados conforme Tabela 31.
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Tabela 31: Estimativa do aumento ou reducdo da concentracdo de tilosina apds os
processamentos térmicos

Processo Aumento (+) ou reducéo (-) observado
térmico TA(%) TB(%) TC(%) TD(%) DMT (%)
Pasteurizagao
o -1,9 +4,6 -0,4 -0,8 -1,6
rapida
Pasteurizagéo
-0,4 +2,2 -0,5 -0,9 -0,3
lenta

Como pode ser observado na Tabela 31 acima, verificou-se que nos dois
processos de pasteurizacdo houve reducdo da concentracdo da tilosina A com
aumento da concentracdo de tilosina B. Esse aumento ocorreu, provavelmente,
devido a degradacdo da tilosina A com perda do acucar micarose formando a
tilosina B. Esse ganho foi mais expressivo na pasteurizacéo rapida (+4,6%) que na
pasteurizacdo lenta (+2,2%), indicando que o tratamento do leite a temperatura de
72 a 75°C por 15 a 20 segundos é mais significativo para a degradac¢éo da tilosina A
gue o tratamento a 65°C por 30 minutos. Portanto, do pondo de vista da formacao
de produtos de degradacado, a pasteurizacdo rapida promove a formacdo de mais
substancias resultantes da degradacdo térmica da molécula de tilosina A que a
pasteurizacdo lenta, porém, do ponto de vista da persisténcia da tilosina na sua
forma ativa no leite, a pasteurizacdo lenta se mostrou ser um tratamento menos
eficaz na degradacdo dessa molécula.

Embora ndo tenha sido possivel obter a porcentagem de degradacdo da
molécula de tilosina no leite apds os tratamentos térmicos comerciais empregados
neste estudo, jA que a amostra controle ndo pdde ser analisada, através desta
técnica foi possivel ao menos observar que as tilosinas A, B, C e D estavam
presentes em todas as amostras de leite fortificadas tratadas termicamente.

Em relagdo as amostras brancas de leite (amostras nédo fortificadas e tratadas
termicamente) e as tratadas termicamente, com a finalidade de identificar os
possiveis produtos de degradacdo no equipamento triplo-TOF, foi constatada que a
DMT estava também presente em todas as amostras de leite, inclusive nas brancas
nas quais nao haviam sido identificadas as tilosinas A, B, C e D. Pode-se supor,
portanto, que o animal do qual o leite foi retirado pode ter recebido um medicamento
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ou racdo que continha tilosina h4 muito tempo antes da retirada do leite e ainda
estar eliminando este metabdlito.
A razdo da DMT na amostra tratada termicamente em relacdo a amostra

branca foi calculada e os resultados estéo dispostos na Tabela 32.

Tabela 32: Razdo DMT amostra tratada termicamente/amostra branca.

. Razao DMT amostra tratada
Tratamento térmico empregado .
termicamente/amostra branca

Pasteurizacao rapida 6,1
Pasteurizacéo lenta 4,2
UAT 2,5

A razdo de DMT encontrada nas amostras tratadas termicamente em relacao
aquela encontrada nas amostras brancas revelou que na pasteurizacdo rapida
ocorreu maior acréscimo da quantidade de DMT em rela¢@o aos outros tratamentos
térmicos, revelando que nas condi¢cdes de temperatura e tempo de aquecimento da
pasteurizacdo rapida ha formacdo de maior quantidade desse metabdlito que nos
demais tratamentos, embora nos outros também tenha sido observado um aumento
de DMT.
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5 CONCLUSAO

Nos dias atuais uma das maiores preocupacdes em relagdo a seguranca
alimentar ndo consiste somente na determinacéo de residuos de antimicrobianos em
alimentos, mas também dos possiveis produtos que possam ser gerados durante o
seu tratamento térmico. A magnitude do impacto dos produtos de degradacao de um
antimicrobiano no alimento processado ainda néo foi elucidada, porém, especula-se
gue esses produtos possam ser ainda mais toxicos que suas moléculas originais.
Além deste, outro fator de risco para o consumidor sédo os efeitos do uso de agentes
antimicrobianos nas préticas veterinérias sobre a questao da resisténcia bacteriana
aos antibidticos de uso humano. Nesse caso, € de grande importancia o
conhecimento da estabilidade térmica de antimicrobianos comumente usados na
pecuaria a fim de se obter dados sobre a exposi¢cdo humana a estas substancias ja
que, caso os tratamentos térmicos comercialmente empregados ndo sejam capazes
de degradar o antimicrobiano presente, este ainda permanecerd no alimento
destinado ao consumo humanao.

Embora estas sejam importantes questdes mundialmente discutidas, poucos
trabalhos tém sido publicados a fim de avaliar a estabilidade térmica de
antimicrobianos nos alimentos e identificar os possiveis produtos de degradacédo
gerados.

Com a finalidade de estudar o efeito de diferentes condicdes de
tempo/temperatura, mimetizando as condi¢cbes de pasteurizacdo lenta, rapida e
tratamento a ultra-alta temperatura sobre a tilosina em solugcdo e no leite, uma
metodologia para a determinacdo de residuos de tilosina por LC-MS/MS foi
desenvolvida e validada, incluindo nesta, as transicbes de MRM de possiveis
produtos de degradacao.

O meétodo analitico desenvolvido baseou-se em uma extracdo QUEChERS
inovadora com deteccdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas sequencial triplo quadrupolar (LC-MS/MS), que
possibilitou a determinacdo de tilosina A e outros macrolideos e a deteccdo da
tilosina B, segundo maior componente da tilosina A. O método, validado para a
tilosina, apresentou recuperacao global maior que 89,3% em condi¢cOes de preciséo

intermediaria, com desvio padrdo relativo inferior a 12% no intervalo de
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concentracdo de 25 a 75 ng/mL. Os valores de CCa, CCp, limite de deteccado e de
quantificacdo foram de 58,35 ng/mL, 71,70 ng/mL, 0,84 ng/mL e 2,79 ng/mL,
respectivamente.

Com o tratamento estatistico dos dados obtidos apdés o processamento
térmico da solucdo padrdo de tilosina, foi observada uma reducédo 2,6% de sua
concentracdo ap0s 0 processo de pasteurizacdo lenta. Os resultados relativos a
pasteurizacdo rapida foram desconsiderados devido a provavel evaporacao da agua
da solucédo acarretando em uma concentracdo maior que a esperada; e os dados do
tratamento UAT ndo foram possiveis devido a impossibilidade de simulacdo do
tempo/temperatura deste processamento.

Na avaliagdo da estabilidade da tilosina em leites fortificados tratados
termicamente, a maior reducdo na concentracdo de tilosina A ocorreu apds a
pasteurizacdo rapida (13,31%), enquanto na pasteurizacdo lenta e no tratamento
UAT essa reducdo foi de 10,8% e 6,47%, respectivamente. Portanto, a
pasteurizacdo rapida se mostrou mais eficaz na degradacdo da molécula de tilosina
que os demais tratamentos, mesmo que em propor¢des pequenas, e o tratamento
UAT se mostrou o menos eficaz para esta finalidade, onde 93,5% da concentracéo
inicial permanecem no leite apos este processo.

Através do uso de um equipamento mais sensivel, o triplo quadrupolo/tempo-
de-voo foi possivel identificar as tilosinas A, B, C e D na solu¢cdo padréo e nos leites
fortificados submetidos aos tratamentos térmicos. Além dessas substancias um
metabdlito da tilosina foi identificado, a DMT, formada a partir da perda do aclcar
micinose da molécula de tilosina A.

Na avaliacdo da estabilidade da tilosina em solugdo por LC-Triplo TOF/MS,
observou-se uma reducdo de 1,9% da concentracdo inicial de tilosina A na
pasteurizacdo rapida e 0,4% na pasteurizacdo lenta. Portanto, o processo de
pasteurizacdo rapida demonstrou ser mais eficaz na degradacdo desta molécula,
assim como observado nos leites avaliados por LC-MS/MS. Outra importante
observacdo foi o aumento da concentracdo de tilosina B nos processos de
pasteurizacdo rapida e lenta (4,6% e 2,2%, respectivamente) que ocorreu
possivelmente devido a perda do acucar micarose da tilosina A durante esses
tratamentos térmicos.

Através deste instrumento foi possivel ainda verificar que a DMT estava

presente tanto nas amostras brancas de leite quanto nas amostras submetidas aos
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tratamentos térmicos, portanto, para verificar o comportamento da DMT frente aos
tratamentos térmicos, foi calculada a razdo de DMT na amostra de leite processado
com o leite branco. O resultado revelou que na pasteurizacdo rapida ha formacéo de
maior quantidade desse metabdlito que nos demais tratamentos, embora nos outros
também tenha sido observado um aumento de DMT.

Contudo, os resultados deste estudo indicam que a molécula de tilosina A
apresenta alta estabilidade térmica, embora tenha sido verificada a degradacéo de
uma pequena fracdo desta com formacao de outros produtos de degradacéo, dentre
eles atilosina B e a DMT. Para as questdes de Vigilancia Sanitéria, esses dados séo
importantes para a avaliacdo da exposicdo humana a esse antimicrobiano, ja que
nenhum processo comercial de tratamento térmico é eficaz na eliminacdo deste
analito no leite. Além disso, embora os produtos de degradacao sejam formados em
pequenas proporc¢des, ndo se sabe a toxicidade destes compostos. Estudos relatam
que alguns produtos de degradacdo de compostos quimicos podem ser ainda mais
toxicos que as moléculas originais, porém, estes riscos ainda ndo sao considerados

pela legislacao atual.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

O método desenvolvido para a determinacdo de residuos de tilosina em leite
sera validado para os demais analitos incluidos no estudo de seletividade, para que
possa ser utilizado em um futuro monitoramento de residuos de macrolideos em
leite.

Mais estudos para a identificagdo de outros produtos de degradacéo por LC-
Triplo TOF/MS serdo realizados no leite, a fim de se obter dados relativos a

estabilidade da tilosina.
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