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RESUMO

A conscientizacdo da populacdo, consequéncia do crescente acesso a educacao e a
informacéo, provocou profundas mudancas em diversos setores, inclusive no
alimenticio. A busca por melhores condi¢des nutricionais e de qualidade de vida pela
sociedade aumentou, o0 que aliada a preocupacdo das autoridades com questdes
sanitarias, impulsionou o esforco pela diminuicdo de riscos associados ao consumo
de alimentos. Entre os riscos quimicos destacam-se aqueles advindos da utilizacéo
de produtos de uso veterinario, muitas vezes indispensaveis a pecuaria, mas
capazes de gerar residuos em alimentos de origem animal. Tais residuos podem ser
prejudiciais a saude humana pela sua toxicidade ou alergenicidade. Além disso, os
antimicrobianos, como os das classes dos macrolideos e quinolonas, podem induzir
0 surgimento de bactérias resistentes. Inserido nesse contexto, o publico infantil,
mais suscetivel e vulneravel fisiologicamente que a populacdo adulta e que consome
com regularidade alimentos industrializados a base de produtos de origem animal,
exige cuidados especiais. No Brasil, a Portaria 34/1998 do Ministério da Saude
determina que alimentos para lactentes e criancas de primeira infancia a base de
carnes e ovos, legalmente definidos como sopinhas, ndo podem conter residuos de
hormdnios, antibidticos ou outras substancias farmacologicamente ativas. Diversas
técnicas sao utilizadas na analise de residuos de produtos de uso veterinario em
alimentos, entretanto uma das principais e mais empregadas é a cromatografia a
liquido acoplada a espectrometria de massas sequencial (Liquid chromatography —
tandem mass spectrometry, LC-MS/MS). O presente trabalho teve como objetivo o
desenvolvimento, a validacdo e a aplicacdo de um método de triagem para a
identificacdo de residuos de macrolideos e quinolonas em sopinhas por LC-MS/MS.
O método foi desenvolvido e validado utilizando o procedimento QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) para o preparo das amostras. Valores de
capacidade de detecgao (CCp) iguais ou menores que 5 pg/kg foram obtidos. O
método foi aplicado a analise de 44 amostras adquiridas no municipio do Rio de
Janeiro e nenhuma apresentou residuos de macrolideos e quinolonas, indicando

conformidade perante a legislagéo.

Palavras-chave: Residuos. Produtos de uso veterinario. Macrolideos. Quinolonas.

Alimentos infantis.



ABSTRACT

The awareness of population, as consequence of the increasing access to education
and information, led to profound changes in several sectors, including food industry.
The society search for better nutritional conditions and quality of life has increased,
which, combined with the concern of authorities with sanitary issues, has promoted
the effort to reduce the risks associated with food consumption. In this context,
chemical risks have great significance as a result of the use of veterinary drugs, often
essential to livestock, but capable of generating residues in food of animal origin.
Veterinary drug residues can be harmful to human health due to their toxicity or
allergenicity. Furthermore, antimicrobials like those from macrolide and quinolone
classes can induce the emergence of resistant bacteria. Within this context, child
population, more susceptible and physiologically vulnerable than adult population
and who eat processed foods of animal originon a regular basis, requires special
care. In Brazil, Ministry of Health Ordinance 34/1998 determines that meat and egg-
based foods for infants and young children, legally defined as soups, may not contain
residues of hormones, antibiotics or other substances pharmacologically active.
Several techniques are used for the analysis of veterinary drug residues in foods.
However, one of the main and most used technique is Liquid Chromatography—
Tandem Mass Spectrometry (LC-MS/MS). The aim of the present work was to
develop, validate and apply a screening method for the identification of macrolide
and quinolone residues in soups using LC-MS/MS. The method was developed and
validated using the QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)
procedure for sample preparation. Values for detection capability (CCB) equal to or
less than 5 ug/kg were obtained. The method was applied to 44 samples purchased
in the city of Rio de Janeiro and none of the samples presented residues of

macrolides and quinolones, indicating compliance to legislation.

Keywords: Residues. Veterinary drugs. Macrolides. Quinolones. Baby foods.
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1 INTRODUCAO

1.1 Segurancga dos alimentos

A expressao “seguranca alimentar” comegou a ser utilizada logo apds a
Segunda Guerra Mundial, entretanto naquele momento estava ligada
exclusivamente a capacidade de producdo de alimentos dos paises. Esse conceito
sofreu profundas mudancas passando de uma ética estritamente produtiva e
distributiva para uma concep¢ao mais atual, na qual a seguranca alimentar ndo esta
somente ligada a disponibilidade de alimentos, mas também a questdes relativas
propriamente a seguranca e qualidade, que englobam desde um alimento ndo
contaminado ou que ndo contenha residuos até questdes relativas a fatores
nutricionais, tecnoldgicos e sanitarios (ORTEGA; BORGES, 2012). Contaminantes
sdo definidos como compostos que né&o foram adicionados intencionalmente aos
alimentos, enquanto os residuos sdo derivados do uso intencional no setor
agropecuario durante o processo de producdo como, por exemplo, os agrotéxicos e
0s produtos de uso veterinario (CARTUS; SCHRENK, 2017).

Com o passar dos anos, a preocupacao com a qualidade e a seguranca dos
alimentos, principalmente com relagéo a diminuicdo de riscos fisicos, microbiolégicos
e quimicos, se tornou cada vez maior e foi impulsionada, sobretudo, pela crescente
conscientizacdo e busca da populacdo por uma melhor alimentacdo e qualidade de
vida (NERO et al., 2007; SPISSO; NOBREGA; MARQUES, 2009). Além disso,
escandalos no mercado de alimentos, ocorridos principalmente na década de 90,
repercutiram negativamente e abalaram a confianca dos consumidores. Para conter
o colapso no mercado de géneros alimenticios, diminuir a desconfianca gerada e
garantir a seguranca dos consumidores, mecanismos mais rigidos que visam a
garantia da inocuidade dos alimentos passaram a ser meta de agentes publicos e
privados envolvidos no mercado de alimentos, aumentando assim o controle, a
regulacéo e regulamentacao no setor (ORTEGA; BORGES, 2012).
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1.2 Contaminacdo quimica e residuos em alimentos

Apesar do aumento da preocupacgao com a seguranca dos alimentos, eliminar
todos os riscos provenientes de produtos alimenticios nem sempre € viavel, visto
gue os mesmos podem ser originados de diversas fontes. No geral, os alimentos
podem ser acometidos por contaminantes biologicos, devido principalmente a falta
de boas praticas agricolas e as condi¢cdes inadequadas de conservacdo e
transporte, contaminantes fisicos, pela presenca de objetos estranhos ao produto, e
por contaminantes quimicos, devido, por exemplo, a utilizacdo de agrotoxicos e
produtos de uso veterinario, o que pode causar grandes problemas a saude dos
consumidores (TORRES, 2008). Produtos de uso veterinario sdo definidos como:

Toda substancia quimica, biolégica, biotecnoldgica ou preparacao
manufaturada cuja administracdo seja aplicada de forma individual ou
coletiva, direta ou misturada com os alimentos, destinada a prevencao, ao
diagnéstico, a cura ou ao tratamento das doengas dos animais, incluindo os
aditivos, suprimentos, promotores, melhoradores da produgdo animal,
medicamentos, vacinas, antissépticos, desinfetantes de uso ambiental ou
equipamentos, pesticidas e todos os produtos que, utilizados nos animais
ou no seu habitat, protejam, restaurem ou modifiqguem suas func¢bes
organicas e fisiolégicas, bem como o0s produtos destinados ao
embelezamento dos animais (MAPA, 2019).

Inseridos nesse contexto, o0s residuos oriundos de produtos de uso veterinario
merecem devido destaque. A Comissdo do Codex Alimentarius (Codex Alimentarius
Commission, CAC) adota como definicdo de residuos totais de um medicamento no
alimento “o medicamento original, juntamente com todos os metabdlitos e produtos
provenientes do mesmo, que permanecem no alimento apdés a administracdo do
farmaco em animais produtores de alimentos”. Especificamente, em seu manual de
procedimentos, define ainda os residuos de medicamentos veterinarios como “os
compostos de origem e/ou seus metabdlitos presentes em qualquer porcéo
comestivel de um produto de origem animal, assim como os residuos de impurezas
associadas a esse medicamento veterinario” (CAC, 2018).

E importante ressaltar que a utilizacéo de diversos produtos de uso veterinario
€ permitida e essencial para o aumento da producéo no setor pecuario (SPINOSA,
PALERMO-NETO; GORNIAK, 2014). Por esse motivo, varios paises definem quais
medicamentos s&o permitidos e quais sdo os limites maximos de residuos (LMR)

nos alimentos. Para a CAC, LMR é a “concentracdo maxima de residuos resultante
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do uso de medicamentos veterinarios (expressa em mg/kg ou pg/kg), recomendada
pela Comissdo como legalmente permitida ou reconhecida como aceitavel em um
alimento” (CAC, 2018). Outro conceito importante, utilizado quando as substancias
nao possuem um limite permitido, por se tratarem de substancias proibidas para
animais produtores de alimentos, € a de limite minimo de desempenho requerido
(LMDR), ou seja, o teor minimo de uma substancia em uma amostra que deve ser
detectavel e passivel de confirmacéo (UNIAO EUROPEIA, 2002).

Concentra¢cfes acima dos LMR para substancias autorizadas podem colocar
em risco a saude dos consumidores. Entretanto, unicamente o cumprimento dos
LMR por parte dos produtores ndo garante a segurancga, Visto que O respeito a
ingestdo diaria admissivel (IDA) é a questao crucial nesse processo (BAYNES et al.,
2016). Conceitualmente, a IDA ¢é “uma estimativa da quantidade de um
medicamento veterinario, expressa em relacdo ao peso corporal, que pode ser
ingerida diariamente ao longo da vida sem oferecer risco consideravel a saude”
(CAC, 2018).

1.2.1 Riscos associados a exposicao a residuos de produtos de uso veterinario

O consumo de alimentos que contenham niveis de residuos de produtos de
uso veterinario que ultrapassem a IDA estabelecida e de residuos de substancias
nao autorizadas ou de substancias proibidas nos alimentos expdem gravemente e
podem colocar em risco a saude dos consumidores. A exposicdo a essas
substancias elevam as chances do desenvolvimento de reacfes alérgicas,
problemas cardiacos, discrasias sanguineas e carcinogenicidade (BAYNES et al.,
2016).

Além disso, no caso dos antimicrobianos, o uso em animais produtores de
alimentos pode levar a selecao e disseminacéo de bactérias resistentes, que podem
ser transmitidas aos humanos por esses alimentos ou por outras vias (WHO, 2017).
Os antimicrobianos sdo substancias que inibem o crescimento de microrganismos e
por esse motivo possuem aplicacdo terapéutica no tratamento de doencgas
infecciosas, e embora desencorajada por 6rgdos de controle, como a Agéncia
Americana para Alimentos e Medicamentos (Food and Drug Administration, FDA),

sdo também utilizados como promotores de crescimento. A preocupacao por parte
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desses 0Orgdos se torna ainda maior devido a grande parte dos antimicrobianos
aprovados para uso veterindrio também serem utilizados na medicina humana
(BAYNES et al., 2016).

Em meio a essa preocupacdo, a atencdo com os alimentos destinados ao
publico infantil tem crescido nos ultimos anos, sobretudo porque o baixo peso
corporal desse grupo os torna mais vulneraveis aos residuos presentes nesses
alimentos (HERRERA-HERRERA et al., 2011). Devido a essa maior vulnerabilidade
e sensibilidade, as lactentes e criancas de primeira infancia fazem parte de uma
populacdo que merece atencao e cuidados especiais (NEBOT et al., 2014). Lactente
€ definida como “a crianca de zero a doze meses de idade incompletos”, enquanto
crianga de primeira infancia é “a crianca de doze meses a trés anos de idade”
(BRASIL, 1998).

Sabe-se que em um passado nao tdo distante, os alimentos destinados a
esse grupo costumavam ser preparados diariamente por seus responsaveis,
entretanto mudancas na sociedade e no modo de vida dos pais, juntamente com o
aumento da oferta e variedade de produtos industrializados de origem animal a base
de carne, frango e ovos destinados ao publico infantil tem aumentado os cuidados
com a seguranca desse grupo e o risco de estarem expostos a residuos (NEBOT et
al., 2014). Tais alimentos sdo submetidos a processamentos térmicos para
eliminacdo de microrganismos patogénicos através de processos tecnolégicos que
expdem os alimentos a altas temperaturas, porém em curtissimos periodos, para
que sejam minimizadas as mudancgas quimicas e se mantenham as caracteristicas
organolépticas e o alto valor nutricional dos produtos (TETRA PAK, 2013). Estudos
ja demonstraram que, apesar dessa exposicao térmica, os residuos presentes nos
alimentos podem néo sofrer degradacdo em sua totalidade (ZORRAQUINO et al.,
2009; COSTA, 2014).

Aléem das mudancas nos habitos alimentares, o risco de exposicdo desse
grupo a medicamentos veterinarios também € mais elevado por proporcionalmente,
possuir a taxa de consumo por unidade de peso maior do que a deadultos. Logo,
pensando na saude de uma classe de consumidores tdo suscetivel, os alimentos
voltados para esse grupo devem possuir 0s mais altos padrdes de seguranca
(HERRERA-HERRERA et al., 2011; RODRIGUEZ; MORENO-BONDI; MARAZUELA,
2011; AGUILERA-LUIZ et al., 2012).
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1.2.2 Resisténcia bacteriana e classes de antimicrobianos mais relevantes

A preocupacédo de especialistas e profissionais da saude com o surgimento de
novas cepas de bactérias resistentes tem aumentado a cada dia. Por esse motivo, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) elaborou e divulgou em 2005 uma lista
relacionada ao tema em que os antimicrobianos utilizados na medicina humana
foram categorizados em trés grupos: criticamente importantes, altamente
importantes e importantes. A atualizacdo da lista disponibilizada em 2017 utilizou
dois critérios para a categorizacdo dos antimicrobianos. Pelo primeiro, a classe
deveria ser a Unica ou uma das poucas terapias disponiveis para o tratamento de
infeccbes graves em humanos. De acordo com o segundo, a classe dos
antimicrobianos deveria ser utilizada no tratamento de infecbes em humanos
causadas por microrganismos que podem ser transmitidos aos humanos por fontes
nao humanas ou microrganismos que podem adquirir genes de resisténcia de fontes
nao humanas. Para serem categorizadas como criticamente importantes, as classes
deveriam atender a ambos os critérios (WHO, 2017).

Ainda segundo o documento da OMS, a categoria dos antimicrobianos
criticamente importantes foi subdividida de acordo com a avaliagdo de trés
parametros de priorizagdo. O primeiro levou em consideracdo o alto numero
absoluto de pessoas, ou a alta proporcdo do uso em pacientes com infeccdes
graves em ambientes de saude afetados por doencas bacterianas para as quais a
classe antimicrobiana é a Unica ou uma das poucas alternativas para tratar infeccées
graves em seres humanos. O segundo considerou a alta frequéncia de uso da
classe antimicrobiana para qualquer indicacdo em medicina humana, ou entdo a
elevada proporcdo de uso em pacientes com infecgcbes graves em ambientes de
saude, uma vez que o uso pode favorecer a selecdo de resisténcia em ambos os
contextos. O terceiro e Ultimo parametro levou em consideracdo a classe
antimicrobiana a ser utilizada para tratar infeccdes em pessoas para as quais existe
evidéncia de transmissdo de bactérias resistentes ou genes de resisténcia de fontes
nao humanas (WHO, 2017).

Paralelamente a lista divulgada pela OMS, a crescente e constante
necessidade de cuidado com o surgimento de novas cepas de microrganismos

resistentes também motivou a criacdo pelo comité internacional da Organizagéo
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Mundial de Saude Animal (World Organisation for Animal Health, OIE) da Lista de
Agentes Antimicrobianos de Importancia Veterinaria. A lista € composta por todos os
agentes antimicrobianos de uso em animais produtores de alimentos, os quais foram
categorizados em: criticamente importantes, altamente importantes ou importantes.
A categorizacdo foi baseada na taxa de resposta ao questionario “Agentes
Antimicrobianos de Importancia Veterinaria” por paises membros da OIE e no uso
dos antimicrobianos para o tratamento de doencas animais graves e na
disponibilidade de agentes antimicrobianos alternativos. O primeiro critério era
cumprido quando a maioria dos consultados (x > 50%) identificava determinada
importancia a classe antimicrobiana em sua resposta ao questionario. J4 o segundo,
guando as substancias de determinada classe eram identificadas como essenciais
para o0 combate as infec¢cdes especificas, sem que houvesse alternativas
terapéuticas. Assim, 0s antimicrobianos foram considerados criticamente
importantes quando ambos os critérios foram atendidos, altamente importantes
quando um ou outro critério foi cumprido e importantes quando nenhum dos dois
critérios foram alcancados (OIE, 2015).

Dentre as classes identificadas como criticamente importantes pela OMS
estdo os macrolideos e as quinolonas, ambas pertencentes ao grupo de mais alta
prioridade definido pela Organizacdo por atenderem aos trés parametros
estabelecidos (WHO, 2017). A OIE segue o mesmo caminho com relacdo aos
macrolideos, porém somente as quinolonas de segunda geracao (fluoroquinolonas)
foram consideradas criticamente importantes para a Organizagdo. Quinolonas de
primeira geragao foram consideradas como altamente importantes, sustentando
assim a grande relevancia dessas substancias na questéo da resisténcia bacteriana
(OIE, 2015). A tabela 1 apresenta exemplos de antimicrobianos pertencentes as
referidas classes, utilizados tanto na medicina humana quanto na veterinaria e

utilizados apenas na medicina veterinaria.



28

Tabela 1 — Exemplos de antimicrobianos utilizados na medicina humana e

veterinaria.
Macrolideos Quinolonas
Uso humano e veterinario
Claritromicina (CLA) Acido nalidixico (NAL)
Eritromicina (ERI) Ciprofloxacina (CIP)
Espiramicina (ESPI) Flumequina (FLU)
Oleandomicina (OLE) Moxifloxacina (MOX)
Roxitromicina (ROX) Norfloxacina (NOR)
Troleandomicina (TROL) Ofloxacina (OFL)
Somente uso veterinario
Tilmicosina (TILM) Difloxacina (DIF)
Tilosina (TIL) Enrofloxacina (ENRO)

Fonte: (WHO, 2017).

Segundo a OIE, as fluoroquinolonas merecem atencédo especial por serem
extremamente importantes tanto para a saude animal quanto para a humana e,
portanto a Organizacdo recomenda que antimicrobianos pertencentes a essa classe
nao devem ser utilizados como tratamento preventivo (adicionados a agua ou a
racao), ndo devem ser a primeira escolha para o tratamento de doencas, a menos
que se justifigue em casos especificos, e somente devem ser a segunda escolha
quando houver testes microbioldgicos que justifiguem o uso. O uso off label, ou seja,
0 uso para o qual o medicamento ainda nédo € aprovado ou indicado, deve ainda ser
limitado a casos em que nenhuma outra alternativa esteja disponivel (OIE, 2015).

Todas essas informacdes ratificam a extrema importancia dessas duas
classes de agentes antimicrobianos, aumentando e justificando a necessidade de

estudos a respeito das mesmas.

1.2.2.1 Macrolideos

Em geral, os macrolideos sdo substancias lipofilicas, que podem apresentar
carater basico, constituidos quimicamente por um anel lactbnico macrociclico, que
possui de 14 a 16 atomos de carbono e ao qual se ligam através de ligacdes
glicosidicas um ou mais agucares, como a desosamina e a micosamina. Os
representantes dessa classe séo classificados de acordo com o nimero de carbonos
no grupo lactona, conforme mostra a tabela 2 (KATZUNG, 2010; SISMOTTO;
PASCHOAL,; REYES, 2013).
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Tabela 2 — Representates da classe dos macrolideos, segundo 0 numero de

carbonos no grupo lactona.

Carbonos no grupo lactona Substéancias representantes do grupo
14 ERI, ROX e CLA
15 Azitromicina (AZI)
16 ESPI, TILM e TIL

Fonte: (SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013).

O mecanimo de acdo dos macrolideos se baseia na inibicdo da sintese
proteica bacteriana por meio da ligagdo ao RNA (&cido ribonucleico) ribossémico nos
receptores localizados em sua sub-unidade 50S, o que impede reacdes de
translocacdo e transpeptidacdo. Os mecanismos de resisténcia bacteriana
geralmente ocorrem por inativacdo enzimatica por esterases que hidrolisam o
macrolideo, alteracdo no sitio de ligacdo do receptor 50S do ribossomo ou
diminuicdo da permeabilidade celular ao antimicrobiano (KATZUNG, 2010). Na
medicina veterinaria esses compostos possuem uma vasta gama de aplicacdes,
sendo utilizados no tratamento de micoplasmose em porcos e aves, doenca
digestiva hemorragica em porcos e infeccdes respiratérias e abscessos hepéaticos
gue apresentam poucas alternativas em bovinos (OIE, 2015).

Com relagdo aos representantes da classe dos macrolideos, a ERI merece
destaque por ter sido o primeiro e Unico representante de uso clinico durante anos
(SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013). Quimicamente, possui baixa solubilidade
em agua e boa solubilidade em solventes organicos, sendo bastante estavel em
solucdo a temperatura de 4 °C, porém perdendo sua atividade em pH acido e
temperaturas iguais ou maiores que 20 °C (KATZUNG, 2010). Outro exemplo da
classe é a TIL, produzida pelo Streptomyces fradiae e utilizada exclusivamente na
medicina veterinaria. A substancia possui atividade contra algumas bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e micoplasmas e € composta predominantemente pela
TIL A, principal responsavel por sua atividade antimicrobiana, mas a TIL B, TIL C e
TIL D também fazem parte de sua composi¢do. Outros representantes da classe sao
a TILM, de uso restrito a medicina veterinaria, a CLA, derivado semissintético da
ERI, e a ROX (SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013). Abaixo, na figura 1, as

estruturas quimicas de alguns macrolideos.
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Figura 1 — Estruturas quimicas de representantes da classe dos macrolideos.

a. TIL; b. TILM.
Fonte: (ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY, 2017).

1.2.2.2 Quinolonas

Originalmente, as quinolonas comecaram a ser utilizadas com a introducdo no
mercado do NAL. Posteriormente, pelo fato das primeiras quinolonas ndo serem
capazes de atingir niveis antibacterianos sistémicos, foram desenvolvidas as
primeiras fluoroquinolonas, derivadas sintéticas desse acido a partir da adigcdo de um
atomo de fldor em sua molécula. As fluoroquinolonas apresentam atividade
antibacteriana superior as quinolonas de primeira geracdo, alcancam niveis
bactericidas no sangue e tecidos e sdo ativas contra bactérias aerobicas Gram-
negativas e cocos Gram-positivos, possuindo diversas aplicagbes na medicina
veterinaria e sendo utilizadas especialmente em casos de septicemias, doencas
respiratorias e intestinais (KATZUNG, 2010; OIE, 2015).

As quinolonas tem sua atuacdo inibindo a atividade da enzima DNA (acido
desoxirribonucleico) girase, também chamada de topoisomerase I, e a
topoisomerase V. A inibicdo da primeira impede o relaxamento do DNA
superespiralado positivo, fato necessario para a transcricdo e replicacdo do DNA,
enquanto a inibicdo da segunda atua interferindo na separagcdo do DNA
cromossomico replicado nas células-filhas durante a divisdo celular. Esses

processos culminam no bloqueio da sintese do DNA bacteriano (KATZUNG, 2010).
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A ocorréncia de resisténcia bacteriana a essa classe se deve principalmente
por alteragbes na permeabilidade da membrana celular bacteriana as drogas e a
mutacao na regido de ligacdo da quinolona a enzima-alvo. Um fato extremamente
relevante € que um microrganismo, ao adquirir resisténcia de alto nivel a uma
fluoroquinolona, geralmente também adquire resisténcia cruzada a todos os outros
representantes da classe (KATZUNG, 2010).

ENRO, danofloxacina e marbofloxacina s&o exemplos de quinolonas
licenciadas pela Unido Europeia para o uso em animais produtores de alimentos
(GAJDA et al., 2012). Outras substancias como a MOX, FLU e levofloxacina sao
representantes da classe. As estruturas quimicas de diferentes quinolonas, com e

sem o atomo de fluor presente na molécula, podem ser verificadas na figura 2.

Figura 2 — Estruturas quimicas de representantes da classe das quinolonas.

O D -:l H )

a.NAL; b. CIP.
Fonte: (ROYAL SOCIETY OF CHEMISTRY, 2017).

1.3 Seguranca de alimentos: regulacédo e controle sanitario de residuos

1.3.1 Regulacéo e controle internacional

A avaliacao de risco e a regulacdo de residuos de produtos de uso veterinario
em alimentos de origem animal, atos de reconhecida necessidade, séo realizados
por diversas organiza¢des internacionais que seguem principios muito semelhantes
(BAYNES et al., 2016). Trés mecanismos sdao comumente utilizados para nortear e
basear a elaboracdo de legislacbes especificas que visam garantir o controle de

substancias nos alimentos: a determinacdo dos produtos autorizados ao uso, a
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elaboracdo de guias que determinam quais métodos devem ser empregados nas
andlises e o estabelecimento de LMR ou tolerancias, ou seja, as concentracfes
méaximas permitidas dessas substancias em alimentos (MASIA et al., 2016).

Nesse contexto, a OMS e a Organizacao das Nacdes Unidas para Agricultura
e Alimentacdo (Food and Agriculture Organization of the United Nations, FAO)
criaram e administram conjuntamente o Programa Codex Alimentarius, do qual
participam centenas de paises, 0os quais compdem a CAC. As principais propostas
do programa s&o proteger a saude dos consumidores e assegurar praticas
equitativas no comércio internacional de produtos alimenticios (ORTEGA; BORGES,
2012). A CAC, com o auxilio do Comité de Especialistas da FAO/OMS em Aditivos
Alimentares e Contaminantes (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives
and Contaminants, JECFA), é responsavel pela realizacdo da avaliacdo dos riscos
associados ao consumo de produtos contendo residuos de produtos de uso
veterinario, estabelecendo para isso as IDA e os LMR recomendaveis para dezenas
de substéncias em diferentes alimentos de origem animal (BAYNES et al., 2016;
MASIA et al., 2016).

Ministérios e agéncias reguladoras sdo responsaveis pelo controle sanitario
desses residuos em diferentes paises, como a FDA nos EUA (Estados Unidos da
América), a Agéncia Europeia para a Avaliacdo de Medicamentos (European
Medicines Agency, EMA) na Unidao Europeia, a Autoridade Australiana de
Agrotoxicos e Medicamentos Veterinarios (Australian Pesticides and Veterinary
Medicines Authority) na Australia e o Ministério da Saude, Trabalho e Bem-Estar
(Ministry of Health, Labour and Welfare) no Japdo. No Brasil, esse controle é
responsabilidade conjunta do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Embora a CAC disponibilize em sua base de dados os LMR para dezenas de
substancias, uma harmonizagdo em nivel mundial desses valores ainda é
extremamente dificil, pois mesmo se baseando nas normas do Codex Alimentarius
ou em fundamentos semelhantes, cada pais tem autonomia para definir seus limites
e muitas vezes valores distintos sdo adotados (MASIA et al., 2016). A tabela 3
apresenta os LMR e as tolerancias (expressas em pug/kg) para alguns
representantes da classe dos macrolideos e quinolonas estabelecidos por diferentes

agéncias reguladoras para bovinos, aves e frangos.
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Vale ressaltar que algumas substancias sdo metabolizadas ou convertidas em

outras. Podemos citar como exemplo a CIP, metabdlito ativo da ENRO e, portanto,

0s LMR estabelecidos para essas substancias sdo geralmente definidos como a
soma das concentracoes das mesmas (PRABHAKARAN et al., 2009; CUNHA,

2011).

Tabela 3 — Exemplos de LMR/tolerancias estabelecidos pela Australia, Brasil, Codex

Alimentarius, EUA, Japao e UE para bovinos, aves e frangos, em pg/kg (continua).

LMR/Tolerancia

Substancia Referéncia Residuo Marcador ~ Espécie (Hg/kg)
Musculo  Figado Rins
Macrolideos

Australia®
Brasil?
Codex Soma de ESPI e Bovinos 200 600 300
Alimentarius® neoespiramicina Frangos 200 600 800
ESPI EUA*
Japéos Soma de ESPIl e Bovinos 200 600 300
neoespiramicina Frangos 200 600 800
UES Soma de ESPl e Bovinos 200 300 300
neoespiramicina Frangos 200 400
L1 S Bovinos 50 1000 1000

Australia Tilmicosina
Aves
.2 o Bovinos 300

Brasil Tilmicosina
Aves 600
Codex Tilmicosina Bovinos 100 1000 300
LM Alimentarius® Frangos 150 2500 600
2 o Bovinos 100 1200

EUA Tilmicosina
Aves
. 5 L Bovinos 100 1000 300

Japao Tilmicosina
Frangos 70 1000 250
6 L Bovinos 50 1000 1000

UE Tilmicosina
Aves 75 1000 250

---“ —auséncia de dados.

Fonte: (*AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY MEDICINES AUTHORITY, 2012;

MINISTERIO DA AGRICULTURA,

PECUARIA E ABASTECIMENTO,

2018;

3CODEX

ALIMENTARIUS COMMISSION, 2015; *U. S. FOOD & DRUG ADMINISTRATION, 2016; *MINISTRY
OF HEALTH, LABOUR AND WELFARE, 2017 ; "UNIAO EUROPEIA, 2009).



34

Tabela 3 — Exemplos de LMR/tolerancias estabelecidos pela Australia, Brasil, Codex

Alimentarius, EUA, Japdo e UE para bovinos, aves e frangos, em pg kg™

(concluséo).

LMR/Tolerancia

Substancia Referéncia Resfduo Marcador ~ Espécie (ng/kg)
Musculo Figado Rins
Macrolideos
L1 I Bovinos 100 100 100
Australia Tilosina A
Aves 200 200 200
.2 i Bovinos 100
Brasil Tilosina A
Aves 100
Codex o Bovinos 100 100 100
. . 3 Tilosina A
TIL Alimentarius Frangos 100 100 100
4 o Bovinos 200 200 200
EUA Tilosina A
Aves 200 200 200
~ 5 L Bovinos 100 100 100
Japao Tilosina A
Frangos 100 100 100
UE® Tilosina A Bovinos 5 100 100
/ Aves
Quinolonas
Australia®
.12 Bovinos
Brasil
Aves
Codex
Alimentarius®
ENRO EUA* Etilenodiamina Bovinos 100 -
ciprofloxacina Aves
~ 5 Soma de ENRO e Bovinos 50 100 100
Japéao
CIpP Frangos 50 100 100
UE® Soma de ENRO e Bovinos 100 300 200
CIpP Aves 100 200 300
Australia®
.2 Bovinos
Brasil
Aves
Codex
NOR Alimentarius®
EUA?
x5 . Bovinos —
Japao Norfloxacina
Frangos 20 20 20
UE®
’---” — auséncia de dados.
Fonte: (1AUSTRALIAN PESTICIDES AND \/ETERINARY MEDICINES AUTHORITY, 2012;
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2018: °>CODEX

ALIMENTARIUS COMMISSION, 2015; “U. S. FOOD & DRUG ADMINISTRATION, 2016; *MINISTRY
OF HEALTH, LABOUR AND WELFARE, 2017 ; °UNIAO EUROPEIA, 2009).
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1.3.2 Breve histérico e atuacao da Vigilancia Sanitaria no Brasil

O controle sanitario no Brasil, até o fim do século XVIII, era baseado na
legitimacdo de alguns oficios e na arrecadacdo de taxas pelos servicos publicos
prestados, cabendo as Camaras Municipais medidas sanitarias, como a limpeza das
cidades, o controle das regifes portuérias, de agua e esgoto e do abate de animais.
Esse quadro se alterou com a instalacdo da Corte portuguesa no Brasil, o que
resultou em profundas mudancas, tanto de ordem econdmica, pela necessidade do
aumento do setor produtivo, quanto do ponto de vista sanitario, pela crescente e
inevitdvel preocupacdo com a saude da populagdo, tendo em vista que era
fundamental evitar a propagacéo de doencas epidémicas advindas da intensificacéo
do fluxo de embarcacbes, passageiros e mercadorias (COSTA; FERNANDES,;
PIMENTA, 2008; ROZENFELD, 2000).

Devido a instauracdo da Republica, a organizacdo sanitaria foi modificada,
com a criacdo de organizacdes sanitarias estaduais e 6rgaos de Vigilancia Sanitaria
nas unidades da federacdo. JA na década de 20, com a Reforma Carlos Chagas,
criou-se o Departamento Nacional de Saude Publica e, através do Decreto n° 16.300
de 1923, foram estabelecidas diversas competéncias e normatizacfes sanitarias,
dentre as quais a fiscalizacdo de géneros alimenticios. Na década de 50 a Lei n°
1.283/50, tornou obrigatdria a fiscalizacdo prévia de todos os produtos de origem
animal e em 1961, a area do controle de alimentos foi incorporada ao Laboratorio
Central de Controle de Drogas e Medicamentos, dando origem ao Laboratério
Central de Controle de Drogas, Medicamentos e Alimentos, o qual dentre outras
funcdes, era responsavel pela andlise prévia e pelo registro de produtos
alimenticios. E valido ressaltar que ainda nessa década a éarea de alimentos
comecou a sofrer forte influéncia do Codex Alimentarius e que diversas denuncias,
como a contaminacdo da carne brasileira com esteroides anabolizantes,
estimularam o aumento do controle sobre os riscos associados a esses produtos. Ja
na década de 70, a OMS publicou diversas resolu¢cbes sobre as condigbes de
higiene na cadeia produtiva e as técnicas da industrializacdo de alimentos, citando
inclusive a questdo dos residuos e contaminantes, e seus impactos na saude da
populacdo, o0 que teve forte consequéncia na regulamentacdo brasileira
(ROZENFELD, 2000).
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Com a reestruturacdo do Ministério da Saude e a criacdo da Secretaria
Nacional de Vigilancia Sanitaria, através do Decreto n® 79.056/1976, uma nova otica
sobre a Vigilancia Sanitaria se instaurou no pais (COSTA; FERNANDES; PIMENTA,
2008). Uma intensa producdo normativa na area se iniciou com a criacdo de
legislacbes importantes, aplicaveis ainda nos dias de hoje, dentre as quais se
destacam a Lei n® 5.991/1973, que dispde sobre o Controle Sanitario do Comércio
de Drogas, Medicamentos, Insumos Farmacéuticos e Correlatos, a Lei n°
6.360/1976, sobre a Vigilancia Sanitaria a que ficam sujeitos os Medicamentos, as
Drogas, os Insumos Farmacéuticos e Correlatos, Cosméticos, Saneantes e Outros
Produtos, e a Lei n° 6.437/1977, que configura infracbes a legislagdo sanitaria
federal e estabelece san¢bes (BRASIL, 1973; BRASIL, 1976; BRASIL, 1977).

Os anos 80 foram marcados por profundas reflexdes a respeito dos rumos da
salude publica brasileira. A aproximacdo da vigilancia sanitaria a outros segmentos
da &rea da saude e o aumento de dirigentes com uma visdo mais ampla a respeito
de saude e dos problemas sanitarios contribuiu para que as acdes de vigilancia
sanitaria fossem reconhecidas e consolidadas nos ideais do Movimento da Reforma
Sanitaria (COSTA; FERNANDES; PIMENTA, 2008). Em 1988, a Constituicdo da
Republica Federativa do Brasil foi promulgada e determinou no art. 196 que:

A saude é direito de todos e dever do Estado, garantido mediante politicas
sociais e econdmicas que visem a reducgdo do risco de doenca e de outros
agravos e ao acesso universal e igualitario as a¢Bes e servigos para sua
promocao, protecdo e recuperacdo (BRASIL, 1988).

Nesse contexto, através da Lei n°® 8.080/1990, que dispde sobre as condicbes
para a promocdo, protecdo e recuperacdo da saude, a organizacdo e O
funcionamento dos servicos correspondentes, criou-se o Sistema Unico de Sautde
(SUS), estabelecendo como um de seus objetivos a vigilancia sanitaria. Segundo a

Lei, entende-se vigilancia sanitaria como:

Um conjunto de acgdes capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a
salde e de intervir nos problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente,
da producéo e circulacdo de bens e da prestacdo de servicos de interesse
da salde, abrangendo: | - o controle de bens de consumo que, direta ou
indiretamente, se relacionem com a salde, compreendidas todas as etapas
e processos, da producdo ao consumo; e |l - o controle da prestacdo de
servicos que se relacionam direta ou indiretamente com a saude (BRASIL,
1990).
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No final da década de 90, através da Lei n® 9.782/99, além de ficar definido o
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, criou-se a ANVISA, cuja finalidade

institucional é:

Promover a protecdo da salude da populacdo, por intermédio do controle
sanitario da producdo e da comercializacdo de produtos e servicos
submetidos a vigilancia sanitaria, inclusive dos ambientes, dos processos,
dos insumos e das tecnologias a eles relacionados, bem como o controle de
portos, aeroportos e de fronteiras (BRASIL, 1999).

Ainda de acordo com a Lei 9.782/99, € uma das atribuicdes da ANVISA a
regulamentacdo, o controle e a fiscalizacdo de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos (BRASIL, 1999).

ApGs a divulgacdo em 2017 pela Policia Federal do esquema de fraudes na
fiscalizacéo de frigorificos no Brasil (BRANDT et al., 2017), foi sancionado o decreto
9.013/17, que dispbe sobre o regulamento da inspecao industrial e sanitaria de
produtos de origem animal e disciplina a fiscalizagdo e a inspe¢éo industrial e
sanitaria de produtos de origem animal, instituidas pelas Leis 1.283/50 e 7.889/89.
No decreto a inspecéo e a fiscalizacdo industrial e sanitaria de produtos de origem
animal abrangem o controle de residuos e contaminantes nesses produtos. Além
disso, o Art. 274 afirma que os produtos aos quais o decreto se refere devem
“atender aos parametros e aos limites microbiolégicos, fisico-quimicos, de residuos
de produtos de uso veterinario, contaminantes e outros estabelecidos”. O decreto
ainda considera impréprios para 0 consumo humano as matérias-primas ou 0s
produtos de origem animal que “contenham contaminantes, residuos de agrotdxicos,
de produtos de uso veterinario acima dos limites estabelecidos em legislacao
especifica do Departamento de Inspecédo de Produtos de Origem Animal e do 6rgéo
regulador da saude” (BRASIL, 2017). Tal decreto, que ratificou exigéncias
importantes, atinge diretamente o setor alimenticio de produtos de origem animal
brasileiro e seus derivados e, consequentemente, os alimentos de transicdo do tipo

sopinhas.
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1.3.3 Controle de Residuos em Alimentos de Transicéo do tipo Sopinhas

Pouco se discute quanto a regulacéo de residuos em alimentos para lactentes
e criancas de primeira infancia. No Brasil, a Portaria n°® 34 de 1998, que aprova o
regulamento técnico referente a alimentos de transicdo para lactentes e criancas de
primeira infancia e fixa a identidade e as caracteristicas minimas de qualidade a que
devem obedecer esses produtos, é a Unica a abordar especificamente tal temética.

Por definicdo dessa Portaria sdo considerados alimentos de transicao:

Aqueles alimentos industrializados para uso direto ou empregado em
preparado caseiro, utilizados como complemento do leite materno ou de
leites modificados introduzidos na alimentacéo de lactentes e criancas de
primeira infancia com o objetivo de promover uma adaptacdo progressiva
aos alimentos comuns, e de tornar essa alimentacdo balanceada e
adequada as suas necessidades, respeitando-se sua maturidade fisiolégica
e seu desenvolvimento neuropsicomotor (BRASIL, 1998).

Tais alimentos sdo processados e conservados por meios fisicos, podendo
ser classificados tanto pelo aspecto e tamanho das particulas quanto pela forma de
apresentacao, pela qual sdo designados como sopinhas quando se tratam de
refeicdes salgadas. A Portaria n° 34/98 determina que as sopinhas devem ser
isentas de residuos de hormdnios, antibioticos, bem como residuos de substancias
farmacologicamente ativas. A referida legislacdo ainda proibe que esses alimentos
passem por método de irradiacdo para o controle de microorganismos (BRASIL,
1998). Essas medidas evidenciam a preocupacdo das autoridades sanitarias com
lactentes e criangas de primeira infancia, grupos extremamente vulneraveis.

Internacionalmente, também pouco se discute sobre a questdo dos alimentos
voltados para lactentes e criancas de primeira infancia, sobretudo no que diz
respeito as sopinhas. Em levantamento realizado, somente um documento foi
encontrado, o CODEX STAN 73-1981, elaborado pelo Codex Alimentarius, que
abrange alimentos industrializados para lactentes e criancas utilizados durante o
periodo normal de desmame ou até que o lactente se acostume ao consumo de
alimentos comuns, enquadrando-se assim as sopinhas. Verificou-se que na
penultima revisao ficava estabelecido que esses alimentos deveriam ser isentos de
horménios e antimicrobianos, e praticamente livres de outras substancias

farmacologicamente ativas, recomendacdo muito semelhante a adotada no Brasil.



39

Entretando, em 2017, na udltima revisdo do documento, houve uma alteracdo que
determinava que os produtos abrangidos pela Norma deveriam respeitar os LMR
estabelecidos pela CAC, mas até o presente momento nenhum documento
especifico com os limites para alimentos de transicao foi disponibilizado (CAC, 1989;
CAC, 2017).

Paises como EUA e Japdo ndo estabeleceram LMR especificos para
produtos de uso veterindrio em alimentos de transicdo. Até o momento a Unido
Europeia também nao possui limites para esses produtos e por esse motivo 0s
paises integrantes do bloco devem seguir a politica da tolerancia zero, ou seja, a
presenca de qualquer residuo de produtos de uso veterinario em alimentos de
transicdo deve ser ilegal, uma vez que ndo ha dados toxicologicos sobre residuos
nesses alimentos (HEBERER et al., 2007; HERRERA-HERRERA et al.,, 2011;
AGUILERA-LUIZ et al., 2012).

1.4 Andlise de residuos em alimentos: desafios e dificuldades

Conforme exposto anteriormente, o tratamento e a administracdo de diversos
tipos de antimicrobianos em animais produtores de alimentos cria como exigéncia o
monitoramento de residuos como uma das medidas para que a seguranca dos
consumidores seja garantida. Tal monitoramento deve se sobrepor a dificuldades
analiticas decorrentes do grande numero de analitos alvo a serem analisados
simultaneamente, dos baixissimos niveis dos residuos pesquisados (na ordem de
ug/kg) e da alta complexidade inerente as matrizes alimentares, tendo em vista que,
em sua maioria, sdo ricas em lipideos, proteinas e cations di e trivalentes, com as
quais os antimicrobianos facilmente se ligam e formam complexos (BLASCO,;
TORRES:; PICO, 2007). Por definicdo, matrizes complexas sdo aquelas “que contém
um numero indefinido de substancias ndo monitoradas, que ndo podem ser obtidas
sem a presenca do analito” (ANVISA, 2017).

Todos esses desafios e a grande variedade dos produtos alimentares exigem
emprego de técnicas analiticas rapidas, capazes de identificar substancias com
baixos limites de deteccdo (LOD), principalmente no caso dos alimentos infantis,
para que requisitos estabelecidos na legislacdo sejam verificados (HERRERA-
HERRERA et al.,, 2011). LOD de um método € a “menor quantidade do analito
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presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente
quantificado” (ANVISA, 2017).

Segundo a Decisdo 657 de 2002 da Comissdo Europeia, os métodos
analiticos utilizados para determinacédo de residuos de produtos de uso veterinario
em alimentos podem ser divididos em dois tipos: métodos de triagem e métodos de
confirmacdo. Métodos de confirmacdo devem fornecer informagbes relativas a
estrutura quimica das substéncias, logo andlises cromatogréaficas, sem o recurso de
um sistema de deteccdo adequado, ndo podem ser utilizadas como método de
confirmacéo, sendo obrigatdrio o uso outras técnicas concomitantes. Ja4 os métodos
de triagem séo utilizados para detectar a presenca de uma substancia ou classe de
substancias em um elevado numero de amostras e selecionar os resultados
potencialmente ndo conformes (UNIAO EUROPEIA, 2002). Embora sejam métodos
semi-quantitativos ainda sdo bastante utilizados devido a simplicidade na
preparacdo das amostras, maior velocidade e menor custo (BLASCO; TORRES;
PICO, 2007).

Na analise de residuos, a Cromatografia a Liquido Acoplada a Espectrometria
de Massas Sequencial (Liquid Chromatography — Tandem Mass Spectrometry, LC-
MS/MS) ganha grande destaque e atualmente é altamente empregada na
identificacdo simultanea de diversas substancias (UNIAO EUROPEIA, 2002;
BLASCO; TORRES; PICO, 2007).

1.4.1 Cromatografia a Liquido Acoplada a Espectrometria de Massas

Com o passar dos anos e o avanco da tecnologia, novos métodos analiticos
foram desenvolvidos e substituiram métodos tradicionais de analise de residuos que
possuiam desvantagens, como o alto custo e a utilizacdo de grandes volumes de
solventes (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

Nesse contexto, se insere a cromatografia, que reconhecidamente esta entre
as principais técnicas de separagcdo de substancias na analise de residuos em
matrizes complexas, mas que esta sujeita a erros caso a identificagdo se baseie
somente no tempo de retencéo (tg) das substancias, tendo em vista que ha grande
possibilidade de ocorrer coeluigédo, principalmente em analises multirresiduos. Com

isso, a combinacdo da técnica de cromatografia com a espectrometria de massas é
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de grande valia devido a sua capacidade de fornecer informacdes inequivocas sobre
a estrutura quimica das substancias, estando entre os métodos analiticos mais
eficientes e utilizados nas andlises de residuos em matrizes complexas (LANCAS,
2009; SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013; SISMOTTO et al., 2014; TAO et al.,
2016).

Um espectrobmetro de massas € composto basicamente por um sistema de
introducdo de amostras, que nesse caso € o préprio cromatografo, uma fonte de
ionizacdo, um analisador de massas e um detector. A utilizacdo do cromatoérgrafo
como fonte de introducdo da amostra facilita a andlise por permitir a separacao
prévia das substancias, fazendo com que as mesmas, na maioria das vezes, entrem
de forma individualizada na fonte de ionizacdo, a qual frequentemente emprega uma
ionizacao por eletrospray (ESI). Em resumo, a amostra proveniente do cromatografo
gue esta dissolvida em determinado solvente é pressurizada em um tubo capilar, no
qual é aplicado alta voltagem, fazendo com que haja formagdo de aerossol a
pressao atmosférica. Ocorre entdo a dessolvatacdo das goticulas desse aerossol
devido tanto a atracéo eletrostatica dos ions quanto ao vacuo que nesse momento é
aplicado pelo equipamento, o que resulta na formacéo de ions que serdo separados
de acordo com sua relacdo massa/carga (m/z) especifica no analisador (LANCAS,
2009).

Os analisadores de massa do tipo quadrupolo sdo 0s mais comumente
empregados devido a sua simplicidade e facilidade de ser operado. Esses
analisadores sdo compostos por quatro barras, divididas em pares, nas quais se
mantém potenciais elétricos distintos, um positivo e outro negativo. A combinacéo
entre uma radiofrequéncia e uma corrente elétrica continua resulta na selecéo e
passagem pelo quadrupolo dos ions que possuem determinada relagdo m/z,
fazendo com que cheguem ao detector, onde os ions séo detectados, quantificados
e, posteriormente, geram o0s espectros de massas (LANCAS, 2009).

Atualmente, muitos sistemas s&o triplo quadrupolos (figura 3), os quais
possuem duas unidades quadrupolos para selecdo dos ions, separadas por uma
célula de colisdo, cuja funcdo € aumentar ainda mais a fragmentacdo ibnica no
modo de aquisicdo de monitoramento de reacfes multiplas (Multiple Reaction
Monitoring, MRM) (TORRE et al., 2015).
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Figura 3 — Esquema de espectrometro de massas com analisador triplo quadrupolo.

us!

CL Fonte de lonizagéao 1° Quadrupolo Célula de Colisao 2° Quadrupolo Detector

Fonte: (Adaptado de TORRE et al., 2015).

1.4.2 Procedimentos prévios a analise: extracdo e purificacdo da amostra

Apesar da técnica de LC-MS/MS possuir diversas vantagens, € consenso que
uma preparacdo adequada e eficiente da amostra é fundamental para a analise,
tendo em vista que constituintes da matriz podem afetar o desempenho da técnica
(PIATKOWSKA; JEDZINIAK; ZMUDZKI, 2014). Uma matriz tdo complexa, como as
sopinhas, requer procedimentos de preparacdo de amostras apropriados que
garantam a desproteinizacdo, a reducdo de constituintes, como por exemplo,
gordura e acuUcares, e a extracdo quantitativa dos antimicrobianos, evitando
interferéncias da matriz na analise e permitindo a aplicacdo da legislacdo relativa a
esses alimentos (RODRIGUEZ; MORENO-BONDI; MARAZUELA, 2008;
SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013). Além disso, a combinacdo entre uma
técnica de extracao simples e o uso da LC-MS/MS possibilita que o desempenho da
analise de produtos de uso veterinario seja mais rapido e econdmico que outros
métodos, possibilitando uma analise de alto redimento e permitindo que diferentes
tipos de sopinhas sejam analisadas usando o0 mesmo meétodo, desde que o efeito
matriz seja considerado (AGUILERA-LUIZ et al., 2012). O efeito matriz pode ser
definido como o “efeito dos componentes da matriz na resposta analitica” (ANVISA,
2017). Sabe-se que a presenca da matriz pode atingir diretamente a eficiéncia de
ionizacao, resultando em supresséo ou aumento da mesma (PRESTES et al., 2009).

Diversos métodos de preparo de amostra e extracdo foram desenvolvidos
com o intuito de resolver esses problemas. Métodos que, sobretudo, utilizam baixos
volumes de solventes, poucas etapas de preparo e elevada eficiéncia, até hoje sédo

utilizados para extracdo. Pode-se citar a Extracdo em Fase Solida (Solid Phase
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Extraction, SPE), que frequentemente tem sido empregada na etapa de limpeza de
extratos de amostras de alimentos, a Dispersdo da Matriz em Fase Sdlida, método
que simplifica etapas de preparo de amostras, a Extracdo por Fluido Supercritico e a
Extracdo Acelerada por Solventes, sendo que as duas ultimas reconhecidamente
apresentam elevada eficiéncia, entretanto necessitam de relativo investimento com
instrumentacdo (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).

Atualmente, parte das andlises de residuos de antimicrobianos em alimentos
de transicdo ocorre precedida de uma combinacdo de extracdo com solventes
sucedida de uma SPE, para purificar e enriquecer os extratos contendo o residuo
(RODRIGUEZ; MORENO-BONDI; MARAZUELA, 2011). A técnica de SPE é
baseada na passagem de extratos aquosos através de cartuchos compostos por
fases estacionarias. A afinidade das substancias de interesse com a fase
estacionaria garante a remocdo dos interferentes da matriz, promovendo uma
purificacdo eficiente dos extratos e uma reducado do efeito matriz, além de permitir a
concentracdo dos analitos, o que melhora a sensibilidade do método (SISMOTTO;
PASCHOAL; REYES, 2013).

Além da técnica de SPE, o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe, Réapido, Facil, Barato, Eficaz, Robusto, Seguro) para
extracdo e purificacdo de amostras também se destaca pelas caracteristicas
descritas no seu acronimo. Originalmente baseado na extracdo/particdo prévia da
amostra utilizando acetonitrila (ACN), sulfato de magnésio e cloreto de sédio com
posterior etapa de purificacdo combinando amina primaria e secundaria (PSA) e
sulfato de magnésio na etapa de SPE dispersiva (ANASTASSIADES; LEHOTAY,
2003), o método QUEChERS apresenta vantagens sobre os métodos tradicionais de
preparo de amostra por proporcionar altos percentuais de recuperacdo para um
grande numero de substancias de diferentes polaridades e volatilidades, permitir
preparos de amostras rapidos utilizando pequenos volumes de solventes e ser
realizado por um Udnico analista, sem a necessidade de utilizacdo de muitos
materiais e equipamentos (PRESTES et al., 2009). Pelas vantagens do método e
pela quantidade de publicagbes que o utilizam pode-se afirmar que o método
QUEChERS representa o estado da arte na determinacdo multirresiduos em
alimentos (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011).
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Dentre os solventes utilizados, a ACN estd entre os empregados ha
determinacdo de residuos por LC-MS/MS devido a sua baixa viscosidade,
polaridade intermedidria e boa capacidade de precipitacdo de proteinas
(ANASTASSIADES; LEHOTAY, 2003; PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011). Na
extracdo com ACN, a adicdo de sais para a separacao de fases e remoc¢ao de agua
€ muito comum por tornar a andlise mais rapida e facil (PRESTES; ADAIME;
ZANELLA, 2011). O sulfato de magnésio tem grande capacidade de remoc¢do de
agua do meio, 0 que promove a particdo das substancias na fase organica. Outro sal
também muito utilizado € o cloreto de sodio por induzir a separacéo de fases e pela
possibilidade de emprega-lo com a intencdo de se obter um efeito de salting out, ou
seja, de promover o aumento da forca i6nica do meio, 0 que pode aumentar as
recuperacbes de diversos compostos na fase organica (ANASTASSIADES;
LEHOTAY, 2003).

Por possuir papel chave na analise de residuos, o processo de extracdo e
purificacdo de amostra requer elevada atencédo e cuidado, tendo em vista que 0s
solventes utilizados nos métodos de preparo escolhidos podem influenciar
diretamente na concentracdo das substancias em estudo. A foto-sensibilidade de
algumas substancias como a OFL e a DIF deve ser considerada devido a
possibilidade de degradacdo e diminuicdo da concentracdo desses analitos nas
amostras, e sendo assim, processos longos e que expdem essas substancias
devem ser evitados (PRABHAKARAN et al., 2009; GUPTA; SHRIVASTAWA, 2016).

Outra questado importante se refere ao pH do meio de extracdo, que pode
influenciar ndo s6 nas recuperacdes como também na co-extracdo de componentes
da matriz (ANASTASSIADES; LEHOTAY, 2003). As taxas de fotblise também
podem ser afetadas pela alteracdo do pH. Em estudo realizado por Prabhakaran et
al. (2009) foi verificado que para a DIF em meio aguoso taxas menores de
degradacdo foram observadas tanto em condi¢cdes acidas quanto em alcalinas
(PRABHAKARAN et al., 2009).
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1.4.3 Emprego de métodos analiticos para acdes regulatorias: a importancia de um

método validado

E consenso que um método analitico, antes de ser implementado para uso
em rotinas laboratoriais, deve primeiro ser validado com o intuito de comprovar que
€ adequado para o proposito pretendido, demonstrando ser capaz de garantir a
qualidade, seguranca e eficacia dos produtos analisados (ROZET et al., 2007). O
termo validacdo pode ser descrito como a “verificagdo na qual os requisitos
especificados sdo adequados para um uso pretendido” (VIM, 2012). De acordo com
o documento “Orientacdo Sobre Validacdo de Métodos Analiticos”, elaborado pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) alguns
parametros devem ser seguidos em uma validacdo a depender do propdsito do
ensaio, como mostra a tabela 4 (INMETRO, 2018).

Tabela 4 — Parametros de validagdo conforme tipo de ensaio.

Tipo do ensaio

Parametros . I
Qualitativo  Quantitativo
Seletividade \ V
Linearidade / Faixa de trabalho / Faixa linear de trabalho / Sensibilidade V
Limite de deteccédo Xl v
Limite de quantificagédo v
Tendéncia / Recuperacdo \
Preciséo N
Robustez (*)* (*)*

'Parametro opcional.
Fonte: (INMETRO, 2018).

Conforme mencionando anteriormente, as sopinhas devem ser livres de
qualguer residuo de substancias farmacologicamente ativas (BRASIL, 1998),
portanto o desenvolvimento e a validacdo de um método qualitativo atende a
legislacéo especifica para esses produtos.

Segundo o documento do INMETRO a seletividade, o limite de deteccéo e,
opcionalmente, a robustez, devem ser considerados na validacdo de métodos
analiticos qualitativos (INMETRO, 2018).

Por definicdo a seletividade € a capacidade do método analitico “identificar ou
quantificar o analito de interesse, inequivocamente, na presenca de componentes

gue podem estar presentes na amostra, como impurezas, diluentes e componentes
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da matriz’ (ANVISA, 2017). Enquanto a robustez é a “suscetibilidade do método
analitico a alteracdes das condigcBes experimentais”. Em outras palavras, € a
“capacidade do método em ndo ser afetado por pequenas variagbes nos seus
parametros de execucdo” (UNIAO EUROPEIA, 2002; INMETRO, 2018).

Outras legislacbes exigem a avaliacdo de parametros nao citados
anteriormente, como é o caso da Decisdo 657 de 2002 da Comissédo Europeia, que
exige, além da seletividade e robustez, a determinacdo da capacidade de deteccao
(CCB) e da estabilidade na validacdo de métodos qualitativos de triagem (UNIAO
EUROPEIA, 2002). A tabela 5 mostra os parametros exigidos pelo documento

supracitado.

Tabela 5 — Parametros a serem considerados na validacdo analitica na Unido

Europeia.
. - Aplicabilidade/
CCB CCa F:é ecrdac;drgd gé Preciséao E?selsgi\flilgiziz/e Robustez/
perag P Estabilidade
Métodos T + - - - +

Qualitativos C + + - - + +
Métodos T + - - + + +
Quantitativos C + + + + + +

T — métodos de triagem; C — métodos confirmatdrios; + — determinagao obrigatoria.
Fonte: (UNIAO EUROPEIA, 2002).

Segundo o documento europeu, CC3 é o “teor mais baixo da substancia que
pode ser detectado, identificado e/ou quantificado numa amostra com uma
probabilidade de erro de B”, sendo erro B a “probabilidade de a amostra analisada
ser na realidade ndo conforme, apesar de se ter obtido um resultado conforme”,
portanto, uma falsa decisdo conforme (UNIAO EUROPEIA, 2002). Segundo o
documento “Diretrizes para Validacdo de Métodos de Triagem para Residuos de
Medicamentos Veterinarios” também da Unido Europeia, no caso dos analitos que
ndao possuem LMR estabelecidos, o “CCB €& a menor concentragdo na qual um
método € capaz de detectar amostras verdadeiramente contaminadas com uma
certeza estatistica de 1 - B” (UNIAO EUROPEIA, 2010).

Todas essas exigéncias corroboram para resultados confiaveis, facilitando a
aplicacdo da legislacdo vigente e embora seja um tema recente e ainda em
crescimento, algumas pesquisas ja demonstraram ser possivel a determinacédo de

residuos de produtos de uso veterinario em alimentos de transigdo por cromatografia
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liguida acoplada a espectometria de massas, dentre as quais foi possivel a
determinacdo de residuos de antimicrobianos da classes dos macrolideos e das
quinolonas (RODRIGUEZ et al., 2010; RODRIGUEZ; MORENO-BONDI;
MARAZUELA, 2011; AGUILERA-LUIZ et al., 2012; JIA et al., 2014;).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer um método analitico de triagem para identificacdo de residuos de
antimicrobianos da classe dos macrolideos e quinolonas em alimentos de transicao
do tipo sopinhas por LC-MS/MS, a fim de utiliza-lo como ferramenta para futuras

acoes regulatérias.

2.2 Objetivos especificos

- Desenvolver um método analitico de triagem para a identificacdo de residuos de
macrolideos e quinolonas em alimentos de transicdo do tipo sopinhas por LC-
MS/MS;

- Validar o método desenvolvido;

- Aplicar o método desenvolvido e validado a analise de amostras adquiridas no
comeércio da cidade do Rio de Janeiro;

- Efetuar andlise critica do cumprimento da legislacao.
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3.1.1 Amostras
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Duas empresas (A e B) dominam o mercado produtor de alimentos de

transicdo no Brasil. Atualmente, a empresa A produz apenas papinhas, ou seja,

alimentos de transicdo destinados a sobremesa (BRASIL, 1998) e, portanto, nao

foram objeto desse estudo. A empresa B subdivide seus produtos em quatro etapas,

indicadas para diferentes faixas etarias e classificadas de acordo com suas

consisténcias e tamanho das particulas dos seus ingredientes. Os tipos de cada

sopinha e suas respectivas informag¢des nutricionais encontram-se descritas na

tabela 6.

Tabela 6 — Tipos e informacdes nutricionais das sopinhas produzidas pela empresa

B.
Tipo Informag8es nutricionais
Etapa 1 — Papinhas e purés (ndo avaliados)

Etapa 2 — Sopinhas
Carne, legumes e mandioquinha Carbs: 9,5¢; Ptns: 4,0g; Gord. totais: 3,59 (1159)
Legumes com carne Carbs: 8,9¢; Ptns: 3,9g; Gord. totais: 3,69 (1159)
Peito de frango com legumes e macarrao Carbs: 9,2g; Ptns: 4,6g; Gord. totais: 3,89 (1159)
Macarrdo, carne e legumes Carbs: 7,7g; Ptns: 4,5¢g; Gord. totais: 3,79 (1159)
Gema de ovo, carne e legumes Carbs: 7,5g; Ptns: 4,4g; Gord. totais: 3,89 (1159)

Etapa 3 — Sopinhas
Peito de frango com legumes Carbs: 14g; Ptns: 7,6g; Gord. totais: 5,89 (1709)
Legumes e carne Carbs: 12g; Ptns: 6,1g; Gord. totais: 6,0g (1709)
Macarrdo, carne e legumes Carbs: 15¢g; Ptns: 5,9g; Gord. totais: 5,0g (170g)
Caldo de feijdo, carne e arroz Carbs: 15¢g; Ptns: 6,2g; Gord. totais: 4,3g (1709)
Creminho de milho, cenoura e peito de frango Carbs: 13g; Ptns: 7,4g; Gord. totais: 5,1g (170g)

Etapa 4 — Sopinhas
Picadinho de carne Carbs: 13g; Ptns: 6,8g; Gord. totais: 5,4g (1709)
Risotinho de frango Carbs: 17g; Ptns: 6,8g; Gord. totais: 4,99 (1709)
Espaguetinho a bolonhesa Carbs: 14g; Ptns: 6,0g; Gord. totais: 4,6g (1709)
Strogonofinho com arroz Carbs: 19¢g; Ptns: 7,5g; Gord. totais: 5,1g (1709)

Carbs: Carboidratos; Ptns: proteinas; Gord. totais: Gorduras totais.
Fonte: (site da empresa B).
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A etapa 1 é representada por papinhas e purés, alimentos de transicdo
destinados a complementacédo da refeicdo salgada. Basicamente sdo derivados de
alimentos de origem vegetal, compostos por frutas e legumes e, por isso, ndo foram
avaliados (BRASIL, 1998). Os produtos da etapa 2, recomendados a partir dos seis
meses, possuem consisténcia lisa e homogénea e sdo compostos tanto por
papinhas quanto por sopinhas, as quais foram o objeto de interesse do estudo. As
etapas 3 e 4, indicadas para bebés a partir de 8 e 12 meses, respectivamente,
apresentam produtos de consisténcias mais espessas, contendo pedacos
relativamente grandes dos seus componentes.

Para a realizacdo dos experimentos amostras de sopinhas com prazos de
validade superiores a trés meses foram adquiridas em redes de supermercados e
farméacias da cidade do Rio de Janeiro e armazenadas fechadas, em local seco e a
temperatura ambiente. Com o intuito de aumentar sua representatividade, as
amostras foram adquiridas nas quatro diferentes regiées do municipio do Rio de
Janeiro (Centro e Zonas Norte, Sul e Oeste), com lotes diversos.

3.1.2 Selecéao dos analitos

Os analitos-alvo da dissertagcdo foram selecionados de acordo com o0s
seguintes critérios: registro no MAPA, LMR estabelecido no Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC) de
2017/2018, produtos registrados no Sindicato Nacional da Industria de Produtos
para Saude Animal (SINDAN), uso da substancia na produgcdo animal, relevancia
para a inducdo de resisténcia bacteriana pela OMS e OIE, histérico de importacéo
no pais e a disponibilidade do padrdo no setor de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS).

A busca realizada no Compéndio de Produtos Veterinarios do SINDAN
consistiu, primeiramente, na pesquisa por produtos da classe terapéutica dos
“antimicrobianos gerais; antifungicos e antiprotozoarios (coccidios, flagelados)’,
produzidos por “todos os laboratérios”, sem distincdo de principios ativos (ou seja,
“todos”) e selecionando a espécie animal “aves”. Posteriormente, realizou-se a

mesma busca alterando-se a espécie animal para “bovinos”. Por fim, para confirmar
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a quantidade de produtos registrados a base de cada substancia individualmente,
selecionou-se um a um cada principio ativo encontrado nas buscas anteriores e
foram contabilizados os produtos encontrados (SINDAN, 2018).

Para o levantamento das importacdes dos Insumos Farmacéuticos Ativos
(IFA) e dos medicamentos no ultimo triénio (2016-2018) foi utilizado o Comex Stat,
um sistema elaborado pelo Ministério da Industria, Comércio Exterior e Servigos
para consultas a dados do comércio exterior brasileiro, que divulga as estatisticas de
exportacdes e importacdes no pais, e tem como base das informacdes o Sistema
Integrado de Comércio Exterior (SISCOMEX) (MDIC, 2018).

Com base nos critérios adotados, os macrolideos e as quinolonas a seguir

foram selecionados para a realizagéo dos estudos:

a) claritromicina (CLA, 100% de pureza, Farmacopeia Brasileira, Brasil);

b) hidrato de eritromicina (ERI, pureza > 99%, Farmacopeia Americana, EUA);

c) espiramicina (ESPI, 87,7% de pureza, Sigma-Aldrich, EUA);

d) oleandomicina (OLE, pureza > 96,5%, Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);

e) tilmicosina (TILM, pureza > 96,5%, Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);

f) tartarato de tilosina (TIL, pureza > 99%, Farmacopeia Americana, EUA);

g) troleandomicina (TROL, 83% de pureza, Farmacopeia Americana, EUA);

h) roxitromicina (ROX, padréo interno, pureza > 96,5%, Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);
i) acido nalidixico (NAL, 100% de pureza, Sigma-Aldrich, EUA);

j) cloridrato de ciprofloxacina (CIP, 99,9% de pureza, Farmacopeia Brasileira, Brasil);
k) cloridrato de difloxacina (DIF, 99% de pureza, Sigma-Aldrich, EUA);

l) enrofloxacina (ENRO, pureza > 96,5%, Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);

m) flumequina (FLU, 99,3% de pureza, Sigma-Aldrich, EUA);

n) cloridrato de moxifloxacina (MOX, 96% de pureza, Farmacopeia Americana,
EUA);

0) norfloxacina (NOR, 99,6% de pureza, Farmacopeia Brasileira, Brasil);

p) ofloxacina (OFL, 99,9% de pureza, Farmacopeia Brasileira, Brasil).

3.1.3 Reagentes

a) amina primaria e secundaria, 400 M (PSA, Varian, EUA);
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b) acetato de sodio anidro (NaOAc, 99,99%, Merck, Alemanha);

c) acetonitrila hypergrade para LC-MS (ACN, = 99,9%, Merck, Alemanha);
d) acetonitrila para cromatografia liquida (ACN, = 99,9%, Merck, Alemanha);
e) acido formico (FOA, 98-100%, Merck, Alemanha);

f) agua purificada tipo | (H20, Milli-Q);

g) carbonato de potassio (K.CO3, = 99%, Merck, Alemanha);

h) citrato dissédico (CsHgNa,O7, 99%, Acros Organics, Bélgica);

i) citrato trissédico (CsHsNazO7, 99%, Acros Organics, Bélgica);

j) cloreto de sédio (NaCl, 100%, J. T. Baker, EUA);

k) formiato de amonio (= 99,0%, Fluka, Suica)

) hidroxido de aménio (NH,OH, 26-30%, Merck, Alemanha);

m) hidréxido de sédio (NaOH, = 99,0%,Merck, Alemanha);

n) metanol hypergrade para LC-MS (MeOH, = 99,9%, Merck, Alemanha);
0) metanol para cromatografia liquida (MeOH, = 99,8%, Merck, Alemanha);
p) octadecilsilano 128 A, 55-105 pm (C18, Waters Corporation, EUA);

q) sulfato de magnésio anidro (MgSQOg, = 98%,Merck, Alemanha);

r) sulfato de sodio anidro (Nax;SO4, = 99%,Merck, Alemanha).
3.1.4 Equipamentos

a) agitador de tubos tipo vortex (Marconi, Brasil);

b) balanca analitica, modelo LP 620P (Sartorius, Alemanha);

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

d) capela de exaustao;

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

f) coluna cromatogréfica Polaris® C18 2,0 x 100 mm, 3 pm de tamanho de particula
(Agilent Technologies, EUA);

g) coluna de guarda Polaris® C18 (Agilent Technologies, EUA);

h) coluna cromatografica Pursuit® C18 2,0 x 100 mm, 3 pm de tamanho de particula
(Agilent Technologies, EUA);

i) coluna de guarda Pursuit® C18 (Agilent Technologies, EUA):;

j) filtro de seringa com membrana de PVDF, 0,22 um de poro (Millipore, EUA);

k) freezer de temperatura ultrabaixa (Thermo Fisher Scientific, EUA);
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) liquidificador (Black & Decker, Brasil);

m) mesa agitadora (Marconi, Brasil);

n) micropipetas autométicas (Eppendorf, Alemanha);

0) modulo de evaporacéo Reacti-Vap Il (Pierce, EUA);

p) pH Metro digital,modelo B 474 (Micronal, Brasil);

q) refrigerador — compartimento de refrigeragdo e/ou congelamento; (Brastemp,
Brasil);

r) seringa — 5 mL (Descarpack, Brasil);

s) sistema LC-MS/MS: Cromatégrafo a Liquido de Alta Eficiéncia Prominence
(Shimadzu, Japao) e espectrometro de massas sequencial API5000, com interface
Turbolonspray " (Applied Biosystems/MDS Sciex, Canadd);

t) sistema de obtencéo de agua purificada tipo I, Milli-Q (Millipore, EUA);

u) software Analyst®, versdo 1.4.2 (Applied Biosystems, EUA);

v) software Statistica®, versdo 8.0 (Statsoft, EUA);

w) termometro digital (Pierce, EUA).

3.2 Procedimentos

3.2.1 Levantamento bibliografico

Inicialmente realizou-se um levantamento bibliografico nas bases de dados
ScienceDirect e Scopus com o intuito de encontrar estudos e informacdes, a respeito
da estabilidade dos padrbes, métodos de extracdo e purificacdo das amostras e
parametros cromatograficos relacionados as classes das quinolonas e macrolideos.
Os descritores utilizados foram os termos baby food, macrolide residues, quinolone
residues, fluoroquinolone residues e veterinary drug residues.

Na base de dados Scopus empregou-se a ferramenta estatistica de analise
de resultados e, com base no numero de publicagcbes que possuiam os referidos
termos, selecionou-se o periodo de 2001 a 2018 para a pesquisa. Uma tabela
(ANEXO A) contendo informagfes sobre métodos de analise das referidas classes
de antimicrobianos em diversificadas matrizes de origem animal foi elaborada apods

avaliacdo dos artigos selecionados e, juntamente com trabalhos de conclusao de
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curso, dissertacoes e teses conduzidas no setor de Residuos de Medicamentos

Veterinarios em Alimentos do INCQS, foram a base para o estudo.

3.2.2 Preparo de solucbes

3.2.2.1 Solucbes padrao estoques

Cada padrao de macrolideo e quinolona foi pesado e solubilizado em MeOH e
hidroxido de sdédio (0,03 mol/L) respectivamente, a fim de se obter solucdes,
denominadas solucdes padrédo estoques, com concentragcfes aproximadas de
1000 pg/mL, considerando-se a pureza e a massa de cada uma das substancias. As
solucbes padrao estoques foram transferidas para microtubos e armazenadas em

temperaturas iguais ou inferiores a -70 °C.

3.2.2.2 Solucbes padrao intermedidarias para testes cromatograficos e

espectrométricos

Para se estabelecer as condigcBes cromatograficas e espectrométricas ideais
foram preparadas solucfes padréo intermediarias contendo os analitos de interesse
a partir das solucfes padrédo estoques. Tais solucbes, de concentracdo 15 ng/mL,
foram preparadas como descritas a seguir. Aliquotou-se 50 pL de solucdes padréao
estoques (1000 pg/mL) de cada analito (CLA, ERI, ESPI, OLE, ROX, TILM, TIL,
TROL, NAL, CIP, DIF, ENRO, FLU, MOX, NOR, OFL) em tubo de centrifuga de 15
mL, adicionou-se 4200 pL de MeOH e agitou-se por 30 s, obtendo-se uma solucao
padrao intermediaria de concentragéo igual a 10 pg/mL. Dessa solucao aliquotou-se
500 pL a outro tubo de 15 mL, adicionou-se 4500 pL de MeOH e agitou-se por 30 s,
obtendo-se uma solucdo com concentragdo de 1 pg/mL, da qual foram aliquotados
750 pL. Adicionou-se 4250 pL de MeOH e agitou-se por 30 s, obtendo-se uma
solucdo de concentracao igual a 150 ng/mL. Por fim, aliquotou-se 500 uL da dltima
solugcdo em trés tubos decentrifuga de 15 mL distintos, adicionou-se 4500 pL de
0,1% (v/v) FOA em MeOH:H,0 (10:90, v/v) no primeiro tubo, 4500 pL de 0,05% (v/v)
de FOA em MeOH:H,O (10:90, v/v) no segundo tubo e 0,1% (v/v) de FOA em

MeOH:Formiato de amdnio 5 mmol/L em H,0 (10:90, v/v) no terceiro tubo. Agitou-se
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cada deles por 30 s, dando origem a solu¢@es intermediarias com concentracdes de
15 ng/mL.

3.2.2.3 Solugbes padréo intermediarias para testes de extragédo

O nivel de fortificacdo das amostras para os testes de extracdo foi de
10 pg/kg de amostra. As solugdes padréo intermediérias foram preparadas de modo
gue os extratos apresentassem concentracdes iguais para todos os métodos. As
solucbes padrdo intermediarias e suas respectivas concentracfes encontram-se

descritas a seguir:

a) solucdo padrao intermediaria com mistura de macrolideos e quinolonas para
fortificacdo da amostra no inicio do processo de extracao (MIXMQ): 400 ng/mL;
b) solucdo padrdo intermediaria com mistura de macrolideos e quinolonas para

fortificacdo da amostra apés o processo de extracdo (MIXMQFF): 0,625 ng/mL.

No preparo do MIXMQ, aliquotou-se 50 pL de solucdes padrdo estoques de
cada analito (CLA, ERI, ESPI, OLE, ROX, TILM, TIL, TROL, NAL, CIP, DIF, ENRO,
FLU, MOX, NOR, OFL) em tubo de centrifuga de 15 mL, adicionou-se 4200 uL de
MeOH e agitou-se por 30 s, obtendo-se uma solucdo de concentracdo igual a
10 pg/mL. Em seguida uma aliquota de 200 uL foi transferida para outro tubo de
15 mL, adicionou-se 4800 uL de MeOH e agitou-se por 30 s, obtendo-se o MIXMQ, a
400 ng/mL. Essa solugdo serviu como ponto de partida para a obtencdo do
MIXMQFF e para tal aliuotou-se 625 pL do MIXMQ para um novo tubo de 15 mL,
adicionou-se 4375 yL de MeOH e agitou-se por 30 s, obtendo-se solucdo de
50 ng/mL. Por fim, aliquotou-se 625 pL dessa solu¢cdo em baldo volumétrico de
50 mL, avolumou-se o mesmo com 0,1% (v/v) de FOA em MeOH:H,0 (10:90, v/v) e
agitou-se, obtendo a solucao padrao intermediaria MIXMQFF (0,625 ng/mL).

Conforme citado anteriormente, inicialmente o extrato final foi diluido em
solucdo de 0,1% (v/v) de FOA em MeOH:H,O (10:90, v/v), entretanto apds testes
realizados no desenvolvimento do método, substituiu-se o MeOH por ACN.

Nos testes de variagcdo de aliquota, misturas para fortificacdo no final do

procedimento com concentracdes distintas foram preparadas de acordo com o
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volume aliquotado. O preparo foi exatamente o mesmo até a solucdo de
concentracdo 50 ng/mL. Aliquotou-se em cinco tubos de centrifuga distintos 25, 50,
75, 100 e 125 pL da solucdo de concentracao 50 ng/mL e adicionou-se 3975, 3950,
3925, 3900 e 3875 pL de 0,1% (v/v) de FOA em ACN:H,O (10:90, v/v), obtendo
cinco MIXMQFF de 0,3125; 0,625; 0,9375; 1,25 e 1,5625 ng/mL respectivamente.

3.2.2.4 Solucgbes padrao intermediarias para validacdo do método

Na validacdo do método analitico desenvolvido o nivel de fortificacdo alvo foi
definido como 5 pg/kg de amostra. As concentracdes das solugdes contendo

misturas dos analitos e seus métodos de preparo encontram-se descritos a seguir:

a) MIXMQ: 200 ng/mL;
b) MIXMQFF: 0,15625 ng/mL.

Aliquotou-se 50 pL de solucbes padrao estoques de cada analito (CLA, ERI,
ESPI, OLE, ROX, TILM, TIL, TROL, NAL, CIP, DIF, ENRO, FLU, MOX, NOR, OFL)
em tubo de centrifuga de 15 mL, adicionou-se 4250 uL de MeOH e agitou-se por
30 s, obtendo-se uma solugdo de concentracdo igual a 10 pg/mL. Posteriormente,
uma aliquota de 100 pL foi transferida para outro tubo de 15 mL, adicionou-se
4900 pL de MeOH e agitou-se por 30 s, obtendo-se o MIXMQ para fortificacao inicial
das amostras, a 200 ng/mL. Do MIXMQ aliquotou-se 125 pyL em um novo tubo de
15 mL, adicionou-se 4875 pL de MeOH e agitou-se por 30 s, obtendo-se solucéo de
5 ng/mL. Aliquotou-se 125 pL dessa solu¢cdo em um tubo de 15 mL, adicionou-se
3875 L de 0,1% (v/v) de FOA em ACN:H,O (10:90, v/v) e agitou-se, obtendo a
solugéo padrao intermediaria MIXMQFF (0,15625 ng/mL).

3.2.3 Avaliacédo dos meétodos cromatografico e espectrométrico e de extracao

3.2.3.1 Avaliagdo do método cromatografico

Em um primeiro momento, dois métodos de um total de cinco foram

selecionados a partir da avaliacdo das intensidades dos sinais e do formato e
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simetria dos picos das substancias. Posteriormente, os mesmos foram otimizados e
selecionou-se 0 mais adequado avaliando-se a média das areas e 0s desvios
padroes relativos entre as inje¢coes (RSDip)).

A média das areas foi calculadade acordo com a equacéao (1) a seguir:

(12 injecdo + 22 injegdo + 32 injecdo)
3

X controle =

(1)
Onde:

X controle € a média das areas obtidas na integracdo dos picos das

substéancias nas trés injecdes do controle.

A equacéo 2 para calculo do valor de RSDj,; (%) encontra-se descrita abaixo:

o S controle
RSDinj (%) = =— x 100 (2)
X controle

Onde:

S controle € 0 desvio padrdo das areas obtidas na integracdo dos picos das
substéancias nas trés injecdes do controle;

X controle € a média das areas obtidas na integracdo dos picos das

substéancias nas trés injecdes do controle.

3.2.3.2 Avaliacdo do método de extracédo

A selecdo do melhor método de extracdo foi baseada na comparacdo das
recuperagdes globais (Rgoba) € dos desvios padréo relativos (RSD). Tais valores
foram calculados utilizando a amostra controle ndo conforme (ACNC) 1 e a ACNC2,
fortificadas antes do processo de extracdo, e a amostra controle ndo conforme com
fortificag8o no final (ACNCFF), fortificada ap6s a extragdo da amostra. A Rgiopa fOi
estabelecida a partir da comparacao entre os valores das areas obtidas nas ACNC e
na ACNCFF, verificando a porcentagem de cada substancia recuperada durante o
processo analitico. A verificacdo do desempenho do método foi baseada nos RSD,
obtidos pela comparacgéo entre os valores das duas ACNC.
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Para os calculos do Rgona € RSD, primeiramente calculou-se os RSDi,; e a
recuperacdo de cada substancia. Os RSD;; (%) foram calculados segundo

equacgao 3:

RSDinj (%) = o< ¢ 100
A7) =X acnc ¥

(3)
Onde:

SACNC é o desvio padrao das areas obtidas na integracdo dos picos das
substancias nas trés injecdes da ACNC,;

X ACNC é a média das areas obtidas na integracdo dos picos das substancias

nas trés injecdes da ACNC.
As recuperag0Oes foram calculadas de acordo com a equagéao 4:

X ACNC

R (%) = o
(%) = FACNCEF ¥

100 (4)

Onde:

R (%) € a recuperacdo, em porcentagem, das substancias;

X ACNC é a média das areas obtidas na integracdo dos picos das substancias
nas trés injecdes da ACNC;

XACNCFFé a média das areas obtidas na integracdo dos picos das

substancias nas trés injecdes da ACNCFF.
A Rygiobal (%) foi calculada segundo a equagéo 5:

Rglobal (%) = X R (%)ACNC1 e ACNC2 (5)
Onde:
X R (%)ACNC1 e ACNC2 é a média entre R (%) da ACNC1 e R (%) da ACNC2.

Os RSD foram calculados utilizando a equacéo 6:

RSD (%) = S (RACNC1 e RACNC2) 100 6
o) Rglobal X (6)
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Onde:
S (RACNC1 e RACNC2) é o desvio padréo entre R da ACNC1 e R da ACNC2.

Em alguns experimentos, além da comparagéo das Rgopa © dos RSD,
adicionou-se a avaliacdo a comparacao dos valores do efeito matriz, obtidos pela
comparacao dos valores de area da ACNCFF e das solucdes contendo misturas das
substancias (controle) no diluente. Os célculos do efeito matriz seguiram a equacao

a sequir (7):

X ACNCFF

Efeito Matriz (%) = (s————
(%) <X controle

- 1) x100  (7)

Onde:

XACNCFF é a média das areas obtidas na integracdo dos picos das
substéancias nas trés injecdes da ACNCFF;

X controle € a média das areas obtidas na integragdo dos picos das

substéancias nas trés injecdes do controle.
3.2.4 Desenvolvimento do método cromatogréfico e espectrométrico

Diferentes métodos cromatograficos e espectrofotométricos foram testados
com o intuito de se definir o mais adequado para as duas classes de
antimicrobianos. As massas dos ions precursores e dos ions produtos foram obtidas
por infusBes no sistema LC-MS/MS de solu¢cdes de macrolideos (50 ng/mL) e
quinolonas (37,5 ng/mL) em 0,1% (v/iv) de FOA em MeOH:H,O (1:1, v/v). Os
experimentos iniciais foram baseados no estudo realizado por Costa (2015) e
alteracOes foram propostas, resultando em outros programas de eluicdo gradiente. O
fluxo total da fase movel e a temperatura do forno foram os mesmos em todos o0s

testes, 0,3 mL/min e 40 °C, respectivamente. As fases mdveis testadas foram:

a) Fase movel A: 0,1% (v/v) de FOA em H0;
b) Fase mével B: 0,1% (v/v) de FOA em ACN;
c) Fase moével C: 0,1% (v/v) de FOA em MeOH.
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A tabela 7 resume os programas de eluicdo gradiente avaliados no
desenvolvimento do método. No método 1 as condigBes cromatograficas propostas
por Costa (2015) foram mantidas. Os métodos 2 e 3 foram baseados e adaptados a
partir de condicbes cromatograficas propostas, respectivamente, por Costa (2015) e
Rodriguez et al. (2010). O método 4 se constituiu por uma alteracdo do método 1,
com substituicdo da fase organica de 0,1% (v/v) de FOA em ACN por 0,1% (v/v) de
FOA em MeOH. Por fim, o método 5 foi uma variagdo do método 3, cuja diferenca foi
a retirada da diminuicdo gradativa da fase aquosa (método 3) para uma retirada total

abrupta (método 5) dessa fase, entre outras alteracdes.

Tabela 7 — Métodos cromatogréaficos avaliados experimentalmente — programas de

eluicdo gradiente, e tempo total de corrida (continua).

; . Fase movel
Métodos Tempo (min)

%A %B %C

1,0 75 25 0

9,5 50 50 0

1 9,6 5 95 0
10,0 5 95 0

10,1 75 25 0

20,0 75 25 0

1,0 90 10 0

7,5 75 25 0

9,5 50 50 0

) 9,6 5 95 0
10,0 5 95 0

10,1 75 25 0

12,0 90 10 0

20,0 90 10 0

0,01 95 5 0

4,0 75 25 0

3 7,5 20 80 0
8,5 20 80 0

9,0 95 5 0

19,0 95 5 0

1,0 75 0 25

9,5 50 0 50

4 9,6 5 0 95
10,0 5 0 95

10,1 75 0 25

20,0 75 0 25
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Tabela 7 — Métodos cromatograficos avaliados experimentalmente — programas de

eluicdo gradiente, e tempo total de corrida (concluséo).

3 , Fase movel
Métodos Tempo (min)

%A %B %C

0,01 95 5 0

6,0 0 100 0

5 12,0 0 100 0
19,0 95 5 0

27,0 95 5 0

Fonte: (Do autor, 2019).

As demais condicBes cromatograficas e espectrométricas encontram-se

descritas a seguir:

a) programacao do autoamostrador:

e volume de rinsagem: 1000 pL;

e profundidade da agulha: 52 mm;
e velocidade de rinsagem: 35 pL/s;

e velocidade de amostragem: 5,0 pL/s;

e tempo de purga: 25,0 min;

e tempo de imerséao narinsagem: 10 s;
e modo de rinsagem: antes e apds aspiracao;
¢ habilitacdo do sistema de resfriamento: sim;

e temperatura do sistema de resfriamento: 4 °C;

e controle de profundidade da agulha no vial: 52 mm;

e método de bombeamento: rinsar bomba e portico entre analises (“Rinse

Pump And Port Between Analysis”);

e tempo de rinsagem: 4 s;
b) interface: eletrospray;

¢) modo: MRM positivo;

d) gas de cortina (Curtain gas): N, valor 10;
e) gas de nebulizacédo (GS1): N, valor 55;
f) gas de secagem (GS2): N, valor 55;

g) voltagem do ionspray (1S): 5500 V;

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



i) voltagem do detector (CEM): 2500 V;

J) voltagem do defletor (DF): -100 V;

k) temperatura da fonte TurbolonSpray™: 450 °C;

l) gas de colisdo (CAD gas): N, valor 4;

m) dwell time: variavel, conforme tabela 8;

n) volume de injecdo: 10 pL (desenvolvimento) e 20uL (validagéo);

Tabela 8 — Condi¢cdes de MRM do espectrémetro de massas (continua).
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Analito tr  lon precursor prcl)%TJto I?r\:]\lgl DP'(V)  CE*(V) CXP*(V)
TIL 174,1 49 18
[|V|+H]+ 12,9 916,609 772,4 20 226 39 24
156,1 61 22
ESPI 174,0 29 30
[M+2H]2+ 11,4 422,382 1449 20 126 19 22
540,2 15 10
158,1 37 16

TROL ——rop A

+ 13,3 772,451 586,2 20 146 25 20
[M-ACETIL+H] 116.0 57 20
OLE 158,2 35 20
[|V|+H]+ 12,5 688,390 544.4 20 136 21 18
116,3 55 14
TILM 174,0 33 22
[M+2H]2+ 12,4 435,343 695,6 20 106 19 22
126,1 49 26
CLA 158,2 35 16
[|V|+H]+ 13,3 748,515 590,2 20 146 25 20
116,1 49 16
ROX 158,0 21 28
[M+2H]2+ 13,3 419,425 116,0 20 101 37 14
366,4 13 12
ERI 558,3 19 18
[M-H20+H]+ 13,1 716,414 158,1 20 136 39 18
116,1 51 16
NAL 187,1 35 20
[|V|+H]+ 12,6 233,099 104,2 20 61 57 14
215,1 23 14
316,2 27 24
[%/IN+||?-|(])+ 8,1 360,142 245,2 20 136 37 18
342,2 31 24
FLU 2442 27 20
[|\/|+H]+ 12,9 262,019 202,0 20 91 45 12
220,0 43 18
DIE 299,2 41 22
[|\/|+H]+ 9,3 399,976 356,2 20 71 27 22
382,2 33 30
NOR 302,0 29 22
[|\/|+H]+ 6,5 320,053 231,0 50 76 53 14
189,3 65 12




Tabela 8 — Condi¢cdes de MRM do espectrémetro de massas (concluséo).
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fon

Dwell

: i 1 2 3
Analito tr lon precursor produto (ms) DP™ (V) CE” (V) CXP™ (V)
cIp 231,2 49 18
+ 7,0 332,003 314,0 20 116 31 24
[M+H] _—
288,2 25 22
OFL 318,2 27 24
+ 6,7 362,065 261,2 50 106 39 16
[M+H] —_—
219,1 51 14
MOX 384,1 31 30
+ 10,4 402,034 358,0 20 141 27 30
[M+H] —_—
110,2 37 14

"Declustering Potential; “Collision Energy; >Collision Exit Potential.

Fonte: (Do autor, 2019).

3.2.4.1 Otimizacdo do método cromatogréafico e espectrométrico

Novos experimentos foram propostos aos dois métodos previamente

selecionados com o

espectrométricos.

intuito de otimizar

0Ss parametros cromatogréaficos e

Nos testes variou-se o diluente, a temperatura da fonte

TurbolonSpray™, a voltagem do ionspray, a coluna e o tempo total da corrida. Os

testes realizados encontram-se resumidos na tabela 9.

Tabela 9 - Variagbes propostas para o aprimoramento dos parametros
cromatograficos e espectrométricos.
Cromatografia’ Temperatura da Voltagem Tempo da

Teste

Diluente

Coluna®

fonte (°C) ionspray (V) corrida (min)
2 a4 b? ¢’
1 c 2D o 450 5500 Polaris® 20
450
2 2 a’ 500 5500 Polaris® 20
550
5000
3 2 a’ 450 Polaris® 20
5500
2 Polaris®
4 2 a 450 5500 T 20
Pursuit
20
5 2 a’ 450 5500 Pursuit® 18
15

'Cromatografias referentes a tabela 7; °0,1% (v/v) de FOA em MeOH:H,O (10:90, v/v); °0,05% (Vv/v)
de FOA em MeOH:H,0 (10:90, v/v);40,1% (v/v) de FOA em MeOH:Formiato de aménio 5 mmol/L em
H,O (10:90, v/v); 5para descricdo completa da especificacdo das colunas consultar item 3.1.4.

Fonte: (Do autor, 2019).
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3.2.4.2 Sequéncia de injecao nos testes cromatograficos e espectrométricos

A seguinte sequéncia de injecdo foi estabelecida e utilizada para os dois
meétodos previamente selecionados e otimizados: diluente (duas vezes) e solucao

padrao intermediaria contendo os analitos (3 injecbes consecutivas).

3.2.5 Desenvolvimento do método de extracédo

Inicialmente, doze métodos de extracdo baseados nos trabalhos realizados
por Grutes (2017), Costa (2015) e Desmarchelier et al. (2018) foram propostos com
o intuito de buscar as melhores condi¢cdes de extracdo para as duas classes de
antimicrobianos em questdo. Os processos de extracdo realizados encontram-se

descritos a sequir.

3.2.5.1 Fortificacéo e extracdo das amostras

Para cada método pesou-se 2 g da amostra em tubos de centrifuga de 50 mL
distintos, identificados como amostra controle conforme (ACC), ACNCFF, ACNC1 e
ACNC2. Em outro tubo de centrifuga de 50 mL, identificado como amostra controle
branco de reagentes (ACBR), pipetou-se 2 mL de agua. Adicionou-se 100 pL de
MeOH a ACBR, a ACC e a ACNCFF, e 50 uL a ACNC1 e a ACNC2. Posteriormente,
adicionou-se 50 pL da solucdo intermediaria MIXMQ a 400 ng/mL a ACNC1 e a
ACNC2. Os tubos foram agitados por 10 s e mantidos em repouso por 10 min. A

figura 4 esquematiza a etapa de fortificacdo da amostra.

Figura 4 — Fluxograma da etapa de fortificagdo das amostras.

Fortificac&o Fortificacéo Fortificacéo
ACC ACNC1/ACNC2 ACBR
Adicionou-se 100 pL de Adicionou-se 50 pL do MIXMQ a Adicionou-se 100 pL de
MeOH. Agitou-se no 400 ng/mL + 50 pL de MeOH. MeOH. Agitou-se no
vortex por 10 s e deixou- Agitou-se no vortex por 10 s e vortex por 10 s e deixou-
se em repouso por 10 deixou-se em repouso por 10 se em repouso por 10
in min min.

{ ETAPA DE EXTRACAO
\ J

Fonte: (Do autor, 2019).
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3.2.5.1.1 Método de extracdo 1 (GRUTES, 2017)

Adicionou-se 3950 pL de 0,1% (v/v) de FOA em ACN ao tubo e agitou-se por
1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no
agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de sulfato de magnésio.
Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em repouso por 10 min. Centrifugou-se a
4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.1.2 Método de extracdo 2 (adaptado de GRUTES, 2017)

Adicionou-se 3950 pL de ACN ao tubo e agitou-se por 1 min no agitador
multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no agitador multiplo.
Adicionou-se 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de sulfato de magnésio. Agitou-se por 1 min no
vortex e deixou-se em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5

min.

3.2.5.1.3 Método de extracdo 3 (adaptado de GRUTES, 2017)

Adicionou-se 3950 pL de 0,1% (v/v) de FOA em ACN ao tubo e agitou-se por
1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no
agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de sulfato de sédio. Agitou-
se por 1 min no vértex e deixou-se em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C,

10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.1.4 Método de extracdo 4 (adaptado de GRUTES, 2017)

Adicionou-se 3950 pL de ACN ao tubo e agitou-se por 1 min no agitador
multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucéo e agitou-se por 2 min no agitador multiplo.
Adicionou-se 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de sulfato de sédio. Agitou-se por 1 min no
vortex e deixou-se em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5

min.
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3.2.5.1.5 Método de extracdo 5 (adaptado de COSTA, 2015)

Adicionou-se 3950 pL de 0,1% (v/v) de FOA em ACN ao tubo e agitou-se por
1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no
agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio e 0,8 g de sulfato de sodio.
Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em repouso por 10 min. Centrifugou-se a
4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.1.6 Método de extracdo 6 (adaptado de COSTA, 2015)

Adicionou-se 3950 pL de ACN ao tubo e agitou-se por 1 min no agitador
multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no agitador multiplo.
Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sodio e 0,8 g de sulfato de sodio. Agitou-se por 1
min no vértex e deixou-se em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm,

por 5 min.

3.2.5.1.7 Método de extracdo 7 (adaptado de GRUTES, 2017)

Adicionou-se 3950 pL de 0,1% (v/v) de FOA em ACN ao tubo e agitou-se por
1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no
agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sodio e 0,8 g de sulfato de
magnésio. Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em repouso por 10 min.

Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.1.8 Método de extracdo 8 (adaptado de GRUTES, 2017)

Adicionou-se 3950 pL de ACN ao tubo e agitou-se por 1 min no agitador
multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucéo e agitou-se por 2 min no agitador multiplo.
Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sdodio e 0,8 g de sulfato de magnésio. Agitou-se por
1 min no vortex e deixou-se em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000

rpm, por 5 min.
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3.2.5.1.9 Método de extracdo 9 (adaptado de COSTA, 2015)

Adicionou-se 3950 pL de 0,1% (v/v) de FOA em ACN ao tubo e agitou-se por
1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no
agitador maltiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 0,8 g de sulfato de sddio e
0,4 g de carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no voOrtex e deixou-se em
repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.1.10 Método de extracdo 10 (COSTA, 2015)

Adicionou-se 3950 pL de ACN ao tubo e agitou-se por 1 min no agitador
multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no agitador multiplo.
Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sddio, 0,8 g de sulfato de sodio e 0,4 g de
carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em repouso por 10
min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.1.11 Método de extracdo 11 (adaptado de DESMARCHELIER et al., 2018)

Adicionou-se 3950 pL de 0,1% (v/v) de FOA em ACN ao tubo e agitou-se por
1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no
agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 0,8 g de sulfato de sédio,
0,2 g de citrato trissédico e 0,1 g de citrato dissddico. Agitou-se por 1 min no vortex e
deixou-se em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.1.12 Método de extracao 12 (adaptado de DESMARCHELIER et al., 2018)

Adicionou-se 3950 pL de ACN ao tubo e agitou-se por 1 min no agitador
multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucéo e agitou-se por 2 min no agitador multiplo.
Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sddio, 0,8 g de sulfato de sodio, 0,2 g de citrato
trissédico e 0,1 g de citrato dissodico. Agitou-se por 1 min no voértex e deixou-se em

repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.
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3.2.5.2 Avaliagao do pH das sopinhas

Para melhor elucidacdo dos resultados de recuperagdo obtidos, apds a
extracdo e antes do processo de evaporacgao, aliquotou-se 1 mL do sobrenadante da
ACNCFF em um tubo de centrifuga de 15 mL e adicionou-se 9 mL de 4gua e mediu-

se, com auxilio de um pHmetro, o pH das amostras.

3.2.5.3 Evaporacéao e ressuspensao

Aliquotou-se 250 pL do sobrenadante em tubos de centrifuga de 15 mL
distintos. Evaporou-se até a secura sob fluxo de N, (temperatura méaxima de 47 °C).
Ressuspendeu-se 0s extratos secos da ACBR, ACNC1 e ACNC2 com 1 mL de 0,1%
(v/v) de FOA em MeOH:H,0 (10:90, v/v) e o extrato seco da ACNCFF com 1 mL da
solucéo de fortificacdo a 0,625 ng/mL (MIXMQFF). Agitaram-se os tubos por 15 s e

filtraram-se as solucdes com filtro de 0,22 um direto em seus respectivos vials.

3.2.5.4 Otimizacdodo método de extracao

Com base nos resultados obtidos nas avaliagées de RSD e Rgoha das ACNCs
e pH dos extratos das ACNCFF, repeticGes e variacbes dos métodos 10 e 12 foram
propostas. A fortificacdo das amostras foi a mesma estabelecida no item 3.2.5.1, a
evaporacdo e ressuspensdo de acordo com o item 3.2.5.3. As variagdes das
extracdes dos métodos estao descritas a seguir.

3.2.5.4.1 Método 10B

Adicionou-se3950 pL de ACN ao tubo e agitou-se por 1 min no agitador
multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucéo e agitou-se por 2 min no agitador multiplo.
Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sddio, 0,8 g de sulfato de sodio e 2,0 g de
carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em repouso por 10

min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.
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3.2.5.4.2 Método 10C

Adicionou-se 3950 pL de 5% (v/v) de hidréxido de amodnio em ACN ao tubo e
agitou-se por 1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucéo e agitou-se
por 2 min no agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 0,8 g de
sulfato de sodio. Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em repouso por 10 min.
Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.4.3 Método 10D

Adicionou-se 3950 pL de ACN:MeOH:H,0 (50:25:25, v/v/v) ao tubo e agitou-
se por 1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucéo e agitou-se por 2
min no agitador maltiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 1,2 g de sulfato de
sédio e 0,4 g de carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se
em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.4.4 Método 12B

Adicionou-se 3950 pL de ACN ao tubo e agitou-se por 1 min no agitador
multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucéo e agitou-se por 2 min no agitador multiplo.
Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sddio, 0,8 g de sulfato de sodio, 0,5 g de citrato
trissédico. Agitou-se por 1 min no vértex e deixou-se em repouso por 10 min.

Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.5 Adicéao de etapa de purificacdo no método de extracao

Os resultados obtidos nas avaliagbes mostraram que o método 10D foi o mais
adequado para continuacdo dos estudos. Propds-se a adicdo de uma etapa de
purificagcdo apds a etapa de extracdo da amostra. A fortificacdo das amostras foi a
mesma estabelecida no item 3.2.5.1, a extracao a estabelecida no item 3.2.5.4.3, a
evaporacao e ressuspensao ocorreu conforme o item 3.2.5.3. A seguir as propostas

da etapa adicional de purificagao:
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3.2.5.5.1 Método 10Da

Apés a extragdo, aliquotou-se 500 pL do sobrenadante em um microtubo.
Adicionou-se 75 mg de sulfato de sédio, 25 mg de amina primaria e secundaria
(PSA) e 25 mg de octadecilsilano (C18). Agitou-se por 1 min no vortex e centrifugou-

se a 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.5.2 Método 10Db

Apés a extragdo, aliquotou-se 500 pL do sobrenadante em um microtubo.
Adicionou-se 75 mg de sulfato de sodio e 25 mg de PSA. Agitou-se por 1 min no

vortex e centrifugou-se a 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.5.3 Método 10Dc

ApoOs a extracado, aliquotou-se 500 pL do sobrenadante em um microtubo.
Adicionou-se 75 mg de sulfato de sodio e 25 mg de C18. Agitou-se por 1 min no

vortex e centrifugou-se a 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.6 Otimizacdo da composicdo do solvente de extracdo por meio do
Planejamento de Mistura

A metodologia de superficie de resposta baseada no planejamento de mistura
com restricdes do tipo simplex-lattice foi aplicada a fim de selecionar a melhor
composicdo da mistura de solventes usada na extracdo do método 10D (acetonitrila,
metanol e agua) que levasse as maximas recuperacdes dos analitos. A funcao
desirability foi empregada para otimizar a recuperacao.

A fortificagcdo das amostras foi a mesma estabelecida no item 3.2.5.1 e a
evaporacao e ressuspensao ocorreram de acordo com o item 3.2.5.3. Os dados do
planejamento de mistura foram avaliados considerando os valores de recuperagao
obtidos em cada método. Com auxilio do software Statistica® e dos valores
supracitados buscou-se uma previsdo da melhor composicdo do solvente de

extracdo. Estabeleceu-se que a ACN estaria presente em todos os métodos com um
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percentual minimo de 50%. Com 6 experimentos em duplicata, perfazendo um total
de 12 experimentos, o planejamento simplex-lattice de trés fatores foi efetuado no

software Statistica®, conforme tabela 10.

Tabela 10 — Planejamento simplex-lattice de 3 fatores realizado no Statistica® com

variacOes das proporcdes de cada solvente.

. . . Solventes*
Experimento Replicata Método ACN MeOH H,0
1 1 10D1 1,00 0,00 0,00
2 1 10D2 0,50 0,50 0,00
3 1 10D3 0,50 0,00 0,50
4 1 10D4 0,75 0,25 0,00
5 1 10D5 0,75 0,00 0,25
6 1 10D6 0,50 0,25 0,25
7 2 10D1 1,00 0,00 0,00
8 2 10D2 0,50 0,50 0,00
9 2 10D3 0,50 0,00 0,50
10 2 10D4 0,75 0,25 0,00
11 2 10D5 0,75 0,00 0,25
12 2 10D6 0,50 0,25 0,25

“*” — soma total de todos os componentes da mistura = 1.
Fonte: (Do autor, 2019).

As variacOes das extracdes nos meétodos 10D1, 10D2, 10D3, 10D4, 10D5 e
10D6 encontram-se descritas a seguir:

3.2.5.6.1 Método 10D1

Adicionou-se 3950 pL de ACN ao tubo e agitou-se por 1 min no agitador
multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucéo e agitou-se por 2 min no agitador multiplo.
Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sddio, 1,2 g de sulfato de sodio e 0,4 g de
carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em repouso por 10

min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.6.2 Método 10D2

Adicionou-se 3950 pL de ACN:MeOH (50:50, v/v) ao tubo e agitou-se por

1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adi¢do da solugdo e agitou-se por 2 min no
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agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 1,2 g de sulfato de sddio e
0,4 g de carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no voOrtex e deixou-se em
repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.6.3 Método 10D3

Adicionou-se 3950 pL de ACN:H,O (50:50, v/v) ao tubo e agitou-se por 1 min
no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no
agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 1,2 g de sulfato de sddio e
0,4 g de carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em
repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.6.4 Método 10D4

Adicionou-se 3950 puL de ACN:MeOH (75:25 v/v) ao tubo e agitou-se por 1
min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no
agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 1,2 g de sulfato de sddio e
0,4 g de carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em
repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.6.5 Método 10D5

Adicionou-se 3950 pL de ACN:H,O (75:25, v/v) ao tubo e agitou-se por 1 min
no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucdo e agitou-se por 2 min no
agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 1,2 g de sulfato de sddio e
0,4 g de carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no vortex e deixou-se em

repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.
3.2.5.6.6 Método 10D6
Adicionou-se 3950 puL de ACN:MeOH:H,0 (50:25:25, v/v/v) ao tubo e agitou-

se por 1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solugcéo e agitou-se por 2

min no agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 1,2 g de sulfato de
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sédio e 0,4 g de carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no voértex e deixou-se

em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.7 Selecéo final do método de extracdo

Um novo ensaio foi realizado avaliando-se e comparando-se o método com a
mistura obtida no planejamento para otimizagcdo do solvente de extracdo e o método
10D. A fortificacdo das amostras foi a mesma estabelecida no item 3.2.5.1 e a
evaporacao e ressuspensao de acordo com o item 3.2.5.3. Os métodos de extracao

encontram-se descritos a seguir.

3.2.5.7.1 Método 10D

Adicionou-se 3950 pL de ACN:MeOH:H,0 (50:25:25, v/v/v) ao tubo e agitou-
se por 1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solucao e agitou-se por 2
min no agitador maltiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sédio, 1,2 g de sulfato de
sédio e 0,4 g de carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no vértex e deixou-se

em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

3.2.5.7.2 Método 10D otimizado

Adicionou-se 3950 pL de ACN:MeOH:H,0 (50:31:19, v/v/v) ao tubo e agitou-
se por 1 min no agitador multiplo. Repetiu-se a adicdo da solugcdo e agitou-se por
2 min no agitador multiplo. Adicionou-se 0,2 g de cloreto de sodio, 1,2 g de sulfato
de sédio e 0,4 g de carbonato de potassio. Agitou-se por 1 min no vértex e deixou-se
em repouso por 10 min. Centrifugou-se a 4°C, 10000 rpm, por 5 min.

Todos os procedimentos de extracdo testados e 0s respectivos solventes e

sais utilizados encontram-se resumidos na figura 5.
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Figura 5 — Fluxograma que descreve os solventes e sais utilizados nos métodos de
extracao.

M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9 M10 M11 M12

0,1% FOAem ACN X X X X X X
ACN X X X X X X
NaOAc (0,2 g) XXX X
MgSO, (0,8 g) X X X X
Na;S0, (0,8 g) X X X X X X X X
NaCl (0,2 g) X X X X X X X X
K2CO; (0,4 g) X X
Citrato triNa (0,2 g) X X
Citrato diNa (0,1 g) X X

G~

M10 M10B M10C M10D M12 M12B

ACN X X X X

ACN:MeOH:H0
(50:25:25, viviv)

5% NH,OH em ACN X
Na;S0, (0,8 g) X X X X X
Na;S0, (1,2 g) X
NacCl (0,2 g) X X X X X X
K2COs (0,4 g) X X
K2CO; (2 9) X
Citrato triNa (0,2 g) X
Citrato triNa (0,5 g) X
Citrato diNa (0,1 g) X

M10D M10Da M10Db M
X X

=y

X X X X X |e

ACN:MeOH:H,0
(50:25:25, viviv)

Na;S04 (1,2 g) X
NacCl (0,2 g) X
K2CO; (0,4 g) X
Na;SO4 (75 mg)
PSA (25 mg)
C18 (25 mg)

X X X X X X
X X X X X X

X

M10D M10D OTM
ACN:MeOH:H;0 (50:25:25, v/v/v) X
ACN:MeOH:H,0 (50:31:19, viviv)
Na,SO,4 (1,2 g) X
NaCl (0,2 g) X
K2COs (0,4 g) X
ACN - acetonitrila; Citratro triNa — citrato trissddico; Citrato diNa — citrato dissodico; FOA — acido
férmico; M — método; MeOH — metanol.
Fonte: (Do autor, 2019).

X X X X

3.2.5.8 Variacao do diluente de ressuspensao da amostra apds evaporagao

Apbs definicdo do método testou-se uma pequena variagdo do solvente final

de diluicdo do extrato. Repetiu-se o0 método com o solvente de ressuspensédo até
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entdo utilizado, 0,1% (v/v) de FOA em MeOH:H,O (10:90, v/v), comparando-o0 com
0,1% (v/v) de FOA em ACN:H,O (10:90, v/v). A fortificacdo das amostras foi a
mesma estabelecida no item 3.2.5.1, a extracéo a estabelecida no item 3.2.5.7.1. A
evaporacao e ressuspensdo mantiveram as mesmas proporcdes do item 3.2.5.3,

sendo alterado apenas o solvente de ressuspensao.

3.2.5.9 Variacéo da aliquota do extrato a ser evaporado

Com o intuito de aumentar a intensidade das respostas obtidas no
equipamento (areas dos picos cromatogréaficos) e diminuir o efeito matriz, variacdes
no volume da aliquota do extrato evaporado apés centrifugacdo foram propostas. Os
volumes testados foram: 125, 250, 375, 500 e 625 pL de extrato. O processo de
fortificacdo, extracdo e centrifugacdo se mantiveram os mesmos. A avaliacdo foi
baseada nos valores de efeito matriz e na relacdo sinal/ruido obtida através do
software Analyst® com a técnica de estimacdo do sinal/ruido pico a pico (S-to-N
using Peak-to-Peak), assumindo-se valores = 3 para a primeira e segunda transi¢cao

de cada substancia como estando aptos.

3.2.5.10 Sequéncia de injecao nos testes de extracao

A seguinte sequéncia de injecao foi estabelecida e utilizada para cada método
testado em todo o processo de desenvolvimento: diluente (duas vezes), ACBR de
todos os métodos, ACC de todos os métodos testados, controle, ACNC1 (12
injecdo), ACNC2 (12 injecao), ACNCFF (12 injecao), controle, ACNC1 (22 injecdo),
ACNC2 (22 injecdo), ACNCFF (22 injecdo), controle, ACNCL1 (32 injecdo), ACNC2 (32
injecdo), ACNCFF (3?2 inje¢c&o) e controle.

3.2.6 Validacdo do método

A validacdo do método foi baseadana Decisdo 657 de 2002 da Comissao
Europeia e em seu documento suplementar “Diretrizes para Validagédo de Métodos
de Triagem para Residuos de Medicamentos Veterinarios”, elaborado pela

Comunidade de Laboratérios de Referéncia de Residuos da Unido Europeia (UNIAO
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EUROPEIA, 2002, 2010). Conforme mencionado, os parametros de validacao
estabelecidos pela Decisdo 657/2002 para métodos qualitativos de triagem s&o:
Seletividade/Especificidade; Capacidade de deteccao (CCB);
Aplicabilidade/Robustez/Estabilidade.

3.2.6.1 Seletividade/Especificidade

Com o intuito de avaliar a capacidade de discriminacdo entre o analito e
outras substancias presentes na matriz, vinte amostras de diferentes tipos de
sopinhas, das quatro fases disponibilizadas pelo fabricante, foram analisadas e
verificadas quanto a auséncia de interferéncias na regido de eluicdo dos analitos em
estudo. Como as sopinhas pertencentes as fases Ill e IV possuem pedacos, as
mesmas foram trituradas com auxilio de um liquidificador antes do inicio do ensaio.

Investigaram-se todos o0s sinais presentes na janela de tg de cada analito,
avaliando a presenca de interferentes que pudessem levar a uma identificacédo
equivocada do mesmo. Foram considerados o0s picos com relacdo sinal/ruido = 3 na

primeira e segunda transicoes.

3.2.6.2 Capacidade de detecg¢do (CCB)

ApOs a confirmacdo da auséncia de contaminacdo, as mesmas vinte
amostras foram fortificadas com os analitos na concentracéo alvo do ensaio, ou seja,
na concentracdo na qual o método classifica a amostra como potencialmente nao
conforme, definida como 5 pg/kg, metade da concentracdo de referéncia
recomendada na andlise de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos
guando nao houver LMR ou LMDR estabelecidos (10 pg/kg). Foram analisadas as
vinte amostras fortificadas (ACNC) e as mesmas vinte amostras nédo fortificadas
(ACC) preparadas no mesmo dia.

Seguindo a recomendagdao do documento “Diretrizes para Validacado de
Métodos de Triagem para Residuos de Medicamentos Veterinarios” (UNIAO
EUROPEIA, 2010) e com intuito de estimar o CC3, o valor da resposta (area) mais
alta obtida na analise das amostras brancas foi comparada a resposta (area) mais

baixa obtida nas amostras fortificadas para cada analito. Além de auxiliar na
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estimativa do CCp3, a resposta (area) mais baixa obtida nas amostras fortificadas foi
utilizada como nivel de corte do método, ou seja, o valor de area (em cps) que indica
gue uma amostra analisada apresenta determinada substancia com concentracao
igual ou superior & concentracéo alvo do método (UNIAO EUROPEIA, 2010). Essas
avaliacdes foram realizadas em trés injecdes distintas do grupo das vinte amostras
da ACNC e da ACC, utilizando os maiores e menores valores obtidos nas trés
transicoes.

Para verificar se 0 método era de fato capaz de identificar todas as
substancias nesse nivel de fortificacAo empregaram-se 0s requisitos para
confirmacéo de analitos por LC-MS/MS estabelecidos na Resolucdo 657/2002 da
Uni&o Europeia nas vinte amostras fortificadas (UNIAO EUROPEIA, 2002). Para tal
foram usados os valores das médias obtidas nas trés injecbes da ACNC. Exigiu-se

para a confirmacao das substancias:

a) deteccdo de pelo menos duas transi¢cdes especificas com relacdo sinal/ruido
superior ou igual a trés em ambas, no tg caracteristico;

b) trrel (razéo entre o tempo de retencdo do analito e o do padrdo interno na
amostra) igual ao obtido no controle, com uma margem de erro de + 2,5%;

c) razdo de ions, com a razdo da intensidade de sinal (area) entre os picos
correspondentes a duas transicdes detectadas na amostra ndo excedendo os

valores apresentados na tabela 11 em relacdo a mesma raz&o no controle.

Tabela 11 — Variacdo aceitdvel para a intensidade relativa das transicbes dos

analitos na ACNC e no controle.

Intensidade relativa Variacdo aceitavel
>50% +20%
>20 a 50% +25%
>10 a 20% +30%
<10% +50%

Fonte: (UNIAO EUROPEIA, 2002).

Por ser um tema que atualmente encontra-se em discussao, abordagens
alternativas empregando variagdes aceitaveis da razao de ions com valores fixos de
30 e 50% foram avaliadas (BERENDSEN et al., 2016; UNIAO EUROPEIA, 2017).
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3.2.6.3 Aplicabilidade/Robustez/Estabilidade

3.2.6.3.1 Aplicabilidade

Segundo o documento “Diretrizes para Validacdo de Métodos de Triagem
para Residuos de Medicamentos Veterinarios” a aplicabilidade do método deve ser
comprovada avaliando-se diferentes matrizes de uma mesma espécie (ex.: musculo
e figado) com o intuito de verificar a ocorréncia de diferencas de efeito matriz e
alteracdo da estimativa de CCB (UNIAO EUROPEIA, 2010). Tendo em vista que as
sopinhas apresentam constituicdo proporcionalmente semelhante, ndo podendo ser
consideradas matrizes diferentes, o parametro aplicabilidade né&o foi avaliado.

3.2.6.3.2 Robustez

A robustez do método foi avaliada efetuando-se pequenas alteracdes em
cinco fatores selecionados como potencialmente importantes no processo: a
temperatura de evaporacdo do extrato, o tempo de agitacdo dos tubos no vortex
individual na extracdo e variacdo nas massas dos trés sais usados na extracao
(cloreto de sodio, sulfato de sddio e carbonato de potassio). Com 18 experimentos, 0
planejamento fatorial fracionario em dois niveis, com duas réplicas no ponto central

(C), 2°2, de resolucdo llI, foi efetuado no software Statistica®, conforme tabela 12.

Tabela 12 — Planejamento fatorial fracionario 2°2 realizado no Statistica® com

variacfes de cinco fatores (continua).

Temperatura Tempo Massa Massa Massa

Experimento Replicata evaporagéao vértex NacCl Na,S0O, K,CO;3

(°C) (s) 9) 9) (9)

1 1 45 45 0,3 13 0,3
2 1 49 45 0,1 11 0,3
3 1 45 75 0,3 11 0,3
4 1 49 75 0,1 13 0,3
5 1 45 45 0,1 13 0,5
6 1 49 45 0,3 11 0,5
7 1 45 75 0,1 11 0,5
8 1 49 75 0,3 13 0,5
9 (C) 1 47 60 0,2 1,2 0,4
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Tabela 12 — Planejamento fatorial fracionario 2°2 realizado no Statistica® com

variacdes de cinco fatores (concluséo).

Temperatura Tempo Massa Massa Massa

Experimento Replicata evaporacao vortex NaCl Na,SO, K,CO4

(°C) (s) (9) (9) (9)

10 2 45 45 0,3 1,3 0,3
11 2 49 45 0,1 11 0,3
12 2 45 75 0,3 11 0,3
13 2 49 75 0,1 1,3 0,3
14 2 45 45 0,1 1,3 0,5
15 2 49 45 0,3 11 0,5
16 2 45 75 0,1 1,1 0,5
17 2 49 75 0,3 1,3 0,5
18 (C) 2 47 60 0,2 1,2 0,4

NaCl — cloreto de sédio; Na,SO, — sulfato de sddio; K,CO3; — carbonato de potassio; (C) — ponto
central.
Fonte: (Do autor, 2019).

Os resultados foram analisados no software Statistica®, que através de
modelos matematicos avalia a ocorréncia de variacdes significativas nos valores

obtidos nas areasde cada analito e, por consequéncia, a robustez do método.

3.2.6.3.3 Estabilidade

A estabilidade das substancias, na matriz e no diluente, foi determinada nas
seguintes condicdes: 4 °C (no diluente puro e no extrato da matriz ressuspensa no
diluente); -20 °C (na matriz) e -70 °C (no solvente de preparo da solucdo estoque).

A avaliacdo da estabilidade dos analitos a 4 °C foi determinada para verificar
0 tempo que os vials podem permanecer no autoinjetor do cromatografo a liquido
sem que ocorra degradacdo significativa das substancias e consequente
interferéncia na analise. Amostras fortificadas (5 pg/kg), evaporadas e ressuspensas
no diluente e solugcbes preparadas no diluente (0,15625 ng/mL) foram injetadas
durante 25 horas e avaliadas quanto a variagdo das areas obtidas utilizando analise
de regresséo linear para cada analito.

Para a determinacdo da estabilidade das substancias na matriz a -20 °C um
estudo de estabilidade isocrono foi elaborado. Seis amostras foram fortificadas a um
nivel de 5 pg/kg e no mesmo dia da fortificagdo um dos tubos (tp) foi armazenado em

temperatura de -70 °C (temperatura de referéncia). Os demais foram armazenados a
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temperatura de -20 °C e transferidos um a um para o freezer de ultrabaixa

temperatura (-70 °C) a cada sete dias, conforme tabela 13.

Tabela 13 — Tempo, temperatura (°C) e dias armazenados a temperatura de -20 °C.

Tempo e Temperatura (°C) Dias
to (-70) 0
t; (-20) 7
t, (-20) 14
t3 (-20) 21
t4 (-20) 28
t5 (-20) 35

Fonte: (Do autor, 2019).

Ap0s todos os tubos terem sido transferidos, os mesmos foram analisados e
as areas obtidas para cada analito foram comparadas utilizando analise de
regressao linear, na qual o tempo do estudo foi fixado no eixo x e as areas no eixoy.

A estabilidade das substancias no solvente de preparo da solucdo estoque a
temperatura de -70 °C foi definida através da comparacdo de solucdes padrédo
estoque recentemente preparadas e solugbes padrao estoques preparadas
anteriormente e armazenadas em freezer de temperatura ultrabaixa (-70 °C) por
determinado periodo de tempo. Tal avaliagdo foi baseada no calculo da diferenca
percentual relativa definida pela equacéo (8) abaixo:

|FR1 — FR2|

Diferenca percentual relativa (%) = W x 100 (8)

2

Onde:

FR1 é o fator de resposta (média das areas dos picos cromatogréaficos dividida
pela concentracdo real da solucdo padrdo estoque) da solucdo padrdo estoque
antiga;

FR2 é o fator de resposta da solu¢do padréo estoque nova.

As solugdes que apresentaram diferenca percentual relativa menor que 15%
foram consideradas aptas e, por consequéncia, garantiram sua estabilidade por
determinado periodo de tempo (INCQS, 2017).
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3.2.6.4 Sequéncia de injecao na validacdo do método

Para a determinacdo da seletividade/especificidade a seguinte ordem de
injecdo foi estabelecida: diluente (duas vezes), ACBR, controle, injecdo das vinte
amostras de forma aleatoria (12 injecdo), controle, injecdo das vinte amostras de
forma aleatoria (22 injecdo), controle e injecdo das vinte amostras de forma aleatéria
(32 injecao).

Nos testes de CCB do método, injetou-se o diluente (duas vezes), a ACBR, 0
controle, as vinte amostras brancas e as vinte amostras fortificadas de forma
aleatéria (12 inje¢do), o controle, as vinte amostras brancas e as vinte amostras
fortificadas de forma aleatoria (22 inje¢do), o controle, as vinte amostras brancas e
as vinte amostras fortificadas de forma aleatoria (32 injecdo).

A sequéncia de injecao para verificacdo da robustez do método foi: diluente
(duas vezes), ACBR, ACC, controle, injecado das dezoito amostras com as variacdes
propostas (1% injecdo), controle, injecdo das dezoito amostras com as variagGes
propostas (2% injecdo), controle, injecdo das dezoito amostras com as variacées
propostas (3%injecao).

Para a determinacdo da estabilidade a 4 °C, inicialmente injetou-se o diluente
(duas vezes), ACBR e ACC. Posteriormente, injetou-se o controle (trés vezes), a
ACNC1 (trés vezes), a ACNC2 (trés vezes), o diluente (trés vezes) e a ACBR (duas
vezes). Essa sequéncia foi repetida sete vezes. Na estabilidade a -20 °C a
sequéncia foi a seguinte: diluente (duas vezes), controle, ACBR, ACC, extratos das
amostras de to a ts (1% injecdo), extratos das amostras de ty a ts (2% injecdo) e extratos
das amostras de tp a t5 (3% injecdo). Por fim, para a avaliagdo da estabilidade das
solucbes padrao estoque (-70 °C) injetou-se o diluente (duas vezes), as solucdes
padrao estoque novas e as solugbes padrdo estoque antigas. Repetiu-se a injecao

das duas ultimas nessa ordem por mais seis vezes.

3.2.7 Aplicagéo do método

O meétodo foi aplicado a 44 amostras adquiridas no Centro e Zonas Norte, Sul
e Oeste da cidade do Rio de Janeiro, todas de lotes diferentes. A injecdo das

bY

amostras ocorreu em trés etapas, devido a estabilidade limitada dos analitos no
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extrato da matriz ressuspensa no diluente. Inicialmente, o critério de avaliacdo das
amostras foi baseado no nivel de corte de cada substancia para o método (UNIAO
EUROPEIA, 2010). Em caso de suspeita de contaminagcdo o critério para
confirmacéo de residuos recomendado pela Unido Europeia (UNIAO EUROPEIA,
2002), com a alteracdo dos valores de aceitacdo propostos no item 3.2.6.2
(BERENDSEN et al., 2016) foram utilizados.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecao das substancias para o estudo

A escolha das substancias utilizadas no estudo se baseou em critérios

resumidos na tabela 14.

Tabela 14 — Critérios adotados na selecdo das substancias para estudo.

Resisténcia Resisténcia Importacéo

IFA RI’VTAQSXP PI\EL\ZAIS c? ;i%it& Uso® Bacteriana . Bacteriana7 (20186, 20{}7 ELSFI\(IJEZZI
(OMS, 2017) (OIE, 2015) e 2018)
Macrolideos
Azitromicina Néo Sim N&o Hum/Vet Né&o SE
Claritromicina Néo Néo N&o Hum/Vet Sim SE
Diritromicina Néo Néo N&o Hum/Vet Né&o SE
Eritromicina N&o Sim Nao Hum/Vet Sim P6eS.E
Espiramicina Sim Sim Sim (4)*  Hum/Vet Nao S.E
Gamitromicina Sim Néo N&o Vet Né&o N. H
Josamicina Sim N&o Sim (1)*  Hum/Vet  Criticamente N&o S.E
Leucomicina Sim Né&o Sim (1)* - (Ij?:;);tizrziz ?Qggﬁ?;{:: N&o N. H
Oleandomicina Nao Nao N&o Hum/Vet Prioridade N&o S.E
Roxitromicina Nao Nao Nao Hum/Vet N&o SE
Tildipirosina Sim N&o Sim (1)* Vet N&o N. H
Tilmicosina Sim Sim Sim (3)* Vet N&o S.E
Tilosina Sim Sim Sim (9)* Vet N&o P6eS.E
Tilvalosina Sim Nao Nao Vet N&o N.H
Troleandomicina Nao Nao Nao Hum/Vet N&o SE
Quinolonas
Acido Nalidixico Sim N&o Hum/Vet Altamente Sim S.E
importante
Ciprofloxacina Sim Sim Sim (5)*  Hum/Vet Nao P6eS.E
Danofloxacina Sim Sim Sim (1) Vet Criticamente N&o N. H
Difloxacina N&o Sim N&o Vet Criticamente Importantes N&o PéeS.E
Enrofloxacina Sim Sim Sim (36)* Vet Importantes Sim P6eS.E
Flumequina Sim N&o Hum/Vet dsr?;?dsagga ;?r:t:l;?tzr;ttee Nao PéeS.E
Moxifloxacina N&o N&o N&o Hum/Vet N&o SE
Norfloxacina Sim Sim Sim (5)"  Hum/Vet Criticamente Sim P6eS.E
Ofloxacina N&o N&o N&o Hum/Vet Importantes N&o S.E
Sarafloxacina N&o Sim N&o - N&o SE

Fonte: 'Baseado nas informacdes fornecidas pelo MAPA; °LMR estabelecido para carnes e ovos
(MAPA, 2018); 3Registro de produtos para bovinos e aves (SINDAN, 2018); ‘Namero de produtos
encontrados no SINDAN em 16/12/2018; 5’GSegundo documento OMS (OMS, 2017); 7Segundo
documento OIE (OIE, 2015); 8Segundo Comex Stat (MDIC, 2018).

Pl — padréo interno; hum — humano; vet — veterinario; S. E — solucao padréo estoque; N. H — Ndo ha
disponibilidade.



84

Oito macrolideos e quatro quinolonas possuem registro no MAPA para uso
em bovinos, aves, suinos, ovinos, caprinos e equinos (informac&o verbal)*, enquanto
a verificagdo dos farmacos monitorados pelo PNCRC 2018 com LMR estabelecido
em carnes e ovos teve como resultado cinco substancias da classe dos macrolideos
e oito da classe das quinolonas (MAPA, 2018). Com relacdo aos macrolideos, essa
diferenca pode ter ocorrido devido ao programa de monitoramento do MAPA né&o ter
encontrado residuos de algumas das substancias registradas nos ultimos anos e,
por isso, ndo as ter incluido no programa em 2018. No caso das quinolonas, nao se
identificou o motivo para a quantidade de substancias com registro no MAPA ter sido
menor.

No SINDAN foram encontrados, respectivamente, cento e setenta e seis e
trezentos e doze produtos registrados para aves e bovinos (SINDAN, 2018). Desse
total foram identificados dezenove produtos que tinham como base substancias
pertencentes a classe dos macrolideos e quarenta e seis a classe das quinolonas.
Os medicamentos registrados tinham como IFA as seguintes substancias: ESPI,
josamicina, leucomicina, tildipirosina, TILM, TIL, CIP, danofloxacina, ENRO e NOR.

O uso dos antimicrobianos humanos e/ou veterinarios foi determinado com
base no documento da OMS que descreve a relevancia de cada classe para o
surgimento de bactérias resistentes (OMS, 2017). Conforme mencionado, ambas as
classes estao classificadas como criticamente importantes pela OMS. A OIE também
indica os macrolideos como sendo criticamente importantes, entretanto divide as
quinolonas em quinolonas de primeira geragéo e fluoroquinolonas, e as define como
altamente importantes e criticamente importantes, respectivamente (OIE, 2015;
OMS, 2017).

Na busca pelos produtos importados pelo Brasil, oito classificacdes com
histérico de importacdo no ultimo triénio e que envolvem as classes objeto do estudo
foram encontradas. A tabela 15 mostra o valor (em US$) e a quantidade (em kg) dos
produtos importados. Séo citadas a claritromicina, eritromicina, acido nalidixico,
enrofloxacina e norfloxacina. Vale ressaltar que no caso da classificacdo “Outros
derivados da eritromicina e seus sais” substancias, como azitromicina, podem ter
sido importadas. Nesse triénio, cerca de 36 milhdes de dolares foram gastos com a
importacdo desses produtos, o que equivale a mais de 1230 toneladas desses

medicamentos.
1Informag(”)es fornecidas pelo MAPA em janeiro de 2017.



85

Tabela 15 — Valor (em US$) e quantidade (em kg) dos produtos importados pelo
Brasil nos anos 2018, 2017 e 2016.

2018 2017 2016
Descric4o Valor Peso Valor Peso Valor Peso
FOB (kg) FOB (kg) FOB (ka)
(US$) g (US$) 9 (US$) 9
Claritromicina 4021511 16285 3118014 14643 2778245 13330

Norfloxacina e seu

nicotinato 3914550 103052 4075098 148185 2402237 101577

Enrofloxacina, sais de

piperazina 2626792 165922 2325664 237641 3040629 200746

Medicamento contendo
nicarbazina/norfloxacina, 2067699 90742 2401010 42658 2548906 77234
etc, em doses

Medicamento contendo
eritromicina ou seus sais, 215344 2796 125727 2127 447222 7157
em doses

Eritromicina e seus sais 188871 2476 144110 2625 99026 1650

Outros derivados da 34606 0 5174 1 1863 0
eritromicina e seus sals

Acido nalidixico 2828 1 2329 0 4504 15

Fonte: (MDIC, 2018).

A disponibilidade de substancias pertencentes a classe dos macrolideos e
quinolonas também foi verificada no Setor de Residuos de Medicamentos
Veterinarios e no Setor de Substancias Quimicas de Referéncia do INCQS. Por nao
possuir padrdes ou solucdes padrdo estoques as substancias gamitromicina,
leucomicina, tildipirosina e tilvalosina (macrolideos) e danofloxacina (quinolona)
foram excluidas do estudo. Embora solu¢des padrdo estoque dos macrolideos
diritromicina e josamina estivessem disponiveis no setor, as mesmas foram
preparadas ha muitos anos e, por isso, essas substancias também foram excluidas
do estudo. Testes iniciais apontaram menor repetibilidade da azitromicina
(macrolideo) e sarafloxacina (quinolona) e as substancias também foram retiradas
das avaliagOes.

Com base nesses dados, CLA, ERI, ESPI, OLE, TILM, TIL e TROL, da classe
dos macrolideos, e NAL, CIP, DIF, ENRO, FLU, NOR, OFL e MOX da classe das
quinolonas, foram selecionadas para o estudo. A ROX foi selecionada para atuar
como padréo interno, sendo a escolha baseada em um levantamento bibliografico

realizado (ANEXO A), no qual 25% dos artigos selecionados (n = 20) utilizaram a
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substancia como padrdo interno. A escolha também levou em consideracdo a

disponibilidade da ROX no setor, o que dispensou a aquisi¢do de novos padroes.
Dessa forma foi desenvolvido um método multirresiduo contendo dezesseis

substancias pertencentes as classes dos macrolideos e das quinolonas para

avaliacao de residuos em alimentos de transi¢cdo do tipo sopinhas.

4.2 Levantamento bibliogréafico

Dos diversos artigos identificados no levantamento bibliografico efetuado
entre 2001 e 2018 nas bases de dados ScienceDirect e Scopus, 20 artigos foram
selecionados (ANEXO A), pois abordavam direta ou indiretamente o tema de
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de transicdo. As informacdes
dos artigos foram utilizadas em diversas etapas do estudo, da escolha do solvente

das solucdes padrao estoque a validacao do método.

4.3 Solucdes utilizadas nos experimentos

Devido as caracteristicas moleculares dos representantes de cada classe, as
solucdes padréo estoque de macrolideos e quinolonas foram preparadas em MeOH
e NaOH (0,03 mol/L), respectivamente, a fim de conferir maior estabilidade aos
analitos (CODONY et al., 2002; LUCATELLO et al., 2015).

Com relacdo as solucdes padrao intermediarias para testes cromatograficos,
a diluicdo final inicialmente foi realizada em meio acidificado e com 90% de fase
aquosa, tendo em vista que dentre as cromatografias propostas a que apresentava
maior fase aquosa se iniciava com 95%, e pelo conhecimento adquirido, esperava-
se obter melhores resultados quando a propor¢ao de fase aquosa da solugéo se
assemelhava com a da fase cromatografica.

Posteriormente, diferentes solugdes nas quais se modificou a por¢ao organica
do diluente foram testadas (conforme pode ser visto a frente) e a ACN foi escolhida,
visto que a fase movel do programa de eluicAio do método cromatogréafico
selecionado inicia com 90% de 0,1% (v/v) FOA em H;0 e 10% de 0,1% (v/v) FOA
em ACN, o que proporcionou maior compatibilidade entre o diluente e essa fase

movel.
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As concentracdes finais das solucdes prontas para injecdo, que apresentaram
concentragdo minima de 0,15625 ng/mL, foram definidas com o intuito de manter os
sinais dos analitos dentro da faixa de sensibilidade do sistema de LC-MS/MS e um
nivel de fortificagdo minimo das amostras em 5 pg/kg, tendo em vista que muitas

das substancias em questdo ndo possuem LMR ou LMDR estabelecidos.

4.4 Avaliacéo e definicdo do método cromatogréfico e espectrométrico

4.4.1 Definicado do programa de eluicdo do gradiente e do diluente

A definicdo do programa de eluicdo do gradiente e do diluente utilizados foi
realizada em duas etapas. Inicialmente realizou-se uma avaliacdo preliminar visual
dos cromatogramas e posteriormente uma avaliagcdo dos métodos fundamentada na
simetria, intensidade dos picos e no tr das substancias, priorizando os métodos com
melhores separagoes.

Ao comparar os métodos 1, 2 e 3, o segundo apresentou boa separacéo e
melhores intensidades e simetrias dos picos tanto para a classe dos macrolideos
quanto para a classe das quinolonas. O método 4 apresentou sinais menos intensos
e maior ruido na linha de base. Além disso, observou-se retencdo excessiva dos
analitos. A substituicdo da ACN por MeOH na fase movel pode ser a responsavel
por tais resultados pelo fato do MeOH possuir menor forca de eluicdo em coluna de
fase reversa quando comparada a ACN, tendo em vista que a Unica diferenca do
método 4 para o0 método 1 é a alteracdo da parte organica na fase moével. Assim
como o método 2, o método 5 também apresentou 6timas intensidades dos sinais e
do formato e simetria dos picos das substancias.

A partir dessa avaliacdo preliminar, os métodos 2 e 5 foram selecionados para
continuidade dos experimentos. Os dois métodos foram repetidos, cada um deles
utilizando trés diferentes misturas de solventes para diluicéo final das solugdes: (a)
0,1% (v/v) de FOA em MeOH:H,O (10:90, v/v); (b) 0,05% (v/iv) de FOA em
MeOH:H,O (10:90, v/v); (c) 0,1% (v/v) de FOA em MeOH:Formiato de amoénio
5mmol/L em H,0 (10:90, v/v).
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As médias das intensidades das areas e os RSD de injecdo obtidos nos
métodos 2 e 5 com cada um dos diluentes testados encontram-se resumidos na
tabela 16.

Tabela 16 — Médias das intensidades (areas) e RSD de injecdo obtidos nos métodos

2 e 5 com os trés diluentes testados.

Método 2* Método 5* Método 2* Método 5*
Analito Analito
Dil. Média RSDiy (%) Média RSDiy (%) Dil. Média RSDiy (%) Média RSDiy (%)
A 2,3E+06 15,18 1,8E+06 7,38 A 8,4E+06 4,48 8,3E+06 0,32
TIL NAL
[M+H]+ B 2,3E+06 17,61 1,8E+06 13,40 [M+H]+ B 8,6E+06 5,09 8,7E+06 4,86
C 1,3E+06 11,04 1,9E+06 12,97 C 8,5E+06 3,24 8,2E+06 7,39
A 1,6E+06 4,84 1,6E+06 4,37 A 2,2E+06 6,99 1,8E+06 7,75
ESPI ENRO
[M+2H]2+ B 1,8E+06 9,79 1,8E+06 9,88 [M+H]+ B 2,6E+06 4,95 2,4E+06 28,60
C 1,8E+06 1,63 1,7E+06 12,36 C 2,6E+06 5,19 2,2E+06 23,35
A 2,8E+06 13,05 4,1E+06 24,27 A 8,7E+06 6,10 8,6E+06 1,66
TROL FLU
[M—ACETIL+H]+ B 4,3E+06 4,66 4,3E+06 19,19 [M+H]+ B 9,0E+06 6,94 8,5E+06 11,84
c 4,0E+06 7,95 2,6E+06 16,07 c 8,3E+06 1,21 8,4E+06 7,82
A 2,9E+06 12,70 3,1E+06 17,08 A 1,5E+06 5,42 1,4E+06 23,90
OLE DIF
[M+H]* B 3,1E+06 12,58 3,3E+06 19,46 [M+H]" B 1,6E+06 10,53 1,8E+06 15,43
c 3,2E+06 9,00 3,6E+06 5,19 c 1,4E+06 7,65 1,6E+06 11,98
A 9,0E+05 9,43 1,0E+06 3,49 A 2,2E+06 3,21 1,9E+06 11,07
TILM NOR
[M+2H]?* B 9,7E+05 3,00 9,6E+05 15,94 (M H]" B 2,3E+06 6,51 2,1E+06 1,84
c 8,4E+05 18,12 8,5E+05 16,66 Cc 2,2E+06 4,79 1,8E+06 8,11
A 5,7E+06 2,88 4,5E+06 27,68 A 1,8E+06 3,54 1,3E+06 16,73
CLA CIP
(M+H]" B 4,5E+06 10,49 4,5E+06 8,34 [MeHT" B 2,1E+06 1,87 1,8E+06 7,60
(3 4,3E+06 11,56 3,9E+06 17,34 C 2,1E+06 2,11 1,8E+06 20,74
A 1,1E+06 0,94 1,3E+06 12,85 A 3,0E+06 8,10 2,8E+06 6,46
ROX OFL
[M+2H]2+ B 1,4E+06 14,11 1,3E+06 7,23 [M+H]+ B 3,5E+06 3,33 3,3E+06 5,04
C 1,2E+06 15,53 1,2E+06 5,63 C 3,6E+06 0,70 3,3E+06 0,93
A 4,0E+06 13,75 4,3E+06 15,96 A 1,3E+06 13,49 1,4E+06 17,29
ERI MOX
[M-H20+H]+ B 4,2E+06 3,25 3,8E+06 24,39 [M+H]+ B 1,5E+06 15,90 1,5E+06 13,53
C 3,5E+06 23,37 4,1E+06 17,87 C 1,3E+06 7,46 1,4E+06 27,20

'valores correspondentes a primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8). Dil: diluente; A — 0,1%
(v/v) de FOA em MeOH:H,0 (10:90, v/v); B — 0,05% (v/v) de FOA em MeOH:H,O (10:90, v/v); C —
0,1% (v/v) de FOA em MeOH:Formiato de amdnio 5 mmol/L em H,O (10:90, v/v).

Fonte: (Do autor, 2019).

Analisando os dados obtidos com os trés diferentes solventes e levando em
consideracdo que a ordem de grandeza da média de intensidade de sinal de quase
todas as substancias foi de 10° cps (exceto para TILM, cuja menor intensidade foi
8,4x10° cps), concluiu-se que, por apresentarem diferencas méaximas entre 0s

solventes na ordem de grandeza dez vezes menor (10°), os valores obtidos para
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esse quesito foram semelhantes para praticamente todas as substancias em ambos
0s métodos testados, com excecao dos macrolideos TIL, TROL e CLA.

Para TIL a média das intensidades no método 5 foi semelhante para os trés
solventes, entretanto no método 2, as solucdes isentas de formiato de aménio
atingiram praticamente o dobro do valor daquela que possuia. No caso da CLA, os
resultados demostraram também maiores niveis de intensidade para as solugfes
MeOH:H,0 (10:90, v/v) acidificadas, com diferenca de 1,4x10° no método 2. A TROL
mostrou-se um caso interessante, visto que o menor valor no método 2 foi para 0,1%
(v/v) de FOA em MeOH:H,0O (10:90, v/v) e no método 5 para 0,1% (v/v) de FOA em
MeOH:Formiato de aménio 5 mmol/L em H,0 (10:90, v/v).

Como a avaliagéao das intensidades de sinais n&o foi conclusiva definiu-se que
os valores de RSD de injecdo como parametro chave para a escolha do programa
de eluicdo do gradiente e do diluente. Na avaliacdo, com o intuito de evitar grandes
variacbes de injecao, definiu-se que valores de RSD acima de 15% foram
considerados inadequados, enquanto valores abaixo desse limite foram
considerados adequados devido a menor probabilidade de impactar nos desvios das
substancias nos estudos posteriores. O referido percentual foi definido com base nos
desvios padréos relativos em condi¢des de repetibilidade recomendados pela Unido
Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2002).

No método 2, TIL (diluentes a e b), TILM (diluente c), ROX (diluente c), ERI
(diluente c) e MOX (diluente b) apresentaram valores acima desse limite, enquanto
para o método 5, as substancias TROL (em todos os diluentes), OLE (diluentes a e
b), TILM (diluentes b e c), CLA (diluente a e c), ERI (em todos os diluentes), ENRO
(diluentes b e c), DIF (diluentes a e b), CIP (diluentes a e c) e MOX (diluentes a e c)
extrapolaram os 15%.

Adicionalmente avaliou-se o perfil cromatogréafico dos métodos para a escolha
do programa de eluicdo do gradiente. Embora o equipamento utilizado no estudo
seja capaz de distinguir as diferentes substancias que porventura coeluam atraves
da relacdo massa/carga, uma melhor separacdo é preferivel. A figura 6 mostra a

comparacao entre o perfil dos cromatogramas de ions totais dos métodos 2 e 5.
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Figura 6 — Perfil dos cromatogramas de ions totais dos métodos 2 (a) e 5 (b),

respectivamente.
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Portanto, optou-se por manter o método 2 do programa de eluicdo do
gradiente, visto que tal programa apresentou menos analitos com RSD acima de
15% (cinco contra nove do método 5), além de uma melhor separacdo de picos,
como observado na figura 6 (a). Com relacédo ao diluente, a mistura de 0,1% (v/v) de
FOA em MeOH:H,0 (10:90, v/v) foi selecionada nesse momento por, no método 2,
somente a TIL apresentar RSD acima de 15%, contra duas substancias quando
utilizado o 0,05% (v/v) de FOA em MeOH:H,O (10:90, v/v) (TIL e MOX) e trés
quando utilizado o 0,1% (v/v) de FOA em MeOH:Formiato de aménio 5 mmol/L em
H,O (10:90, v/v) (TILM, ROX e ERI).

4.4.2 Selecao da temperatura da fonte Turbolonspray™ e voltagem do ionspray

Posteriormente, com o intuito de otimizar as condi¢cdes espectrométricas,
testou-se variacfes na temperatura da fonte Turbolonspray™ (450, 500 e 550 °C),
que originalmente era de 450 °C, e na voltagem do ionspray (5000 e 5500 V),
originalmente 5500 V. Assim como ocorreu na avaliacdo do programa de eluicdo do
gradiente e do diluente discutidos anteriormente, a média das intensidades se
mantiveram altas e semelhantes para todas as substancias, cabendo mais uma vez
a avaliacdo e selecao pela influéncia que a temperatura da fonte e a voltagem do
ionspray tiveram no RSD de injecdo. Os RSD;yj (%) e médias das intensidades das
areas dos picos obtidos com as alteragcbes das temperaturas da fonte e nas

voltagens do ionspray encontram-se nas tabelas 17 e 18, respectivamente.

Tabela 17 — Médias das intensidades (areas) e RSDi,; (%) obtidos para temperaturas
da fonte (550, 500 e 450 °C) (continua)

. Temperatura 1 ol . Temperatura Aial roml
Analito da fonte (°C) Média RSDinj (%)~  Analito da fonte (°C) Média RSDinj (%)
550 2,6E+06 21,90 550 1,0E+07 9,22
T 500 3,0E+06 31,56 NAL 500 1,0E+07 6,44
[M+H]+ ’ ' [M+H]+ ’ ’
450 2,1E+06 13,67 450 9,4E+06 3,42
550 2,2E+06 11,40 550 2,1E+06 84,83
ESPI ENRO
[M+2H]> 500 1,9E+06 8,67 [M+H]" 500 3,2E+06 8,31

450 1,8E+06 1,95 450 2,9E+06 2,44
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Tabela 17 — Médias das intensidades (areas) e RSDj, (%) obtidos para

temperaturas da fonte (550, 500 e 450 °C) (conclusé&o).

. Temperatura ol ol . Temperatura 1 ol
Analito da fonte (°C) Média RSDinj (%)~ Analito da fonte (°C) Média RSDinj (%)
550 41E+06 27,94 550 1,1E+07 11,95
- A(T:E%LHT 500 3.9E+06 474 [,\;kﬁr 500 1,1E+07 484
450 38E+06  17.85 450 9.0E+06 833
550 45E+06 18,31 550 156406 56,55
OLE DIF
vt 500 38E+06 1803 oW 500 1,9E+06 357
450 3.2E+06 482 450 1,6E406 6,49
550 11E+06 12,83 550 20E+06 59,95
TILM NOR
Me2H 500 9.1E+05 372 Mo 500 2 .8E+06 3.30
450 8.3E+05 587 450 226406 8.64
550 6,0E406 7.39 550 176406 58,54
CLA 500 5 4E+06 341 CIP | 500 2.4E+06 10,08
[M+H] : ’ [M+H] : ,
450 6.0E+06 13,54 450 2.0E+06 587
550 21E+06 13,05 550 28E+06 74,94
ROX OFL
a2 500 1eEr06 1220 O 500 4.5E+06 415
450 126406 16,27 450 3.7E+06 031
550 4.7E+06 9.16 550 14E+06 4081
ERI 500 48E+06 10,87 MOX 500 1,8E406 13,08
[M-H0+H] ' : [M+H] * »
450 41E+06 10,00 450 1,4E406 321

'yvalores correspondentes & primeira transicéo de cada analito (ver tabela 8).
Fonte: (Do autor, 2019).

Concluiu-se que a temperatura mais alta (550 °C) influenciou negativamente,
aumentando muito os valores dos RSD, principalmente para as quinolonas como
ENRO, OFL, NOR, CIP e DIF (85, 75, 60, 59 e 57%, respectivamente). Na
comparacao dos analitos a temperatura de 500 °C mostrou-se melhor para TROL
(4,74%), TILM (3,72%), CLA (3,41%), ROX (12,29%), FLU (4,84%), DIF (3,57%) e
NOR (3,30%), enquanto a de 450 °C apresentou os melhores resultados para TIL
(13,67%), ESPI (1,95%), OLE (4,82%), ERI (10,0%), NAL (3,42%), ENRO (2,44%),
CIP (5,87%), OFL (0,31%) e MOX (3,21%). Logo, por fornecer menores valores de

RSD para mais analitos, a temperatura da fonte de 450 °C foi mantida.
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Tabela 18 — Médias das intensidades (areas) e RSD obtidos para voltagens de
ionspray (5500 e 5000 V).

Analito \Igor:tsap%‘;;“ (‘\j/‘)* Médial  RSDiy(%)' Analito X,"Jl"’.‘ogri? (‘3/‘)3 Médial  RSDin (%)
TIL 5500 2,2E+06 21,82 NAL 5500 8,2E+06 3,37
[M+H] 5000 1,9E+06 41,89 [M+H]" 5000 8,5E+06 6,73
ESPI 5500 1,8E+06 1,42 ENRO 5500 1,4E+06 6,53
[M+2H]?* 5000 1,8E+06 5,15 [M+H]" 5000 1,5E+06 6,14
TROL 5500 3,9E+06 20,84 FLU 5500 1,0E+07 4,29
[M-ACETIL+H]" 5000 3,6E+06 32,81 [M+H]" 5000 9,4E+06 2,75
OLE 5500 4,1E+06 3,36 DIF 5500 1,1E+06 9,57
[M+H]" 5000 3,0E+06 2,30 [M+H]" 5000 1,2E+06 6,60
TILM 5500 9,4E+05 8,07 NOR 5500 1,7E+06 2,22
[M+2H]* 5000 9,6E+05 3,57 [M+H]" 5000 1,7E+06 1,85
CLA 5500 4,7E+06 4,88 cIp 5500 1,5E+06 1,32
[M+H]" 5000 3,8E+06 13,27 [M+H]" 5000 1,7E+06 5,61
ROX 5500 1,3E+06 12,90 OFL 5500 1,9E+06 0,79
[M+2H]* 5000 1,2E+06 6,50 [M+H]" 5000 2,1E+06 3,03
ERI 5500 3,9E+06 11,33 MOX 5500 1,2E+06 3,29
[M-HO+H]" 5000 4,1E+06 10,68 [M+H]" 5000 1,4E+06 13,38

'valores correspondentes & primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8).
Fonte: (Do autor, 2019).

Ao avaliar os dados da voltagem do ionspray, percebeu-se que em valores
absolutos oito analitos obtiveram melhores resultados para 5500 V (TIL, ESPI,
TROL, CLA, NAL, CIP, OFL e MOX) e oito para 5000 V (OLE, TILM, ROX, ERI,
ENRO, FLU, DIF e NOR). Entretanto, apds uma analise mais minuciosa, verificou-se
gue em quatro analitos com melhores resultados absolutos para a voltagem de 5000
V, a diferenca entre os RSD obtidos para 5000 e 5500 V era muito pequena. Essa
afirmacdo é observada para as substancias OLE (3,36 e 2,30%), ERI (11,33 e
10,68%), ENRO (6,53 e 6,14%) e NOR (2,22 e 1,85%). Ao realizar a mesma anélise
com os dados das oito substancias que obtiveram melhores resultados absolutos
para 5500 V, essa situagcao nao foi verificada, visto que em sete delas a diferenca
entre os valores obtidos para 5500 V e 5000 V foi, no minimo, duas vezes maior
para a voltagem de ionspray de 5000 V. A excecao foi a TROL, que ainda assim
manteve grande distanciamento entre 5500 e 5000 V, 20,84% e 32,81%,
respectivamente. Com isso, decidiu-se por manter a voltagem do ionspray do

equipamento em 5500 V.
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4.4.3 Selecao da coluna e do tempo de corrida

Apols a definicAo dos parametros espectrométricos substituiu-se a coluna
cromatografica C18 Polaris® pela C18 Pursuit®, para injecdo no mesmo dia das
solucdes utilizadas no estudo anterior. A troca foi realizada com o intuito de verificar
a ocorréncia de interferéncia nos resultados e também devido a maior quantidade
disponivel de colunas Pursuit® no setor. Além da média das intensidades e dos RSD
de injecao, o desvio padréo relativo do tg também foi avaliado com o Unico intuito de
observar se houve grande variagdo apds a troca de coluna, ndo sendo esse quesito
determinante para a selecdo. A tabela 19 mostra os resultados obtidos para as
colunas C18 Polaris® e C18 Pursuit®.

Tabela 19 — Médias das intensidades (areas), RSD e desvio padrdo relativo do tg

nas colunas Polaris® e Pursuit®.

Analit Polaris® Pursuit®
nalito
Média® RSDiy; (%)" Desvio tr (%) Média® RSDiy; (%)* Desvio tg (%)
[MT:';']+ 2,2E+06 21,82 0,46 3,2E+06 9,99 0,00
ESPI
e 1,8E+06 1,42 0,17 2,2E+06 1,96 0,48
TROL
IMACETIL+Hy  39E¥06 20,84 0,00 5,6E+06 4,95 0.75
[l\(/l)+LFE|]+ 4,1E+06 3,36 0,48 3,9E+06 1,55 0,46
TILM
Vs 2H] 9,4E+05 8,07 0,00 9,9E+05 2,01 0,00
[,\%ﬁr 4,7E+06 4,88 0,00 5,6E+06 3,93 0,43
ROX
V2L 1,3E+06 12,90 0,00 6,9E+05 3,08 0,43
[M-HE2|§)I+H]+ 3,9E+06 11,33 0,00 4,4E+06 10,30 0,44
[I\’mﬁ* 8,2E+06 3,37 0,00 7,2E+06 8,30 0,46
gﬂNj;f]% 1,4E+06 6,53 0,25 1,4E+06 3,66 0,30
[l\igl* 1,0E+07 4,29 0,00 7,8E+06 1,35 0,00
[MD+'E]+ 1,1E+06 9,57 0,21 1,2E+06 433 0,18
ﬂf& 1,7E+06 2,22 0,28 1,5E+06 1,38 0,25
[MC+E1+ 1,5E+06 1,32 0,51 1,3E+06 3,93 0,24
[,\(A)fk';r 1,9E+06 0,79 0,32 2,1E+06 414 0,50
[,\'\,AISH>§+ 1,2E+06 3,29 0,19 1,1E+06 16,80 0,00

'valores correspondentes & primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8). Desvio tz — desvio
padréo relativo do tg da substancia.
Fonte: (Do autor, 2019).
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Com relacdo aos desvios padrbes relativos dos tempos de retencdo dos
analitos, a troca de coluna nao influenciou significativamente em seus valores.
Nenhum dos valores foi superior a 1%, sendo o desvio mais alto o da TROL (0,75%).
Na comparacdo das meédias das intensidades em numeros absolutos sete
substéancias (OLE, ROX, NAL, FLU, NOR, CIP e MOX) tiveram valores mais altos na
coluna Polaris® e oito (TIL, ESPI, TROL, TILM, CLA, ERI, DIF e OFL) na coluna
Pursuit®. A ENRO apresentou a mesma intensidade em ambas (1,40x10°. Na
avaliacdo dos RSD a coluna Pursuit® demonstrou-se mais adequada, visto que onze
analitos (TIL, TROL, OLE, TILM, CLA, ROX, ERI, ENRO, FLU, DIF e NOR)
apresentaram valores menores quando comparados aos valores obtidos com a
coluna Polaris®, dentre os quais se destacaram a TIL, com reducdo de 21,8 para
9,9%, e a TROL, com reducao de 20,8 para 4,9%. Tais resultados aliados a maior
disponibilidade da coluna Pursuit® motivaram a troca de coluna cromatografica.

Ja utilizando a coluna Pursuit®, a reducdo do tempo de corrida foi proposta
com o objetivo de otimizar as analises, tornando-as mais rapidas e econédmicas com
relacdo ao gasto de solventes. O tempo inicial da corrida foi de 20 min e a variacéo
dos tempos para 18 e 15 min foram propostos. Novamente foram comparados a
média das intensidades (areas), os RSD de injecao e o desvio padrao relativo do tg,
avaliando-se se alguma variacao significativa foi observada. A tabela 20 mostra os

resultados para cada tempo de corrida.

Tabela 20 — Médias das intensidades (areas), RSD e desvio padrdo relativo do tr

para 20, 18 e 15 min (continua).

20 min 18 min 15 min
Analito .1 RSDp  Desvio .1 RSDn  Desvio .1 RSDpn  Desvio
Média (%)1 to (%)1 Média (%)1 tR(%)l Média (%)1 tm (%)1
[MTJth]* 32E+06 9,99 000  2,8E+06 15,88 045  31E+06 891 0,00
[Mligﬁlrz 22E+06 1,96 048  21E+06 3,03 049  18E+06 857 0,00
TROL
[M- 56E406 4,95 075  6,0E+06 7,65 043  57E+06 9,40 0,00
ACETIL]
[I\%FEH* 3.9E4+06 1,55 046  3,8E+06 21,23 000 33E+06 12,4 0,00
TILM . 99E+05 201 000 1,1E+06 11,74 000 10E+06 7,67 0,00
[M+2H]
CLA ' 56E+06 3,93 043  6,1E+06 3,46 043  6,1E+06 8,95 0,00

[M+H]*
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Tabela 20 — Médias das intensidades (areas), RSD e desvio padrao relativo do tg

para 20, 18 e 15 min (conclusé&o).

_ 20 min 18 min 15 min
Analito e dia® R(f/o?i”" ?Re(so/‘;;? Média® R(f/or)’i"" ie(ﬁ/‘;;? Média® R(;Q}Ot))i”" De(‘f;);i)? te
[MFJE%]*Z 6,0E+05 308 043  90E+05 2258 043  82E+05 895 0,00
[ME—EIOT 44E+06 10,30 044  44E+06 1648 000  48E+06 6,06 0,00
[I\’/I\Ifl-l|_]+ 72E+06 830 046  7,5E+06 081 046  7,9E+06 6,65 0,00
['mﬁ(]? 14E+06 3,66 030  1,23E+06 3,82 021  14E+06 9,87 0,21
[,\;J';gr 7,8E+06 1,35 000  83E+06 10,04 0,00  84E+06 3,65 0,45
[MD+|I'-:|]+ 12E+06 433 018  10E+06 816 018  1,1E+06 555 0,19
[,\’}'SFF'} 15E+06 1,38 025  1,5E+406 2,36 026  15E+06 1,38 0,09
[M(ilﬁ]* 13E+06 3,93 024  14E+06 3,18 024  13E+06 3,99 0,24
[|\/|O+Fr||_]+ 2,1E+06 414 050  21E+06 1,39 025  2,0E+06 0,78 0,25
[,\'\/’l'fH? 1,1E+06 1680 000  1,1E+06 7,51 000  1,0E+06 1,70 0,55

'valores correspondentes a primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8). Desvio tg: desvio padréo
relativo do tg da substancia.
Fonte: (Do autor, 2019).

N&o foram observados aumentos nos desvios padrdes relativos dos tempos
de retencao das substancias com a variacdo no tempo de corrida, sendo perceptivel
até uma pequena reducao. O desvio padrao relativo maximo de tempo de retencéo
na corrida de 20 min foi de 0,75% (TROL), na corrida de 18 min de 0,49% (ESPI) e
na de 15 min de 0,55% (MOX), demonstrando que a reducéo do tempo de corrida
ndo impactou na repetibilidade do método cromatografico. As médias das
intensidades, cuja ordem de grandeza foi de 10° para praticamente todos os
analitos, com excecdo da ROX (ordem de grandeza 10°), ndo apresentaram
variacOes significativas, tendo como o analito que apresentou maior diferenca entre
os trés tempos de corrida distintos o NAL, com 7x10° de diferenca entre a maior e a
menor média de intensidade. No que tange aos RSD, ao examinar os resultados,
concluiu-se que cinco analitos obtiveram desvios de injecdo acima de 15% nos
tempos de corrida de 20 min (MOX) e 18 min (TIL, OLE, ROX e ERI), enquanto que
na corrida com 15 min a substéncia com maior RSD foi a OLE com 12,14%. Embora,
ao comparar o tempo de 20 e 15 min, mais substancias tenham apresentado
melhores valores absolutos de RSD no tempo de 20 min (ESPI, TROL, OLE, TILM,
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CLA, ROX, ENRO, FLU, DIF e CIP), ao pesar a questdo da velocidade e economia
na analise, além de ndo apresentar nenhum RSD acima de 15%, optou-se por
diminuir o tempo de corrida para 15 min, por n&o ter afetado significativamente os
valores na analise.

Portanto, dos parametros avaliados na otimizacdo do método cromatografico
e espectrométrico foram definidos 0,1% (v/v) de FOA em MeOH:H,O (10:90, v/v)
como diluente, 450 °C de temperatura da fonte Turbolonspray™, 5500 V de
voltagem do ionspray, a coluna cromatogréfica Pursuit® e a programacao de eluicéo

gradiente conforme tabela 21.

Tabela 21 — Programa de eluicdo gradiente, fluxo total da fase mével e tempo total

de corrida.
Fase movel Fluxo da
Tempo (min) 0 0 0 fase movel
VoA /B e (ml/min)
1,0 90 10 0
7,5 75 25 0
9,5 50 50 0
9,6 5 95 0
0,3
10,0 5 95 0
10,1 75 25 0
12,0 90 10 0
15,0 90 10 0

Fonte: (Do autor, 2019).

4.5 Avaliacéo e selecdo do método de extracao

A avaliacao inicial dos doze métodos de extracdo propostos foi executada
com base nos valores de RSD (%) e Rgona (%) obtidos para cada analito. Para
auxiliar a elucidacéo dos resultados de recuperacdo encontrados nos métodos, os
valores de pH dos extratos das ACNCFF foram verificados e encontram-se dispostos

a seguir (tabela 22):

Tabela 22 — Valores de pH dos extratos das ACNCFF do método 1 ao 12.

Método 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

pH 380 435 429 488 332 468 327 440 833 918 357 4,48

Fonte: (Do autor, 2019).
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Os resultados dos experimentos expressos pelos RSD (%) e pelas Rgjobal (%)
em amostras fortificadas no nivel de 10 ug/kg encontram-se em detalhes na tabela a

seguir (tabela 23):

Tabela 23 — Rgiopal (%) € RSD (%) dos macrolideos nos doze métodos de extragéo

propostos.
TIL [M+H]* ESPI [M+2H]** TROL [M-ACETIL+H]" OLE [M+H]"
Riobal (%) RSD (%)"  Rgiobal (%) RSD (%)"  Rgiobai (%) RSD (%)"  Rgioval (%)"  RSD (%)
M1 45,00 24,21 55,04 15,88 51,33 17,56 48,33 30,70
M 2 40,46 21,61 39,22 20,89 51,07 9,67 46,01 0,72
M 3 52,41 57,20 44,38 61,91 62,36 31,92 66,02 34,31
M 4 29,66 12,06 16,50 3,56 55,42 11,30 38,40 11,26
M5 48,66 2,46 49,68 5,59 52,37 1,34 67,11 5,86
M6 33,90 16,86 46,32 3,88 41,86 5,58 49,89 10,00
M7 57,10 8,80 57,99 4,70 74,01 7,21 69,55 1,85
M 8 59,21 1,14 56,81 7,24 70,84 2,49 63,85 9,60
M9 73,42 3,42 71,26 7,49 75,26 0,12 72,62 0,46
M 10 75,99 7,49 69,31 15,88 78,53 1,67 88,41 6,01
M 11 34,05 2,87 44,34 13,35 43,41 8,71 49,47 6,74
M 12 41,12 6,02 60,25 1,35 48,77 5,60 60,29 7,68
TILM [M+2H]** CLA [M+H]* ROX [M+2H]** ERI [M-H,O+H]*
Rgiobal (%) RSD (%)"  Rgiobal (%) RSD (%)"  Rgiobal (%) RSD (%)"  Rgioval (%)"  RSD (%)
M1 45,55 32,49 49,88 17,47 51,29 21,09 53,38 28,43
M 2 28,67 0,11 61,52 8,45 69,79 20,37 57,26 12,31
M 3 35,62 89,26 65,23 27,76 63,80 25,70 63,79 34,54
M 4 11,13 5,97 66,29 11,49 57,64 9,48 51,27 21,46
M5 49,11 0,04 54,31 5,65 54,70 7,42 66,13 1,15
M 6 33,14 14,27 47,52 5,20 48,95 3,64 49,93 7,35
M7 62,43 8,50 68,26 2,27 77,54 12,87 81,49 7,43
M 8 60,17 9,33 75,04 0,11 73,23 0,85 85,70 0,12
M9 63,90 3,07 81,47 3,09 76,56 5,91 100,86 4,64
M 10 73,55 1,90 81,86 4,24 74,47 2,23 94,65 1,62
M 11 36,53 4,20 50,59 6,76 44,10 2,45 55,16 7,52
M 12 41,00 11,46 48,95 1,43 57,59 14,88 51,95 10,86

'valores correspondentes & primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8). M — Método.
Fonte: (Do autor, 2019).

As figuras 7 e 8 ilustram, respectivamente, os valores de Rgioba (%) € RSD (%)
para as substancias da classe dos macrolideos em amostras fortificadas no nivel de

10 pg/kg, apontando os sais e solventes utilizados nas extracdes propostas.



99

Figura 7 — Rgiobal (%) para cada macrolideo em amostras fortificadas no nivel de 10

Mg/kg e solventes e sais utilizados nos métodos de extracao.
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NaOAc — acetato de sodio; MgSO, — sulfato de magnésio; Na,SO, — sulfato de sédio; NaCl — cloreto
de sddio; K,CO; — carbonato de potassio; CitNas — citrato trissodico; CitNa, — citrato dissodico.

Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 8 — RSD (%) das areas para cada macrolideo em amostras fortificadas no

nivel de 10 ug/kg e solventes e sais utilizados nos métodos de extragao.
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Fonte: (Do autor, 2019).
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Ao analisar visualmente o grafico de Rgonal (%) (figura 7) € perceptivel que os
métodos 1, 2, 4, 5, 6, 11 e 12 apresentaram recuperacdes menores ou iguais a 60%
para a maioria dos analitos, exceto para CLA (61,52%) e ROX (69,79%) no método
2, CLA (66,29%) no método 4, e OLE (67,11%) e ERI (66,13%) no método 5. O
método 3 apresentou recuperacdes ligeiramente melhores que o0s anteriores,
entretanto a substancia com maior Rgepa (%) foi a OLE, com 66,02%.

As maiores recuperacdes dos macrolideos foram alcancadas nos métodos 9 e
10, que utilizaram como sais de extracdo o cloreto de sodio, sulfato de sédio e
carbonato de potassio, seguidos dos métodos 7 e 8, cujos sais utilizados foram o
cloreto de sodio e o sulfato de magnésio. Os sais cloreto de sédio, sulfato de
magneésio e sulfato de sédio foram empregados visando melhorar a recuperacdo dos
analitos polares. O cloreto de soédio, por promover o efeito salting out, diminuindo a
solubilidade dessas substancias na fase aquosa, enquanto os sulfatos, por serem
sais secantes, por permitirem a remocao de a4gua dos extratos (PRESTES et al.,
2009).

A acidificacdo do solvente de extracdo (ACN) nao traduziu diferencas
significativas nos resultados desses métodos, mesmo porque ndo houve grande
diminuicdo nos valores de pH quando adicionado o FOA, sendo pH=3,27 (método 7)
e pH=8,33 (método 9) para os métodos com a adicdo do acido no solvente de
extracdo, e pH=4,40 (método 8) e pH=9,18 (método 10) para os métodos sem o
mesmo.

Com relacdo aos RSD (%), com exce¢do dos métodos 1 e 3, que
demonstraram valores acima de 30% para mais de uma substancia cada, os analitos
apresentaram de maneira geral desvios razoaveis em todos o0s métodos.
Novamente, destacaram-se os métodos 7, 8, 9 e 10 com valores na sua grande
maioria abaixo de 10%, com excecdo da ROX (12,87%) no método 7 e da ESPI
(15,88%) no meétodo 10.

E interessante ressaltar a diferenca de pH desses métodos, mudando de um
meio acido nos métodos 7 e 8 (pH = 3-4) para um meio basico nos métodos 9 e 10
(pH = 8-9). Sabe-se que no método de extracdo QUEChERS a particdo do analito
entre as fases aquosa e organica depende das estruturas das moléculas, da

distribuicdo de suas microespécies, baseada nos pKa dos grupamentos ionizaveis
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da molécula e no pH do meio, e das mudancas na solubilidade de acordo com a
forgca idnica (GRUTES et al., 2018).

Dentre as propriedades fisico-quimicas dos analitos, o coeficiente de particdo
e o coeficiente de ionizacdo, expresso pelo pKa, sdo os mais relevantes. O primeiro
€ responsavel por expressar a lipofilicidade relativa da molécula, enquanto o
segundo traduz a relacdo entre espécies sem carga e ionizada (BARREIRO;
FRAGA, 2008).

A tabela 24 apresenta os valores de pKa (valor negativo do logaritmo da
constante de ionizacéo), de logP (logaritmo do coeficiente de particdo), e do pH do
meio que apresenta valores de logD (logaritmo do coeficiente de distribuicéo)
maiores que zero, ou seja, o intervalo de pH que favorece a extracdo para a fase

organica devido a maior lipofilicidade dos macrolideos.

Tabela 24 — pKa, logP e pH com logD> 0 para os macrolideos.

pKa acido mais forte pKa basico mais forte logP pH com logD >0

TIL 12,45 8,43 2,32 6,1a 13,6
ESPI 12,94 9,35 3,77 7,1a14,0
TROL 8,49 4,30 0al14,0
OLE 12,67 9,0 2,98 59a14,0
TILM 12,55 9,58 4,19 6,7a14,0
CLA 12,46 8,38 3,24 49a13,9
ROX 12,45 9,08 3,00 6,0 a13,8

ERI 12,45 8,38 2,60 5,8a13,6

Fonte: (CHEMAXON, 2018).

Derivada da equacdo de Henderson-Hasselbach, pode-se chegar a férmula
que relaciona a porcentagem de ionizacdo de acidos e bases fracas com o pH do
meio, conforme descrito abaixo nas equagdes 9 e 10 (BARREIRO; FRAGA, 2008):

100
1 + antilog (pH — pKa)

ionizacio de acidos (%) = 100 —

)

100
1 + antilog (pKa — pH)

ionizacido de bases (%) = 100 —

(10)
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Sabe-se que moléculas ionizadas sdo mais solUveis em meio aquoso do que
moléculas neutras, pois sdo mais polares. Portanto, os valores de pH nos quais as
microespécies das substancias se mantém ndo ionizadas sdo preferiveis para
extracdo com ACN, solvente organico. Baseando-se nessas equacdes Gonsalves et
al. (2013) mostraram que, para farmacos que atuam como acidos fracos, quando pH
= pKa + 2 a ionizagdo das moléculas é de 99%. No caso das bases, a ionizagéo de
99% das moléculas ocorre quando pH = pKa — 2 (GONSALVES et al., 2013).

Ao analisar de maneira geral os macrolideos é possivel afirmar que todos
apresentam comportamento semelhante, no qual o meio alcalino favorece a
formacdo de microespécies ndo carregadas, com grupamentos amino nao
protonados (CHEMAXON, 2018). Ao realizar os célculos considerando um pKa
meédio de 8,8 para os macrolideos a porcentagem aproximada de ionizacdo foi de
100% para os métodos 7 (pH=3,3) e 8 (pH=4,4), 71% para o método 9 (pH=8,3) e
28% para o método 10 (pH=9,2), indicando que quanto maior o pH, menor é a
ionizacao desses analitos, e consequentemente maior é o favorecimento da particdo
dos analitos para a fase organica.

Conceitualmente o coeficiente de particdo pode ser definido pela razdo da
concentragdo de uma determinada substancia em uma fase organica e sua
concentracdo na fase aquosa (BARREIRO; FRAGA, 2008). Analitos com
coeficientes de partigdo maiores que 1 ou com logP > 0 (como logl = 0) tendem a
ser mais lipofilicos. O logP > 0 para todos os macrolideos traduz a tendéncia dessas
substancias em se dissolver preferencialmente na fase hidrofébica. Os valores de
pH correspondentes aos valores de logD maiores que zero representam o intervalo
em que as substancias se distribuem melhor na fase lipofilica. Conforme
mencionado, a ACN foi o solvente escolhido para a etapa de extracdo. Por esse
motivo é preferivel que os macrolideos se mantenham na faixa de pH da regido de
lipofilia e, por consequéncia, mantenham afinidade com a fase organica (ACN).
Analisando de maneira geral, valores de pH basicos indicam uma melhor condicéo
para extracdo dos macrolideos, visto que a partir de valores de pH de 4,9 (CLA)
todos os analitos tendem a lipofilicidade levando-se em consideragdo o logD > 0
(CHEMAXON, 2018). Portanto, baseando-se nas caracteristicas quimicas das

moléculas, os maiores resultados de recuperacéo obtidos nos métodos 9 e 10, cujos
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pH sdo 8,33 e 9,18 respectivamente, refletem o que se previa do comportamento
dos macrolideos.

A figura 9 ilustra a distribuicdo de microespécies em funcéo da variacao do pH
do meio para a TIL. Na figura estdo representadas apenas as duas microespécies
de maior abundancia, a eletricamente carregada (pH acido) e a eletricamente neutra

(pH alcalino).

Figura 9 — Distribuicdo das duas microespécies de maior abundancia da TIL em

funcao do pH.

Microspecies ds¥ibution

Fonte: (CHEMAXON, 2018).

Com relagdo as quinolonas, as figuras a seguir apresentam os valores de
Rgiobal (%0) (figura 10) e RSD (%) (figura 11) encontrados em cada método de

extracao proposto, além dos solventes e sais utilizados.
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Figura 10 — Rgiobal (%) para cada quinolona em amostras fortificadas no nivel de 10

Mg/kg e solventes e sais utilizados nos métodos de extracao.
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NaOAc — acetato de sodio; MgSO, — sulfato de magnésio; Na,SO, — sulfato de sédio; NaCl — cloreto
de sddio; K,CO; — carbonato de potassio; CitNas; — citrato trissodico; CitNa, — citrato dissodico.
Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 11 — RSD (%) das areas para cada quinolona em amostras fortificadas no

nivel de 10 pg/kg e solventes e sais utilizados nos métodos de extragao.
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NaOAc — acetato de sédio; MgSO, — sulfato de magnésio; Na,SO, — sulfato de sddio; NaCl — cloreto
de sodio; K,CO; — carbonato de potassio; CitNas — citrato trissodico; CitNa, — citrato dissodico.
Fonte: (Do autor, 2019).



105

Na tabela a seguir (tabela 25) o detalhamento dos resultados obtidos nos

experimentos para a classe das quinolonas:

Tabela 25 — Rgional (%) € RSD (%) das quinolonas nos doze métodos de extragédo

propostos.
NAL[M+H]" ENRO[M+H]" FLU[M+H]" DIF[M+H]"
Riobal (%) RSD (%)"  Rgiobal (%) RSD (%)"  Rgiobai (%) RSD (%)"  Rgioval (%)"  RSD (%)
M1 37,52 2,83 9,60 1,74 44,90 8,78 30,39 1,80
M 2 18,71 3,57 8,66 28,25 30,75 1,08 34,83 9,27
M 3 83,16 1,13 55,28 32,05 81,25 0,21 69,60 8,16
M 4 65,84 2,00 44,00 9,41 71,86 0,26 57,46 6,92
M5 100,98 15,52 125,06 53,65 98,03 11,75 88,23 31,80
M6 88,63 1,65 72,71 0,28 83,26 2,77 76,50 2,92
M7 78,20 6,66 29,73 22,61 72,51 0,21 47,27 17,87
M8 78,66 12,02 34,40 67,42 80,66 10,63 48,77 43,13
M9 36,61 1,69 63,73 4,03 46,66 1,56 71,67 0,60
M 10 37,45 1,84 43,91 10,86 44,52 4,37 61,24 4,67
M 11 83,94 18,93 50,91 86,28 87,25 19,45 63,52 59,82
M 12 91,46 3,98 79,00 1,40 84,62 0,20 82,57 0,30
NOR[M+H]" CIP[M+H]" OFL[M+H]" MOX[M+H]*
Rgiobal (%)"  RSD (%)"  Rgiovar (%) RSD (%)'  Rgioval (%)*  RSD (%)"  Rgioval (%)*  RSD (%)*
M1 0,24 4,59 0,14 25,03 1,46 2,40 3,64 8,62
M 2 0,13 4,70 0,12 35,41 1,12 31,50 1,88 31,44
M 3 22,70 21,25 26,34 15,03 43,31 29,16 55,81 1,11
M 4 10,27 1,83 10,04 10,43 29,68 8,05 40,18 5,24
M5 98,81 39,72 91,66 41,46 120,29 50,18 73,61 30,20
M6 49,53 0,68 54,02 8,77 59,40 2,66 62,99 1,43
M7 27,12 11,32 30,23 10,78 30,19 16,37 49,67 13,35
M8 8,09 50,98 12,63 52,23 18,80 60,42 50,23 34,63
M9 8,45 18,39 11,74 15,51 44,41 1,39 64,64 3,04
M 10 10,53 6,47 13,90 5,46 30,53 11,84 50,82 0,96
M 11 42,90 70,01 44,64 65,47 48,66 83,16 48,96 52,22
M 12 67,49 5,16 65,40 7,96 74,28 2,95 66,25 1,85

'valores correspondentes & primeira transicéo de cada analito (ver tabela 8). M — Método.
Fonte: (Do autor, 2019).

Diferentemente dos macrolideos, somente os métodos 5 e 12 obtiveram Rgjopal
(%) acima de 60% para todas as quinolonas. Os métodos 1 e 2 apresentaram
valores de recuperacéo inferiores a 40%, tendo somente a FLU (44,9%) superado
essa marca no primeiro método. Apesar dos métodos 3, 4, 6, 7, 8, 9, 10 e 11
demonstrarem resultados melhores que os dois primeiros (métodos 1 e 2), somente

o0 método 6 obteve valores acima de 60% para mais da metade das substancias
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analisadas (NAL, ENRO, FLU, DIF e MOX). Embora o método 5 tenha apresentado
as maiores Rgiopal (%), para o NAL, a ENRO e a OFL os valores alcancaram 101, 125
e 120%, indicando ganho de sinal devido ao efeito matriz. O método 12 néo
demonstrou grandes variacdes entre as recuperacdes dos analitos, estando todos
na faixa de 60-80%.

Para auxiliar a analise dos dados, as carateristicas quimicas de cada
quinolona encontram-se descritas na tabela 26:

Tabela 26 — pKa, logP e pH com logD > 0 para as quinolonas.

pKa acido mais forte pKa basico mais forte logP pH com logD > 0

NAL 5,77 4,66 0,79 3,5a6,9
ENRO 5,52 6,66 0,51 44a7,8
FLU 5,81 2,42 0as8,2

DIF 5,52 6,42 1,75 26a9,2
NOR 5,58 8,68 -0,97 Nao ha

CIP 5,56 8,77 -0,86 Nao ha
OFL 5,29 6,16 0,09 4,6 a6,8
MOX 5,49 9,51 -0,51 N&o héa

Fonte: (CHEMAXON, 2018).

A classe das quinolonas tem como caracteristica fisico-quimica comum o pKa
do &cido mais forte proximo a 5, o que indica que a um pH=7, 99% das moléculas
estardo desprotonadas neste grupamento acido. Entretanto, o pKa basico mais forte
préximo a 9 da NOR, CIP e MOX indica que esses analitos estardo 99% protonados
no grupamento basico mais forte no mesmo pH 7, o que faz com que apresentem
microespécies eletricamente neutras (GONSALVES et al., 2013).

Trés analitos possuem abundancia de microespécies sem carga menores que
10%, sendo eles a ENRO (= 5% em pH 6), a DIF (= 8% em pH 6) e OFL (= 9% em
pH 6). Porém, em pH 6, essas substancias também apresentam microespécies nas
quais as cargas positivas e negativas se anulam, aumentando assim a afinidade
desses analitos com solventes organicos. O mesmo caso ocorre com o NAL que
atinge os auges de 55% da microespécie sem carga e 6,5% da microespécie
eletricamente nula a um pH de 5,5. A FLU é um caso a parte, pois possui somente
duas microespécies distintas, uma desprotonada e uma sem carga, a ultima
ocorrendo com 65 a 100% de abundancia no intervalo de pH de 0 a 5,5, com

preferéncia para os meios extremamente acidos (CHEMAXON, 2018). A avaliacdo
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dessas caracteristicas fisico-quimicas indica que métodos com meio acido, com pH
proximo a 5, favorecem a extragdo das quinolonas.

Ao contrario dos macrolideos, as quinolonas apresentam logP baixos, com
presenca de valores negativos para algumas substancias, casos da NOR (-0,97),
CIP (-0,86) e MOX (-0,51), o que indica a tendéncia hidrofilica dessa classe. Além
disso, em nenhum valor de pH NOR, CIP e MOX apresentam logD > 0, o que
desfavorece o uso de solvente de extragdo organico puro. E perceptivel nos
resultados de Rgoba (%) que, apesar da variagdo dos pHs nos métodos, essas
substancias se encontraram no grupo das quinolonas com as mais baixas
recuperagdes. Para NAL, ENRO e OFL o intervalo de pH entre 3,5 e 7,8 se mostrou
mais adequado. DIF e FLU permitem variacées de pH que vdo do meio acido ao
alcalino.

Adicionalmente, pode-se perceber que trés métodos (5, 8 e 11) resultaram em
valores de RSD (%) extremamente altos para praticamente todos os analitos,
ultrapassando a faixa dos 30% (tabela 25). Dentre esses métodos, o de numero 5
representa a maior perda para a continuidade dos experimentos, visto que estava
entre os dois com melhores recuperacdes. Os métodos 4, 6, 9, 10 e 12
apresentaram desvios adequados (< 20%), tendo o 12 fornecido todos os valores
abaixo de 10%. A figura 12 ilustra a distribuicdo de microespécies em funcao da

variacdo do pH do meio de um dos representantes da classe das quinolonas, NOR.
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Figura 12 — Distribuicdo de microespécies da NOR em funcao do pH.
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Fonte: (CHEMAXON, 2018).
Considerando os dados obtidos e a avaliacdo das duas classes optou-se por
manter o método 10, que atingiu otimos valores de Rgopa (%) € RSD (%) para os
macrolideos, 69-95% e 2-16% respectivamente, e o0 método 12, devido aos

resultados para as quinolonas, com recuperacdes entre 65 e 91%, e RSD (%) de 0,2
a 8%.

4.6 Otimizacdo do método de extragdo
4.6.1 Variagédo dos métodos 10 e 12

Foram realizadas alteracdes nos sais e solventes utilizados nos métodos 10 e
12, originando os métodos 10B, 10C, 10D e 12B. Novamente, o pH dos extratos dos
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métodos propostos foi medido com o intuito de auxiliar na interpretacdo dos
resultados. Os valores de pH dos extratos dos métodos 10, 10B, 10C, 10D, 12 e 12B
encontram-se descritos na tabela 27.

Tabela 27 — Valores de pH dos extratos das ACNCFF relativos as variacbes dos
métodos 10 e 12.

Método 10 10B 10C 10D 12 12B

pH 9,37 9,72 11,10 10,41 4,76 5,34

Fonte: (Do autor, 2019).

Aumentou-se a quantidade de carbonato de potassio do método 10B e do
citrato trissédico do método 12B, ambos responsaveis pela alcalinizacdo do meio.
No método 10C substituiu-se o solvente de extracdo por 5% (v/v) de hidroxido de
amonio em ACN. A substituicdo do solvente de extragcdo por ACN:MeOH:H,O
(50:25:25, viviv) proposta no método 10D visou torna-lo mais hidrofilico com o intuito
de extrair as quinolonas, que possuem afinidade pela fase aquosa.

A tabela 28 mostra os resultados de RSD (%), Rgiobal (%) € efeito matriz (%)
nos meétodos 10, 10B, 10C, 10D, 12 e 12B para os macrolideos e as quinolonas.

Tabela 28 — Ryiopai (%), RSD (%) e EM (%) de todos analitos nas variacdes dos
métodos 10 e 12 (continua).

TIL [M+H]" ESPI [M+2H]%" TROL [M-ACETIL+H]* OLE [M+H]*

Raloba RSD EM Rgos  RSD EM Rgors _ RSD EM Rgoss  RSD EM

(%)* (%)* (%)* (%)* (%)* (%)* (%)* (%)* (%)* (%)* (%)* (%)*
10 845 8,5 0,9 82,7 9,3 -0.4 74.9 6.2 7.2 75,5 2.0 47
1; 84,2 6,9 51 85,8 41 6,9 80,1 9,4 06 76,7 03 6.8
1C° 87,9 1,2 63 93,4 41 65 1056 11 43 90,3 35 7.0
10 50 22 5.9 91,0 1,4 299 80,8 03 11,8 81,7 33 3,9
12 517 6.1 35 59,7 2.2 112 548 58 56 57,3 35 31
2 uss 46 31 63,5 2,8 431 536 8,0 35 49,1 49 5,2

TILM [M+2H]* CLA [M+H]* ROX [M+2H]? ERI [M-H20+H]*

Raioba RSD EM Rgoss  RSD EM Rgors  RSD EM Rgosa  RSD EM

(%) (%) (%) (%) (%)" (%)" (%) (%) (%) (%) (%) (%)
10 743 9,6 203 839 41 7.2 78.3 6.2 141 85,0 3.2 242
0 737 42 220 891 1,8 17 89,7 7.9 168 89,9 6,7 -36,8
lé’ 99,2 11 41,0 1084 3.4 46 97,2 3.2 4148 1091 34 311
l[? 83,9 1,6 183 874 3.1 196 1121 6.3 6.0 62,2 34 -195
12 508 2.1 259 620 08 10,6 63.4 6.6 9.0 55,9 41 170
12 437 74 265 60,8 31 71 66,0 5.9 6,8 53,4 47 -15,6
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Tabela 28 — Ryiobai (%), RSD (%) e EM (%) de todos analitos nas varia¢cdes dos
métodos 10 e 12 (concluséo).

NAL [M+H]" ENRO [M+H]" FLU [M+H]" DIF [M+H]*
Rgo  RSD EM Rgo  RSD EM Ryors  RSD EM  Ryww  RSD EM
(%) (%) (%)* (%) (%)" (%) (%) (%) (%) (%) (%)* (%)*
10 415 13 5.9 73,9 72 261 478 1,3 8.9 80,6 10  -283
0 62 1,3 8,0 73,3 67  -387 673 5,7 76 75,3 24 358
0 a2 05 <176 329 11,3 203 391 14 174 493 10,1 5,6
0 ees 0.2 3,0 95,6 1,6 419 919 3.1 2.0 86,1 01 15,7
12 889 1,0  -131 899 186  -461 865 82  -121 908 149 491
132 80,4 1,0 38 74,0 5,6 391 854 35 6,7 79,2 26  -446
NOR [M+H]" CIP [M+H]* OFL [M+H]" MOX [M+H]*
Ryow  RSD EM Ryow  RSD EM Ry RSD EM  Rgow  RSD EM
(%)* (%)* (%)* (%) (%)" (%) (%)* (%) (%) (%) (%)* (%)*
10 155 43 144 195 50  -129 529 51  -278 605 20  -193
0 401 44 221 505 57 234 706 72 380 692 109  -309
Y 90 9,6 34,2 10,7 2,9 218 198 164 306 414 13,8 18
9 a1 2,6 81,3 86,8 1,9 67,0 896 0.8 648 859 07 1476
12 778 101 -243 738 121 252 837 167  -353 741 149  -343
152 60,1 a1 213 604 8.2 184 749 2.8 338 683 59 332

'valores correspondentes & primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8). EM — Efeito matriz.
Fonte: (Do autor, 2019).

Ao avaliar os dados de RSD (%) praticamente para todos os métodos o0s
valores estavam abaixo de 15%. As excec¢Bes foram a ENRO no método 12, com um
desvio padréo relativo de 18,6%, e OFL nos métodos 10C e 12, com 16,4% e 16,7%,
respectivamente. Por esse motivo o0 RSD (%) né&o foi considerado determinante para
a sele¢cdo do método. A seguir um gréfico (figural3) ilustra as Rgoba (%) de cada

analito no experimento.
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Figura 13 — Rgiobal (%) para cada substancia e as variagdes propostas dos metodos
10 e 12.

120

B TIL[M+H]+

B ESPI[M+2H]2+

¥ TROL[M-ACETIL+H]+

B OLE[M+H]+

B TILM[M+2H]2+

® CLA[M+H]+

B ROX[M+2H]2+

B ERI[M-H20+H]+
NAL[M+H]+

B ENRO[M+H]+

® FLU[M+H]+
DIF[M+H]+
NOR[M+H]+
CIP[M+H]+
OFL[M+H]+

10 108 10C 10D 12 128 MOX[M+H]+
Métodos de extragao

100

80

60

Rglobal(%)

40

20

ACN - acetonitrila; CitNa; — citrato trissodico; CitNa, — citrato dissédico; H,O — agua; K,CO; —
carbonato de potassio; MeOH — Metanol; NH,OH — hidréxido de amonio.
Fonte: (Do autor, 2019).

Os resultados dos métodos 10 e 12 confirmaram as baixas recuperagfes para
as quinolonas e macrolideos, respectivamente, observadas nos experimentos
anteriores. A comparacdo entre os meétodos 12 e 12B mostrou que a variacdo
proposta néo refletiu aumento de Rgiopa (%) das substancias, acarretando inclusive
um ligeiro decréscimo na maioria delas. Apesar do aumento de 0,4 para 2 g de
carbonato de potassio no método 10B ter elevado a recuperacdo das quinolonas,
exceto da DIF que teve queda de 80 para 75%, a variagdo nao foi suficiente para
que NOR (49,1%) e CIP (50,5%) atingissem niveis adequados de Rgiopal (%0).

A adicdo de 5% de hidroxido de aménio elevou muito o pH do meio e nao
demonstrou melhora na recuperacéo das quinolonas. A adicdo de MeOH e agua no
solvente de extracdo do método 10D, com consequente diminuicdo da lipofilicidade
da solugdo, ocasionou aumento significativo na recuperagédo, com valores acima de
80% para praticamente todos os analitos, com excec¢ao da ERI (62,2%). Avaliando o
coeficiente de particdo, se logP < 0, caso de algumas quinolonas, a molécula tem
maior afinidade pela fase aquosa. E perceptivel que apds a adicdo de agua a
solucdo de extracdo a recuperacdo da NOR (logP = -0,97), CIP (logP = -0,86) e
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MOX (logP = -0,51) aumentou drasticamente chegando a valores de 87, 86 e 85%,
respectivamente (CHEMAXON, 2018).

Apesar de ter melhorado a Rgjona (%) dos analitos supracitados, o método 10D
demonstrou um aumento nos valores de efeito matriz, com perda de sinal para ESPI
(-29,9%) e ganho de sinal para NOR (81,3%), CIP (67%), OFL (64,8%) e MOX
(147,6%) quando comparado aos outros métodos. A agua adicionada ao solvente de
extracdo foi responsével por extrair constituintes polares presentes na matriz,
aumentando tais valores. Com o intuito de purificar o extrato, optou-se por adicionar

uma etapa adicional de clean-up ao método 10D apds a extracao.

4.6.2 Adicao de etapa de purificacdo ao método 10D

Na purificacdo dos extratos foram utilizados o sulfato de sodio, para retirar
qualquer residuo de agua restante, e os sorventes PSA e C18, para remover
impurezas e, assim reduzir o efeito matriz. As figuras 14 e 15 ilustram os valores de
Rglobal (%0) € efeito matriz (%), respectivamente. Tais dados, além dos RSD (%) dos

meétodos de purificacdo encontram-se detalhados na tabela 29.

Figura 14 — Rgiobal (%) para as substéncias nos métodos de purificacéo.
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Fonte: (Do autor, 2019).
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Figura 15 — Efeito matriz (%) para as substancias nos métodos de purificacéo.
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Fonte: (Do autor, 2019).

Tabela 29 — Rgioba (%), RSD (%) e EM (%) de todos analitos nos meétodos de
purificagéo (continua).

TIL [M+H]* ESPI [M+2H]** TROL [M-ACETIL+H]" OLE [M+H]*
Rgioba  RSD EM  Rgoba RSD EM  Rgoba RSD EM  Rgoba RSD EM
(CO NN 2O W ) S (20 W ) W ) W ) SN () W ) S 1) M ) S ) §
10D 100,6 0,9 21,6 81,3 3,3 -26,1 60,2 4.8 43,7 72,2 3,1 6,8
10Da 64,2 21,2 -24,9 57,2 4,7 -41,9 44,2 26,8 17,9 60,0 11,5 3,7
10Db 78,1 11,9 -41,3 58,0 1,0 -46,8 66,0 53 7,7 67,4 7,4 4,0
10Dc 89,8 3,0 7,0 65,4 9,4 -19,7 54,7 0,8 21,0 61,0 11,6 13,3
TILM [M+2H]** CLA [M+H]" ROX [M+2H]*" ERI [M-H20+H]"
Ryiobal RSD EM Rylobal RSD EM Rglobal RSD EM Ryiobal RSD EM
@) ) @) %) ) () @) ) )t (%) () (W)
10D 76,7 1,3 -12,8 93,1 5,6 27,6 114,0 12,7 -3,1 55,9 8,4 -24,1
10Da 50,3 20,1 -12,3 51,5 30,9 16,6 50,7 28,1 -12,1 51,5 22,1 -12,8
10Db 81,4 0,8 -15,0 88,9 1,9 14,3 99,2 6,0 -3,0 81,7 75 -21,6
10Dc 61,0 8,0 -8,9 70,9 5,6 52 69,1 1,8 20,1 71,9 8,3 -23,7
NAL [M+H]" ENRO [M+H]" FLU [M+H]" DIF [M+H]"
Rgiobal RSD EM Rylobal RSD EM Rglobal RSD EM Rylobal RSD EM
(GO NN (1) W ) W (20 W ) W ) W 1) SN () W ) W 1) M ) S ) §
10D 88,9 3,9 14,5 93,9 3,5 62,7 83,6 0,3 32,3 84,4 2,2 36,8
10Da 81,5 0,0 15,7 86,9 50 83,2 80,5 1,2 27,6 82,8 4,0 45,7
10Db 78,2 0,5 17,3 80,3 1,6 123,9 73,3 1,2 34,2 81,7 4,8 53,7
10Dc 79,2 4,2 16,7 81,0 0,6 146,5 80,0 1,7 31,3 82,8 4,2 56,8
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Tabela 29 — Rgiopa (%), RSD (%) e EM (%) de todos analitos nos meétodos de
purificacédo (concluséo).

NOR [M+H]" CIP [M+H]* OFL [M+H]" MOX [M+H]"

Rgiobal RSD EM Rglobal RSD EM Rglobal RSD EM Rgiobal RSD EM
@) @) (%) (%) (W) (W) (%) () (%) (%) (%) (%)

10D 82,6 0,4 66,4 83,3 2,6 68,1 92,8 2,5 73,5 88,3 3,7 139,4

10Da 75,6 4,3 77,1 79,2 4,2 80,0 86,3 1,0 99,3 78,4 4,3 139,5

10Db 73,8 19 86,2 76,7 11 80,9 82,9 14 122,6 84,4 6,4 132,2

10Dc 75,9 0,7 98,5 77,7 0,6 96,7 82,7 2,5 1336 74,5 2,5 2455

'valores correspondentes a primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8). EM — Efeito matriz.
Fonte: (Do autor, 2019).

Os RSD (%) mantiveram-se abaixo de 20% para os métodos 10Db e 10Dc,
entretanto para o método 10Da, em que se utilizou sulfato de sédio, PSA e C18, os
desvios aumentaram consideravelmente, principalmente para os macrolideos TIL
(21,2%), TROL (26,8%), TILM (20,1%), CLA (30,9), ROX (28,1%) e ERI (22,1%).

As recuperacdes do método 10D original, ou seja, sem a etapa de purificacao,
foram mais altas para maioria dos analitos. As exceg¢des foram a TROL (66%), TILM
(81,4%) e ERI (87,1%) no método 10Db, sendo os dois primeiros com uma diferenca
menor que 7%. A recuperacdo da ROX também melhorou no método 10Db,
reduzindo de 114% para 99,2%.

Com relacéo ao efeito matriz, dado chave para esse experimento, € possivel
observar na figura 15 que os perfis do método 10D original e do método 10Da sé&o
muito semelhantes. Observando os valores obtidos para as quinolonas, nenhum
analito teve performance aprimorada com a adicdo da etapa de purificacdo. Para os
macrolideos s6 foi observada melhora significativa para TIL e CLA no método 10Dc,
no qual houve reducdo do seu efeito matriz de 21 para 7% e 27 para 5%, e para
TROL no método 10Db, que foi de 43 para 7%. Por néo ter sido observada reducéo
de efeito matriz para grande parte das substancias em nenhum método de

purificacdo proposto, optou-se por manter o método 10D original.

4.6.3 Planejamento de mistura para otimizacdo da composicdo do solvente de

extracdo e comparacao experimental entre 0 método 10D e o método 10D otimizado

O planejamento de otimizacdo da composicédo do solvente teve como objetivo

a diminuicdo da porgdo aquosa do solvente de extragdo, visando a reducdo de
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extracdo de impurezas polares da amostra e, por consequéncia, um menor efeito
matriz, sem comprometimento significativo da eficiéncia de extragdo. A otimizagao
da composicédo do solvente de extracéo realizada pelo planejamento de mistura no
software Statistica® levou em consideracédo os resultados de Rglobal (%) obtidos com
as variacoes propostas. Por meio desses resultados estabeleceu-se a previsao da
melhor proporcdo de ACN, MeOH e H,O para a mistura. O planejamento simplex-
lattice de trés fatores, abordagem que utiliza um conjunto de pontos espalhados
uniformemente em uma regido simplex, envolveu seis experimentos com uma
replicata, compreendendo um numero total de doze experimentos. Devido a fixacao
do percentual minimo de 50% de ACN nos métodos, a fim de garantir uma
deproteinizacdo eficiente, o planejamento de mistura apresentou-se restrito a area

ilustrada na figura 16.

Figura 16 — Diagrama ternario, com restricdo, com os valores maximos e minimos

possiveis para ACN, MeOH e H,0.

Planejamento mistura com restricoes ACN MeOH H20 duplicata avaliada repeticao 36v*12c

H20
0.00 ,1.00

1.00 a - " 0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
ACN MeOH

ACN — acetonitrila; MeOH — metanol; H20 — agua.
Fonte: (Do autor, 2019).
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Como observado no grafico (figura 16), os valores minimos de ACN, MeOH e
agua sao 50, 0 e 0%, respectivamente. J& os valores méaximos para ACN, MeOH e
agua sao, respectivamente, 100, 50 e 50%.

Os graficos de mistura (curvas de nivel) obtidos no software apresentaram
perfis distintos para cada classe, entretanto ndo se observaram grandes diferencas
intra-classe, ou seja, os perfis das curvas de nivel dos macrolideos foram muito
semelhantes entre si, assim como os perfis das curvas de nivel das substancias
representantes da classe das quinolonas, exceto para a DIF. As figuras 17, 18 e 19
apresentam as curvas de nivel com a previsao da melhor composi¢cao da mistura de
solventes da extracdo para diferentes recuperacdes da ESPI (macrolideo), da CIP e
da DIF (quinolonas), respectivamente.

Figura 17 — Curva de nivel com a previsdo da melhor composicdo da mistura de

solventes da extracdo em funcéo das recuperacoes da ESPI.

Fitted Surface; Variahle: ESPI - R(%)
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ACN — acetonitrila; MeOH — metanol; H20 — agua.
Fonte: (Do autor, 2019).
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Figura 18 — Curva de nivel com a previsdo da melhor composicdo da mistura de
solventes da extragdo em fungéo das diferentes recuperagdes da CIP.

Fitted Surface; Variahle: CIPR - R{%)
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ACN — acetonitrila; MeOH — metanol; H20 — agua.
Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 19 — Curva de nivel com a previsdo da melhor composicdo da mistura de
solventes da extragdo em fungéo das diferentes recuperactes da DIF.

Fitted Surface; Variahle: DIFL - R(%)
DV: DIFL - R{%); R-sgr=,9098; Adj:,8346
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ACN - acetonitrila; MeOH — metanol; H20 — agua.
Fonte: (Do autor, 2019).
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Analisando as figuras 17, 18 e 19 observou-se que enquanto para a ESPI a
escala de cores apresentou valores menores que 80 para a Rgopa (%) (em verde
escuro) e maiores que 180 (em vermelho escuro), a escala de cores para CIP foi de
valores menores que 10 (em verde escuro) a maiores que 80 (vermelho escuro) e
para a DIF menores que 65 (em verde escuro) e maiores que 95 (em vermelho
escuro).

As curvas de nivel mostraram que para os macrolideos, a fim de se obter
recuperacdes em torno de 100%, deveria ser usado um alto percentual de ACN ou
MeOH e um baixo percentual de H,O. Em misturas binarias o emprego de H,0 foi
responsavel por recuperacdes muito acima de 100%, provavelmente devido a
extracdo de interferentes da matriz. No caso de misturas ternarias, proporcoes
equivalentes a regido central do triangulo (em verde claro) seriam boas opcdes.

Para as quinolonas, as curvas de nivel mostraram que a fim de se obter as
maiores recuperagdes (em torno de 80%), o MeOH tem um papel importante. Em
misturas binarias, a agua pareceu ser essencial para a eficiéncia maxima de
extracdo somente da DIF (Figura 19). As curvas de nivel e os diagramas de Pareto
mostraram que a influéncia da interagéo entre os componentes B (MeOH) e C (H20)
foi significativa, exceto para os analitos FLU e DIF. Para NAL, ENRO, NOR, CIP e
OFL, um efeito aditivo foi observado, isto é, se ambos os components B e C forem
misturados, ha uma tendéncia de aumento de recuperacéao.

A figura 20 ilustra o diagrama de Pareto para o analito NAL, com as
interagOes significativas entre os solventes. Além de intera¢gfes significativas entre
0os componentes B e C, interacdes entre os componentes A e C e A e B puderam ser
observadas para varios analitos. Para todas as quinolonas as interacdes entre os
componentes A e C foram significativamente antagdnicas, mostrando que esta
mistura binaria deve ser evitada. No caso de misturas ternarias, proporcdes
equivalentes a regido do lado direito do triangulo (em vermelho escuro) seriam boas

opcOes, exceto para DIF.
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Figura 20 — Diagrama de Pareto para o analito NAL, com as interacdes significativas

entre os solventes, além de cada solvente.

Pareto Chart, Standardized Pseudo-Comps; Variable: NAL - R(%)
3 Factor mixture design; Mixture total=1,, 12 Runs
DV: NAL - R(%}); MS Residual=14,11096

2798772

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
ACN — acetonitrila; MeOH — metanol; H20 — agua.
Fonte: (Do autor, 2019).

Embora com colorag@es distintas, foi possivel visualizar nas curvas de nivel
dessas substancias que a previsdo da composicdo do solvente de extracdo que
forneceria as melhores recuperacoes (algo em torno de 80%) foi observada no eixo
MeOH-H,0, mas como se definiu que a presenca de ACN era obrigatéria na mistura,
com um minimo de 50%, para uma boa precipitacdo das proteinas, a melhor
composicao do solvente de extracdo s seria alcancada com uma mistura ternaria. A
figura 21 apresenta na ultima coluna da tabela o valor maximo da funcao desirability
global (0,919065), correspondente as fracdes molares de ACN, MeOH e H,0 iguais
a 0,5, 0,31169 e 0,18831 (trés primeiras colunas), calculadas pelo Statistica®.

Figura 21 — Ajuste dos fatores e respostas previstas, com o valor maximo da funcéo
desirability global de 0,919065.

Eile Edit View Insert Format Statistics DataMining Graphs Tools Data Workbook Window Help

!ﬁlj

bility MCs QNs

Current factor tt g dp d cted respon
Pr d d p t the nt level

of each fac h d |
Level Lve\ Level | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Predictd | Desirbty
of of of L - ESPI- | TROL- | OLE- | TLM- = CLA- | ROX- | ERI- | NAL- | ENRO- | FLU- | DIFL- | NOR- CIPR- | OFLO- MOX - | Value
ACN | MeOH | H20 | R(%) R(%) R(%) R(%) R(%) R(%) R(%) | R(%) | R(%) R(%) R(%) R(%) R(%) | R(%) R(%) R(%)
5 31169 .18831|64,30509 71,58087 5160475 6656990 69,06110 72,1616 74,73852 58,59643 79,90540 75,01748 74,9189 79.50199 79.83228 80,32312 7963340 73.00950 0.919065!

Fonte: (Do autor, 2019).
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Arredondando-se os valores das fragbes molares, definiu-se que o solvente

otimizado deveria possuir a seguinte composi¢cdo: ACN:MeOH:H,0 (50:31:19, viv/v).

ApOs estabelecer o solvente otimizado, comparou-se 0S RSD (%), Rgiobal (%) €

efeito matriz (%) do mesmo com os do método 10D original, ACN:MeOH:H,0
(50:25:25, viviv). A tabela 30 descreve os resultados obtidos.

Tabela 30 — Rgiopal (%), RSD (%) e EM (%) de todos analitos nos métodos 10D e 10D

otimizado.
TIL [M+H]" ESPI [M+2H]** TROL [M-ACETIL+H]" OLE [M+H]"
Rglobal RSD EM Rglobal RSD EM Rglobal RSD EM Rgiobal RSD EM
@) (%) @) @) () %) (%) @) %) (%) (%) (%)
10D 93,9 6,3 3,2 77,7 4,7 -23,3 92,4 45 -1,9 77,5 8,1 16,2
10D OTM 93,0 4,1 -5,5 72,9 1,8 -21,5 84,2 6,8 0,8 76,5 3,7 3,9
TILM [M+2H]** CLA [M+H]" ROX [M+2H]*" ERI [M-H20+H]"
Rgobaa RSD EM  Rgoa RSD EM  Rgova RSD EM  Rgoa RSD EM
@) (%) @) @) (W) %) (%) @) %) (%) (%) (%)
10D 102,1 5,9 -28,6 88,5 8,0 3,4 118,2 6,0 -4,5 67,4 4.6 -35,8
10D OTM 104,7 3,9 -29,8 91,5 55 -5,2 102,4 11,8 16,8 81,8 6,2 -28,4
NAL [M+H]" ENRO [M+H]" FLU [M+H]" DIF [M+H]"
Rgobaar RSD EM  Rgiova RSD EM  Rgoa RSD EM  Rgoba RSD EM
@) @) @) (%) @) ) ) %) %) ) (%) (%)
10D 79,7 5,6 5,8 81,2 5,6 29,4 75,0 7,8 25,0 82,8 2,4 3,3
10D OTM 78,3 4,3 -7,2 69,4 10,8 56,4 82,0 6,1 0,1 70,3 5,2 23,5
NOR [M+H]" CIP [M+H]" OFL [M+H]* MOX [M+H]"
Rgobaa RSD EM  Rgoa RSD EM  Rgova RSD EM  Rgoa RSD EM
@) (%) @) @) (W) %) (%) @) %) (%) (%) (%)
10D 69,2 7,1 83,4 74,5 8,5 78,7 76,7 6,6 61,8 74,5 5,0 167,1
10D OTM 64,0 10,2 52,0 69,2 7,8 47,1 67,5 8,0 73,3 73,9 10,2 128,2

'valores correspondentes & primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8). EM — Efeito matriz.
Fonte: (Do autor, 2019).

Estabeleceu-se como variacdo significativa para esse estudo uma diferenca

maior que 3% para os desvios, 5% para as recuperacdes e 5% para o efeito matriz

obtidos nos metodos 10D e 10D otimizado. As figuras 22 e 23 ilustram 0S Rgiobal (%)

e RSD (%), respectivamente, em cada um dos métodos.
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Figura 22 — Rgjobal (%) dos métodos 10D e 10D otimizado.

140
ACN:MeOH:H,0 ACN:MeOH:H,0 B TIL[M+H]+
120 (50:25:25) (50:31:19) B ESPI[M+2H]2+
B TROL[M-ACETIL+H]+
A B OLE[M+H]+
100 B TILM[M+2H]2+
= B CLA[M+H]+
g 80 B ROX[M+2H]2+
'§ B ERI[M-H20+H]+
2 60 ® NAL[M+H]+
® ENRO[M+H]+
40 ® FLU[M+H]+
® DIF[M+H]+
20 = NOR[M+H]+
= CIP[M+H]+
0 OFL[M+H]+
10D OoTM = MOX[M+H]+

Métodos de extragdo

H,O — 4gua; OTM — método 10D otimizado.
Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 23 — RSD (%) das areas dos métodos 10D e 10D otimizado.

14 B TIL[M+H]+
ACN:MeOH:H,0 W ESPI[M+2H]2+
12 (50:31:19) B TROL[M-ACETIL+H]+
ACN:MeOH:H,0 B OLE[M+H]+
10 (50:25:25) B TILM[M+2H]2+
A B CLA[M+H]+

H ROX[M+2H]2+

S 8 B ERI[M-H20+H]+
3 ® NAL[M+H]+
€ 6
® ENRO[M+H]+
B FLU[M+H]+
4 = DIF[M+H]+
= NOR[M+H]+
2 " CIP[M+H]+
OFL[M+H]+
0 = MOX[M+H]+

10D OTM
Métodos de extragao

H,O — 4gua; OTM — método 10D otimizado.
Fonte: (Do autor, 2019).
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Os resultados obtidos nos métodos 10D e 10D otimizado mostraram-se muito
semelhantes. Com relacdo a recuperacao dos analitos, observou-se que o método
10D foi superior ao otimizado demonstrando melhores valores para TROL, ENRO,
DIF, NOR e OFL, com 92, 81, 83, 69 e 77%, contra 84, 69, 70, 64 e 67%
respectivamente. O método 10D otimizado foi melhor apenas para ROX (102%), ERI
(82%) e FLU (82%).

TIL, ESPI, TROL, TILM, CLA, ERI, NAL, FLU, DIF, CIP e OFL apresentaram
diferencas de desvios padrdo relativos menores que 3% entre os dois métodos. O
método 10D mostrou-se mais adequado para ROX (ARSD = 5,8%), ENRO (ARSD =
5,2%), NOR (ARSD = 3,1%) e MOX (ARSD = 5,2%), enquanto somente a OLE
(RSDA = 4,4%) apresentou melhores valores para o método otimizado.

Por fim, foram avaliados os resultados de efeito matriz das substancias nos
dois métodos propostos, que se encontram demonstrados em forma de grafico de
barras na figura 24. As diferencas entre os valores encontrados para cada

substancia foram consideradas significativas quando superaram 5%.

Figura 24 — Efeito matriz (%) dos métodos 10D e 10D otimizado.

200 m TIL[M+H]+
ACN:MeOH:H,0 ACN:MeOH:H,0 [M+H]
(50:25:25) (50:31:19) W ESPI[M+2H]2+
| | = TROL[M-ACETIL+H]+

150 1 I | mOLE[M+H]+

B TILM[M+2H]2+

B CLA[M+H]+

100 _ EROX[M+2H]2+

B ERI[M-H20+H]+
NAL[M+H]+

® ENRO[M+H]+

B FLU[M+H]+
DIF[M+H]+
NOR[M+H]+

0 1 CIP[M+H]+

OFL[M+H]+

MOX[M+H]+

w1
o
I
|

Efeito Matriz (%)

10D OT™M
Métodos de extragao

-50

H,O — 4gua; OTM — método 10D otimizado.
Fonte: (Do autor, 2019).
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Novamente observou-se superioridade do método 10D original sobre o
otimizado. TIL (Aefeito matriz = 8,7%), CLA (Aefeito matriz = 8,6%), ROX (Aefeito
matriz = 21,3%), NAL (Aefeito matriz = 13%), ENRO (A efeito matriz = 27%), DIF
(Aefeito matriz = 20,2%) e OFL (Aefeito matriz = 11,5%). O método 10D otimizado
apresentou melhores resultados para OLE (Aefeito matriz = 12,3%), ERI (Aefeito
matriz = 7,4%), FLU (efeito matriz = 24,9%), NOR (Aefeito matriz = 31,4%), CIP
(Aefeito matriz = 31,6%) e MOX (Aefeito matriz = 38,9%). Embora o software tenha
concluido que a mistura ACN:MeOH:H,O com 50, 31 e 19% desses solventes
correspondesse ao melhor solvente de extracdo, a previsdo ndo se confirmou
quando colocada em pratica. Portanto, baseando-se nos resultados experimentais,
optou-se por manter o método 10D original.

4.6.4 Variacéo do diluente de ressupenséo e das aliquotas de injecao

Até este momento do desenvolvimento do método o diluente de ressuspensao
do extrato final havia sido 0,1% (v/v) de FOA em MeOH:H,0O (10:90, v/v). Entretanto,
o programa de eluicdo gradiente do método cromatografico estabelecido inicia-se
com 90% da solucéo de 0,1% (v/v) de FOA em H,0 e 10% da solucéo de 0,1% (v/v)
FOA em ACN. Visando uma maior compatibilidade entre o diluente e a fase mével
utilizada no cromatografo liquido sugeriu-se a substituicio do MeOH por ACN.
Verificou-se essa possibilidade por meio da comparacdo do efeito matriz e das
recuperacdes dos analitos com a utilizacdo de cada diluente. A tabela 31 mostra em
detalhes os resultados obtidos e as figuras 25 e 26 ilustram, respectivamente, as

Rglobal (%) € 0 efeito matriz (%) em cada diluente utilizado:

Tabela 31 — Rgjobal (%) € EM (%) dos analitos utilizando ACN e MeOH no diluente de

ressupensao (continua).

TIL [M+H]" ESPI [M+2H]** TROL [M-ACETIL+H]" OLE [M+H]"

Rgobal (%)°  EM (%) Rgiobal (%)°  EM (%) Rgiobal (%)°  EM (%)"  Rgoba (%)"  EM (%)
ACN 79,35 -0,87 75,35 -20,71 80,73 5,13 80,99 5,25
MeOH 92,79 -16,09 72,77 -18,40 84,55 3,42 73,22 -2,83

TILM [M+2H]** CLA [M+H]* ROX [M+2H]*" ERI [M-H20+H]*

Rgiobal (%)"  EM (%)"  Rgiobal (%)°  EM (%)"  Rgova (%) EM (%)"  Rgioba (%) EM (%)
ACN 81,95 -19,75 88,63 4,39 113,24 14,84 68,66 -21,16
MeOH 92,27 -14,61 101,53 -4,30 110,20 17,68 88,04 -26,34

'valores correspondentes & primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8). EM — Efeito matriz.
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Tabela 31 — Ryiopal (%) € EM (%) dos analitos utilizando ACN e MeOH no diluente de

ressupensao (conclusao).

NAL [M+H]" ENRO [M+H]" FLU [M+H]" DIF [M+H]"
Rgobal (%)°  EM (%) Rgiobal (%)°  EM (%)"  Rgioba (%) EM (%)"  Rgoba (%)° EM (%)
ACN 92,33 -6,07 100,37 23,41 88,70 13,38 94,27 6,35
MeOH 74,14 2,54 61,31 84,56 76,61 19,40 70,37 50,52
NOR [M+H]" CIP [M+H]" OFL [M+H]" MOX [M+H]"
Rgobal (%) EM (%) Rgobal (%)°  EM (%)"  Rgiobal (%) EM (%)"  Rgioba (%)"  EM (%)
ACN 101,44 25,45 101,71 34,55 102,12 45,30 92,15 91,81
MeOH 67,39 54,24 61,62 76,60 67,26 86,71 67,63 145,88

‘valores correspondentes & primeira transicéo de cada analito (ver tabela 8). EM — Efeito matriz.
Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 25 — Rgoba (%) de todos analitos utilizando ACN e MeOH no diluente de

ressupensao.
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Fonte: (Do autor, 2019).
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Figura 26 — Efeito matriz (%) de todos analitos utilizando ACN e MeOH no diluente

de ressupensao.
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Fonte: (Do autor, 2019).

Ambos os diluentes resultaram em valores de Rgiona (%) acima de 60% para
todos os analitos. Oito substancias apresentaram recuperacfes entre 80 e 100%
com a utilizacdo da ACN (TROL, OLE, TILM, CLA, NAL, FLU, DIF e MOX) contra
quatro quando o diluente de ressupenséao possuia MeOH (TIL, TROL, TILM e ERI).
Quatro analitos ultrapassaram os 100% com o primeiro diluente, ROX (113,24%),
NOR (101,44%), CIP (101,71%) e OFL (102,12%), entretanto somente a ROX
superou 110%. Com MeOH a ROX (110,2%) manteve-se acima dos 100%, assim
como a CLA, que obteve 101,53%. Ao analisar a relacdo da substituicdo do MeOH
por ACN com o efeito matriz pode-se perceber uma reducédo consideravel nesse
guesito para algumas quinolonas conforme observado na figura 20. A ENRO teve o
efeito matriz reduzido de 85 para 23%, enquanto para DIF houve uma diminuicéo de
51 para 6%. Outras quinolonas como a NOR, CIP, OFL tiveram reducdo de
aproximadamente a metade do efeito matriz com a ACN, quando comparada ao
diluente com MeOH. Levando em consideracao essas duas avaliagdes substituiu-se
a parte organica do diluente de ressuspensao, inicialmente MeOH, por ACN.

Além dos testes citados acima, antes da validacdo propds-se uma variacao da

aliquota do extrato a ser evaporada, tanto para avaliar uma possivel reducédo do
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efeito matriz, quanto para confirmar que as intensidades dos sinais obtidos no LC-
MS/MS seriam suficientes para obtencao de razdes sinal ruido satisfatorias para a

identificagdo. Os resultados encontram-se descritos detalhadamente na tabela 32 e
ilustrados na figura 27.

Tabela 32 — EM (%) de todos analitos com a variacdo do volume a ser evaporado.

EM (%)*

Aliquota TIL ESPI2+ TRN?L OLE+ TILM2+ CLA+ ROX " I[El\l/?ll
(uL) [M+H] [M+2H] ACETIL+H]" [M+H] [M+2H] [M+H] [M+2H] H20+H]"
125 3,9 -14,9 -1,0 -2,1 -19,4 3,8 9,4 -25,3
250 4,8 -14,5 5,8 -2,6 -17,2 15,4 -8,1 -12,5
375 -8,6 -19,9 -2,3 3,2 -24,1 16,3 -7,5 -26,4
500 -0,7 -28,3 -2,2 -11,7 -27,5 6,5 -10,5 -15,7
625 -3,3 -25,2 -1,2 -6,9 -26,2 -1,8 -7,4 -20,2

Aliquota NAL ENRO FLU DIF NOR CIP OFL MOX
(WL) [M+H]"  [M+H]" [M+H]" [MHH]"  [M+H]"  [M+H]"  [M+H] [M+H]"
125 -12,3 -3,4 -1,9 -15,1 5,7 11,6 31 58,5
250 7,7 53,9 50,1 18,1 81,3 75,5 84,8 159,7
375 16,3 100,6 61,4 40,2 120,9 110,1 126,3 2234
500 10,6 69,2 53,5 20,6 104,6 91,8 109,2 183,4
625 18,7 61,6 59,1 13,7 97,7 94,8 105,7 167,6

'valores correspondentes & primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8). EM — Efeito matriz.
Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 27 — Efeito matriz (%) de todos analitos com a variacdo do volume a ser
evaporado.
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Fonte: (Do autor, 2019).
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Ao avaliar o grafico da figura 27 € perceptivel que visivelmente o perfil do
efeito matriz se manteve o0 mesmo com a variacdo dos volumes, exceto para a
aliquota de 125 pL, na qual é possivel verificar uma acentuada reduc¢éo, sobretudo
para os macrolideos. Com esse volume analitos como ENRO (-3,4%), FLU (-1,9%),
NOR (5,7%), CIP (11,6%), OFL (3,1%) e MOX (58,5%) tiveram seus valores de
efeito matriz reduzidos exponencialmente, devido a uma menor transferéncia de
interferentes da amostra proporcionalmente ao volume aliquotado. Apds a
verificacdo da relacdo sinal/ruido dos picos dos analitos no teste com 125 uL de
extrato mostrar que todos apresentaram valores superiores a trés em duas
transicdbes monitoradas, essa aliquota foi escolhida para a continuacdo dos

experimentos.

4.7 Validacdo do método

4.7.1 Seletividade/Especificidade

ApoOs a verificacdo de que as vinte amostras utilizadas eram brancas,
integrou-se e investigou-se todos os sinais nas amostras fortificadas (5 pg/kg) na
janela de tempo de retencdo nas quais 0s analitos sdo esperados e concluiu-se que
todas as substancias apresentaram relagao sinal/ruido = 3 tanto pra a transigcéo de
confirmacédo quanto para a de quantificacdo. As figuras 28 e 29 ilustram os piores
casos de relacdo sinal/ruido observados para representantes das classes dos

macrolideos e das quinolonas, respectivamente.
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Figura 28 — Relacdo sinal/ruido na primeira e segunda transicdo para ESPI

(macrolideo).
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Fonte: (Do autor, 2019).

Apesar da ESPI ser o analito que forneceu a menor relagdo sinal/ruido entre
os macrolideos, observou-se valores de 26,8 e 31 nas transi¢cdes de quantificacdo e

confirmacéo, respectivamente, o que tornou possivel a sua identificacdo em um nivel

de 5 ug/kg.

Figura 29 — Relacdo sinal/ruido na primeira e segunda transi¢éo para DIF

(quinolona).
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Fonte: (Do autor, 2019).
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Para as quinolonas a DIF apresentou a menor relacdo sinal/ruido, com 14,2
(primeira transicdo) e 24,5 (segunda transicéo), estando ainda esses valores muito
acima da relagdo sinal/ruido de 3 considerada a minima necessaria para a

identificacdo de substancias por LC-MS/MS.

4.7.2 Capacidade de deteccéo (CCp)

Conforme recomendado pelo documento suplementar da Resolucdo 657 da
Uniao Europeia, “Diretrizes para Validagdo de Métodos de Triagem para Residuos
de Medicamentos Veterinarios”, o valor da resposta (area) mais alta obtida na
andlise das amostras brancas foi comparado a resposta (area) mais baixa obtida nas
amostras fortificadas no nivel alvo (5 pug/kg). Todos os analitos apresentaram valores
de areas nas amostras brancas mais baixos quando comparados aos obtidos nas
amostras fortificadas, tanto na avaliacao individual das inje¢des quanto na avaliacao
geral nas trés injegbes. A tabela 33 apresenta para a tilosina, como exemplo, a
demonstracao de que a maior area entre as 20 amostras brancas foi inferior a menor

area das mesmas 20 amostras brancas fortificadas no nivel alvo de 5 pg/kg.

Tabela 33 — Areas (em cps) obtidas para TIL em amostras brancas e amostras
fortificadas a 5 pg/kg.

NUamero da amostra Amostra branca Amostra fortificada
1 8,50E+02 7,84E+04
2 5,71E+02 8,36E+04
3 8,46E+02 9,19E+04
4 5,41E+02 7,43E+04
5 2,08E+02 7,70E+04
6 4 22E+02 8,01E+04
7 9,29E+02 6,93E+04
8 1,62E+03 | 5,80E+04 |
9 1,06E+03 7,45E+04
10 5,39E+02 7,07E+04
11 3,31E+02 7,04E+04
12 5,26E+02 6,35E+04
13 1,53E+02 7,62E+04
14 6,91E+02 7,96E+04
15 6,24E+02 6,95E+04
16 | 2,16E+03 | 7,14E+04
17 4,91E+02 8,30E+04
18 4 40E+02 7,76E+04
19 1,22E+03 7,49E+04
20 1,15E+02 8,70E+04

Fonte: (Do autor, 2019).
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Portanto, o CCp estimado para todas as substancias no método de analise foi
definido como < 5 pg/kg, conforme estabelecido pelo referido documento (UNIAO
EUROPEIA, 2010). Os niveis de corte do método, ou seja, os valores de areas mais
baixos obtidos nas amostras fortificadas para cada analito estdo descritos na tabela
34.

Tabela 34 — Niveis de corte do método para cada analito nas duas primeiras

transicoes.
Menor valor de area (cps)
TIL ESPI TROL OLE TILM CLA ROX ERI
[M+H] [M+2H]*  [M-ACETIL+H]"  [M+H]" [M+2H]** [M+H]* [M+2H]*"  [M-H20+H]"
13
Transicio  »S0E*04  3,08E+04 9,09E+04 4,59E+04  7,88E+03  1,27E+05 4,85E+04  4,51E+04
a
Tranzs a0 L7OE*04  1,45E+04 4,14E+04 3,30E+04  7,26E+03  6,23E+04  2,79E+04  4,06E+04
NAL ENRO FLU DIF NOR CIP OFL MOX
[M+H]" M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]"
1a
Transicao  126E*05  1,61E+04 1,52E+05 1,25E+04  3,18E+04 2,56E+04  3,26E+04  2,12E+04
23
Transicao ~ '02E*04  8,08E+03 7,69E+04 1,79E+04  7,92E+03  3,20E+04  2,42E+04  4,78E+03

Fonte: (Do autor, 2019).

Ao avaliar as amostras fortificadas com o intuito de verificar se o0 método foi
capaz de confirmar a identificacdo de todos os analitos ao nivel de 5 ug/kg,
observou-se que todas as substancias foram aprovadas em dois parametros
exigidos pela Unido Europeia, na obtencéo de relacdo sinal/ruido maior que trés em
duas transicdes e na avaliacdo do trgel.

Com relagdo a razdo de ions, seguindo as recomendacdes propostas pela
Unido Europeia com a variacdo méxima aceitavel da razdo de ions sendo alterada
de acordo com a intensidade relativa entre as transi¢cdes do analitos (ver tabela 11)
(UNIAO EUROPEIA, 2002), observou-se que os macrolideos TIL, TROL, OLE, CLA,
e as quinolonas NAL, ENRO, FLU, DIF, NOR e OFL atenderam ao critério variavel
para todas as amostras fortificadas. Entretanto, para TILM, que deveria apresentar
razdo de ions entre 78,95 e 118,42, encontraram-se os valores 76,23 e 120,9 em
duas amostras, respectivamente. O mesmo ocorreu com a ROX, para a qual se
obteve 75,45 e 45,89, quando a variacdo aceitavel da razdo de ions era 46,78 e
70,18. ERI e CIP forneceram trés valores fora da variacao aceitavel cada. Os piores
e MOX, resultados

resultados apresentados ocorreram para ESPI cujos
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encontravam-se adequados em apenas cinco e duas amostras, respectivamente, de
um total de vinte. Ao se realizar uma andlise critica, percebeu-se que ao aplicar a
proposta europeia, a variagio méaxima aceitavel da razdo de ions para todos os
analitos foi de 20 ou 25%, 0 que tornou mais rigorosa a avaliacdo desse parametro.

A fixacdo de valores aceitaveis mais altos para a razdo de ions esta em
discussdo. Um estudo colaborativo realizado em trés continentes e dirigido por
Berendsen et al. (2016) demostrou que a razdo de ions € um parametro importante
para a confirmacdo da presenca de substancias, visto que nos dados fornecidos
pelos laboratérios participantes as taxas de falsos positivos aumentaram
consideravelmente quando esse critério era excluido da avaliagdo. O estudo
também mostrou que a taxa de falsos negativos diminuia & medida que a variacao
aceitavel da razdo de ions aumentava. Inicialmente, em um estudo intra-laboratorial
provou-se que ao trabalhar com uma variacédo fixa de 30% na razdo de ions 0s
menores resultados de falsos negativos eram obtidos. Entretanto, ao avaliar os
dados do estudo colaborativo concluiu-se que o menor indice de falsos negativos foi
alcancado aplicando-se o critério fixo de 50%, valor este proposto pelos autores para
a substituicho do critério variavel preconizado pela Resolucdo 657/2002
(BERENDSEN et al., 2016). Além do estudo supracitado, outras referéncias adotam
o critério fixo de razdo de ions. O “Documento Guia sobre Controle de Qualidade e
Método de Validacdo de Procedimentos Analiticos para Residuos de Agrotéxicos e
Analises em Alimentos e Ragbes”, SANTE/11813/2017, utilizado pela Unido
Europeia na area de residuos de agrotéxicos, adota como critério uma variacéao fixa
de 30% para a raz&o de ions (UNIAO EUROPEIA, 2017).

Ao propor uma nova avaliacdo dos dados obtidos utilizando o critério de
variacdo aceitavel de 30% na razdo de ions, somente ESPI e MOX apresentam
valores inadequados nesse parametro. A primeira ndo atendeu ao critério em trés
amostras, todas com valores de razéo de ions de 46, quando a faixa aceitavel foi de
47 a 88. Para a MOX, embora o analito tenha apresentado valores préoximos a
variacao aceitavel, apenas cinco amostras foram consideradas adequadas entre as
vinte analisadas. Aplicando-se a taxa de 50% definida por Berendsen et al. (2016),
todas as substancias apresentaram valores dentro das faixas adequadas de razdo

de ions e, portanto, os analitos foram identificados e confirmados.
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4.7.3 Robustez/Estabilidade

4.7.3.1 Robustez

Considerando-se para a avaliacdo da robustez do método que cinco fatores
seriam estudados, em dois niveis, isso significaria um total de 32 experimentos, sem
contar as réplicas, caso a opcéo fosse por um planejamento fatorial completo. Com
somente 18 experimentos, considerando as réplicas, o planejamento fatorial
fracionario 2°2, de resolucao lII, foi efetuado, a fim de avaliar quais os fatores que
seriam mais importantes, ou seja, que apresentassem 0s maiores efeitos.

A figura 30 apresenta ao fundo a matriz de planejamento gerada pelo
Statistica® (incluindo a identificacdo do arquivo de dados com o nome escolhido)
com os dados inseridos das variaveis de resposta (as areas das transicfes de
guantificacdo dos diversos analitos) e a frente, a janela Analysis of an Experiment
with Two-Level Factors: Robustez fatorial fracionario Jonatas 27 _03 2019.sta onde

aparece na parte superior um sumario do planejamento:

Figura 30 — Ao fundo, a matriz de planejamento gerada pelo Statistica® com os
dados inseridos das variaveis de resposta (as areas das transi¢cdoes de
guantificacdo dos diversos analitos) e a frente, a janela Analysis of an
Experiment with Two-Level Factors: Robustez fatorial fracionario Jonatas
27 03 2019.sta onde aparece na parte superior um sumario do
planejamento.
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Na tabela de andlise de variancia (ANOVA) para a variavel “Area [TIL+H]+
916.6 / 174.1” (Figura 31) sao apresentados os efeitos e os erros da soma
quadratica (SS), da média quadratica (MS), do teste F e do valor p para cada fator e
interacdes entre os fatores, além dos valores de R? e de R? ajustado para o modelo
escolhido (3-way interactions, o modelo mais complexo disponivel). Pelos valores de
média quadratica (MS) e p-valor (p), observou-se que o efeito mais importante para
a variavel “Area [TIL+H]+ 916.6 /.174.1” foi o referente & massa de K,COs, e 0
menos importante foi a temperatura de evaporacdo, mas nenhum efeito foi
estatisticamente significativo. Trés efeitos de interacdo (tempo de extracdo no vortex
individual ap6s adicao dos sais x pesagem de K,COg; tempo de extracdo no vortex
individual apds adicdo dos sais x pesagem de NaCl; temperatura de evaporacao X
tempo de extracdo no vortex individual apds adicdo dos sais x pesagem de Na,SO,)
puderam ser calculados. Esse modelo explicou 44,4% da variancia, conforme valor
de R? 0,44412, sendo aceitavel, uma vez que o objetivo do planejamento n&o é
encontrar o melhor modelo que se ajusta aos dados.

Figura 31 — Janela do Statistica®, com tabela de ANOVA para a variavel “Area

[TIL+H]+ 916.6 / 174.1”, com o modelo 3-way interactions.

E‘ STATISTICA - [Workbookl* - ANOVA; Var.:Area [TIL+H]+ 916.6 / 174.1; R-sqr=,44412; Ad}:0, (Robustez fatorial fracionario Jonatas 27_03_2019)]
File Edit View Insert Format Statistics Data Mining Graphs Tools Data Window Help

0= 'E =11 < @& Addto Workbook - Addto Report * Add to MS Word -~ 45, | 2 K2 |
[ j| - B U SEE=E A-2-E- = &1 w2 323 Vars v Cases - |53 3% .
a ANOVA; Var.:Area [TIL+H]+ 916.6 / 174.1; R-sqr=,44412; Adj:0, (Robustez fatorial fracion
e 2*%(5-2) design; M3 Residual=204329E2
DV: Area [TIL+H]+ 916.6 / 174.1
Factor S5 [df[ MS [ F | p
(1)Temperatura de evaporacdo (°C) 90000 1 90000 0,004405 0,948536
(2)Tempo de extracdo vortex individual apds adicdo dos sais (s) 14062500 1) 14062500 0,688228 0428222
(3)Pesagem K2CO3 (g) 58522500 1) 58522500 2,864131 0,124526
(4)Pesagem Na2S04 (g) 16946944 1 16946944 0,829395 0.356189
(5)Pesagem NaCl (g) 34225000 1) 3422500 0,167499 0,691912
2by 3 13444444 1 13444444 0,657980 0.438198
2by ks 28801111 1) 28801111 1,409546 0,265522
12%4 11635679 1 11635679 0.569458 0469759
Error 183896111 9 20432801
Total 5SS 33082179017

Fonte: (Do autor, 2019).

A mesma analise foi efetuada para cada analito e a ANOVA indicou que
nenhum efeito foi estatisticamente significativo a a = 0,05 sobre os macrolideos TIL,
TROL, CLA, ROX e ERI. Para os macrolideos ESPI e OLE a pesagem do sal K,COs3
teve um efeito significativo (p=0,008920 e p=0,016457, respectivamente) e para a

TILM dois efeitos foram estatisticamente significativos: o tempo de extragdo no
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vortex individual apés adicdo dos sais (p=0,024540) e a pesagem do sal Na,SO,4
(p=0,029719). A figura 32 ilustra, para a TILM, a apresentacdo de forma grafica no
diagrama de Pareto das estimativas dos efeitos, com os efeitos estimados em valor
absoluto, onde se concluiu graficamente que dois efeitos foram estatisticamente

significativos a a=0,05.

Figura 32 — Diagrama de Pareto em funcéo dos valores da estatistica do teste t para
a variavel “Area [TILM+2H]2+ 435.3 / 174.0".
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Area [TILM+2H]2+ 435.3 / 174.0
2**(5-2) design; MS Residual=732901,2
DV: Area [TILM+2H]2+ 435.3 / 174.0

(2)Tempo de extracdo vortex individual apés adigdo dos sais (s) |

(4)Pesagem Na2S04 (g)

Standardized Effect Estimate
(Absolute Value)

Na2S04 — sulfato de sédio; K2CO3 — carbonato de potassio.
Fonte: (Do autor, 2019).

Para as quinolonas a ANOVA indicou que para todos os analitos houve
efeitos estatisticamente significativos a a = 0,05. Para DIF, NOR, OFL e MOX, o
tempo de extracdo no vortex individual apos a adi¢cdo dos sais e a pesagem do sal
K,COg tiveram efeitos significativos sobre as areas dos analitos e para a NAL, ENRO
e FLU, além dos dois efeitos, a pesagem do NaCl também influenciou nos
resultados. Para CIP, além dos trés efeitos significativos observados para NAL,
ENRO e FLU, observou-se efeito de interacao entre a temperatura de evaporacéo, o

tempo de extracdo e a pesagem do Nap,SO,. A figura 33 ilustra, para a CIP, a
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apresentacao de forma grafica no diagrama de Pareto das estimativas dos efeitos,
com os efeitos estimados em valor absoluto, onde se concluiu graficamente que trés
efeitos, além de um efeito de interacdo, foram estatisticamente significativos a
a=0,05.

Figura 33 — Diagrama de Pareto em funcéo dos valores da estatistica do teste t para

a variavel “Area [CIP+H]+ 332.0 / 231.2".
Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Area [CIP+H]+ 332.0 / 231.2

2**(5-2) design; MS Residual=3691358,
DV: Area [CIP+H]+ 332.0 / 231.2

(3)Pesagem K2CO3 (g)

(2)Tempo de extragdo vortex individual apés adigdo dos sais (s)

5,582185

-
(5)Pesagem NaCl (g) |

a
(1)Temperatura de evaporacgéo (°C) 7

2by3 24723
2by5 | 1,1431329
p=,05
Standardized Effect Estimate
(Absolute Value)

Na2S04 — sulfato de sédio; K2CO3 — carbonato de potassio.
Fonte: (Do autor, 2019).

Assim, o método demonstrou ser robusto na faixa estudada a pequenas
variacOes dos fatores temperatura de evaporacédo e pesagem do sal Na,SO, para a
maior parte dos analitos pesquisados, exceto para a CIP, devido ao efeito de
interacdo da temperatura com o tempo de extracdo e com a quantidade do Na,SOy,
e para a TILM, onde a quantidade do Na,SO,4 foi um dos fatores estatisticamente
significativos. O tempo de extracdo no vortex individual apdés a adi¢cdo dos sais, a
pesagem dos sais K,COs;, NaCl e Na,SO, sao pontos criticos e devem ser

controlados rigorosamente a 60 s (com variagdo inferior a +15 s), 0,4 g (com
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variacao inferior a £0,1 g), 0,2 g (com variacdo inferior a £0,1 g) e 1,2 g (com

variacéo inferior a 0,1 g).

4.7.3.2 Estabilidade

A estabilidade das substancias no diluente puro e no extrato da matriz
ressuspensa no diluente, a 4 °C, assim como a estabilidade dessas substancias na
matriz, a -20 °C, foram avaliadas por regressao linear e consideradas estaveis
guando apresentaram o valor de F calculado da regressdo menor que o valor de F
de significacdo ou quando apresentavam valor-P maior que 0,05, o que mostra que
a correlacdo entre as duas variaveis nao é significativa, ou seja, ndo ha degradacao
da substancia com o decorrer do tempo. A tabela 35 apresenta os periodos, em
horas, da estabilidade dos analitos no diluente puro e no extrato da matriz

ressupensa no diluente, a 4 °C.

Tabela 35 — Estudo de estabilidade dos analitos no diluente puro e no extrato da

matriz ressuspensa no diluente, a 4 °C.

Estabilidade (em horas)*

TIL ESPI TROL OLE TILM CLA ROX ERI
[M+H]"  [M+2H]* [M-ACETIL+H]" [M+H]" [M+2H]*" [M+H]® [M+2H]* [M-H20+H]"
Diluente 3,5 11 7,25 7,25 14 7,25 25 10,75
Extrato 4 75 10,5 4 11 4 25 21,25
NAL ENRO FLU DIF NOR CIP OFL MOX
[M+H]"  [M+H]" [M+H]" [M+H]"  [M+H]"  [M+H]"  [M+H]" [M+H]"
Diluente 4 7,25 11 10,5 7 4 4 17,5
Extrato 3,75 75 75 10,5 17,75 7,5 17,5 10,75

'valores correspondentes & primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8).
Fonte: (Do autor, 2019).

A ROX apresentou o maior tempo de estabilidade entre os analitos avaliados,
confirmando ser uma boa escolha como padrdo interno. No geral, os tempos de
estabilidade dos analitos a 4 °C foram reduzidos. Com 0 menor tempo de
estabilidade no diluente puro, a TIL se manteve estavel por apenas 3,5 h. Além da
TIL, outros oito analitos (TROL, OLE, CLA, NAL, ENRO, NOR, CIP e OFL)
apresentaram degradacdo significativa com menos de 10 h. Com relacdo a
estabilidade no extrato da matriz ressupensa no diluente TROL, TILM, ROX, ERI,
DIF, NOR, OFL e MOX apresentaram-se estaveis apés 10 h no moédulo do
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autoinjetor do LC-MS/MS, mantido a 4°C. Isso pode ser um dificultador na
implementagcdo de um programa de monitoramento de residuos de macrolideos e
quinolonas em sopinhas, pois somente 15 amostras poderiam ser analisadas a cada
vez, visto que o tempo de corrida do método é de 15 min e a substancia com menor
tempo de estabilidade no extrato da matriz ressuspensa no diluente, o NAL, tem
apenas 3,75 horas antes de apresentar degradacao significativa.

Apébs 35 dias do estudo de estabilidade is6crono todos os tubos contendo as
amostras fortificadas foram analisados por regressao linear. As estabilidades dos

analitos, em dias, estdo apresentadas, em dias, na tabela 36.

Tabela 36 — Estudo de estabilidade is6crono dos analitos na matriz, a -20 °C.

Estabilidade (em dias)*

TIL ESPI TROL OLE TILM CLA ROX ERI
[M+H]"  [M+2H]** [M-ACETIL+H]" [M+H]" [M+2H]* [M+H]" [M+2H]* [M-H20+H]"
28 35 28 35 35 35 28 35
NAL ENRO FLU DIF NOR CIP OFL MOX
[M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]"
14 14 N&o estavel 14 14 14 14 14

'yvalores correspondentes & primeira transicéo de cada analito (ver tabela 8).
Fonte: (Do autor, 2019).

Na tabela 36 fica nitido que os macrolideos apresentaram-se mais estaveis na
matriz a -20 °C que as quinolonas. Para os macrolideos os tempos sem degradacao
significativa variaram entre 28 e 35 dias e para as quinolonas 14 dias. As figuras 34
e 35 ilustram as estabilidades na matriz, a -20 °C, para ESPI (macrolideo) e DIF

(quinolona), respectivamente.
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Figura 34 — Estabilidade na matriz a -20 °C da ESPI (macrolideo).
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Fonte: (Do autor, 2019).

Figura 35 — Estabilidade na matriz a -20 °C da DIF (quinolona).
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Fonte: (Do autor, 2019).

Enquanto na figura 34 os valores de area mantiveram-se proximos as linhas

de tendéncia previstas, na figura 35 € perceptivel que no 21° dia os valores de area
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se afastaram da linha de tendéncia e, por esse motivo a DIF ndo apresentou
degradacdo significativa somente até o 14° dia.

A estabilidade, em meses, no solvente de preparo da solucdo padréo estoque
a -70 °C foi avaliada com base na diferenca percentual relativa (equacao 8). Para as
quinolonas foram comparadas solucdes padréo estoque preparadas em 2016, 2018

e 2019. A tabela 37 mostra os resultados para cada analito.

Tabela 37 — Estudo de estabilidade dos analitos no solvente de preparo da solucao

padrao estoque, a -70 °C.

Estabilidade (em meses)*

NAL ENRO FLU DIF NOR CIP OFL MOX
[M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]" [M+H]"
Nao Nao
Nao estavel no estavel no
avaliado 26 1 periodo 34 34 34 periodo
testado testado

'valores correspondentes & primeira transicdo de cada analito (ver tabela 8).
Fonte: (Do autor, 2019).

Por razdes técnicas o NAL néo foi avaliado. Com 26 meses, a ENRO, e com
34 meses, NOR, CIP e OFL mostraram-se as quinolonas mais estaveis no solvente
de preparo (hidroxido de sodio), apresentando diferenca percentual relativa de
1,28% (ENRO), 3,43% (NOR), 10,49% (CIP) e 8,0% (OFL) quando comparadas as
solucdes padrao estoque dessas substancias preparadas em 2016 e 2019.

A FLU apresentou diferenca percentual relativa de 10,71% quando foram
comparadas as solugcbes padrao estoques preparadas em 2018 e 2019, obtendo
estabilidade de 11 meses em hidroxido de sodio. DIF e MOX apresentaram
diferencas percentuais relativas maiores que 15% nas comparacdes das solucoes e
precisam de novas avaliacdes com tempos de preparos entre as solugdes inferiores
aos testados.

Para os macrolideos estudos anteriores efetuados no laboratério indicaram
que solugbes estoques de TIL, ERI e CLA preparadasem MeOH a 1 mg/mL e
estocadas a -70 °C sao estaveis por 3 anos (INCQS, 2016).
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4.8 Aplicacdo do método

Apés validado, o método foi aplicado a 44 amostras adquiridas nas quatro
regides da cidade do Rio de Janeiro (Centro, Zona Norte, Zona Sul e Zona Oeste). A

aguisicao das amostras ocorreu conforme ilustrado na figura 36.

Figura 36 — Numero e porcentagem de amostras adquiridas em cada regido da

cidade do Rio de Janeiro.

Zona Oeste
11% (n=5)

Fonte: (Do autor, 2019).

A andlise inicial baseada nos niveis de corte do método para cada substancia
revelou que nenhuma das 44 amostras adquiridas apresentou valores de area
superiores aos niveis de corte estabelecidos, 0 que isenta tais produtos de uma
possivel contaminagdo. A figura 37 apresenta exemplos de cromatogramas de ions
extraidos referentes as transicbes de quantificagdo da TIL, TROL, CIP e DIF para

diversas amostras comercializadas no Rio de Janeiro.



141

Figura 37 — Exemplos de cromatogramas de ions extraidos referentes as transi¢oes
de quantificacdo da TROL (a) e DIF (b) para amostras comercializadas no
Rio de Janeiro e as amostras controle da TROL (c) e DIF (d) fortificadas

Intensity, cps

28e4

264

244

22e4

2.0e4

18e4

Intensity, cps

1.4e4
12e4
10e4
8000.0
60000
4000.0
20000

00

Fonte

no nivel de 5 ug/kg.

150

(a) (b)
130
m/z 772.5/168.1 e m/z 400.0/299.2
110
100
20
g o
=
E 70
80
50
40
30
20
1 2 3 4 5 7 8 10 " 12 13 14 o 1 2 Cli 49 5 7 8 10 " 12 13 14
Time. min Time. min
13.30 a
4400
© = ()
4000
m/z 772.5/158.1 =01 m/z 400.0/299.2
3600
3400
3200
3000
2800
8 2600
; 2400
g 2200
E 2000
1800
1600
1400
1200
1000
800
600
400
200
~ & | ki P L P V171

: (Do autor, 2019).

7 8
Time, min

10 " 12 13 14

Apesar dos resultados indicarem que no Brasil a Portaria 34/98, que aprova o

regulamento técnico referente a alimentos de transicéo, esteja sendo cumprida para

os analitos testados, novos estudos com um maior niUmero de amostras necessitam

ser realizados utilizando o método desenvolvido para que uma analise mais

abrangente desses produtos seja alcancada. Embora seja um tema ainda pouco

discutido, a criacdo e a atualizacdo de legislacdes especificas que abordem e
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definam questbes relativas aos contaminantes em alimentos de transicao,
principalmente no que diz respeito as sopinhas, é de extrema urgéncia, visto que
sdo produtos cada vez mais consumidos. Além disso, o desenvolvimento e a
validacdo de novos métodos analiticos que englobem outras classes de
antimicrobianos e outras substancias sao imprescindiveis para que haja
possibilidade da implantacdo de um efetivo programa de monitoriamento voltado
para esses produtos, 0 que seria 0 primeiro passo para avaliar a exposicao dos
bebés e criancas aos residuos de produtos de uso veterinario provenientes dos

alimentos de transi¢ao do tipo sopinhas.
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5 CONCLUSAO

Um método para a triagem de residuos dos macrolideos TIL, ESPI, TROL,
OLE, TILM, CLA ROX e ERI, e das quinolonas NAL, ENRO, FLU, DIF, NOR, CIP,
OFL e MOX em sopinhas por LC-MS/MS foi desenvolvido, validado e aplicado
adequadamente conforme o documento “Diretrizes para Validagdo de Métodos de
Triagem para Residuos de Medicamentos Veterinarios”, elaborado pela Unido
Europeia.

No preparo das amostras foi empregado um método QUEChERS alcalino com
0 uso de solugdo ACN:MeOH:H,0O (50:25:25, v/viv) para extracdo dos analitos. A
etapa adicional de purificagdo ndo se mostrou efetiva e foi desconsiderada, tornando
a extracdo mais rapida e simples. Excelentes valores de recuperacdes e desvios
padrbes relativos foram alcancados, acima de 65% e abaixo de 10%,
respectivamente.

Na validagdo o método apresentou-se seletivo para todos os analitos
avaliados. A robustez foi confirmada, garantindo que o método ndo se mostrou
suscetivel a pequenas variacfes experimentais. Alcancou-se um CCB, com
erro B = 5%, menor ou igual a 5 pg/kg para todas as substancias. As curtas
estabilidades de algumas substancias a 4 °C, na matriz e no diluente, ndo foram
observadas em temperaturas mais baixas (-20 e -70 °C). Tal fato pode ter ocorrido
devido a grande porcdo aquosa ou a acidificacdo do diluente no qual esses analitos
encontravam-se ressuspendidos na condigéo de 4 °C.

As 44 amostras de sopinhas adquiridas nas quatro regides da cidade do Rio
de Janeiro (Centro e Zonas Norte, Sul e Oeste) foram analisadas e nenhum residuo
dos macrolideos e quinolonas pesquisados foi encontrado. Devido ao reduzido
namero de amostras analisadas, ndao € possivel elaborar um panorama completo
sobre a presenca de residuos desses produtos de uso veterinario em sopinhas e
nem garantir a segurancga desses alimentos de transicdo. O desenvolvimento e a
implementagcdo de um programa de monitoramento de residuos de medicamentos
veterinarios em sopinhas € necessario para que estudos mais aprofundados possam
ser realizados com o intuito de se avaliar a exposi¢ao de criancas e bebés, publico
extremamente suscetivel fisiologicamente, a essas substancias, 0 que seria de

grande valia para futuras acoes de vigilancia sanitaria.
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ANEXO A — PESQUISA BIBLIOGRAFICA (2001 a 2018): METODOS ANALITICOS PARA DETERMINAGAO DE RESIDUOS DE
MACROLIDEOS E QUINOLONAS EM DIVERSAS MATRIZES DE ORIGEM ANIMAL, FORMULAS INFANTIS E ALIMENTOS DE

TRANSICAO
Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e P Coluna . Recuperacao contaminadas Referéncia
CYe analitica Mével -1
reconstituicdo (ugkg™)
Alimentos em geral
Extragdo: 10 mL de
H,O:ACN (80:20 v/v)
acidificada com 5% (v/v)
de HOACc (acido acético) e
10 mL de ACN acidificada
com 5% (v/v) de HOAc
(rim). Homogeneizagdo em A: 0,1% (v/v) de
ultraturrax por 30 s. Adicao FOA em H,O
CIPRO Sol. Estoque: de 4 g de Na,SO,e 1 g de
CIPRO D’8 100 pg/mL em NaOAc. Homogeneizagdo B: 0,1% (v/v) de
DANO ' MeOH por 30 s e centrifugacéo FOA em MeOH
ENRO. (estocagem: - por 10 min a 4000 rpm LC-TOE-MS ) . .
20°C) . Gradiente (A:B, LC-TOF-MS:
MARBO, Purificagdo: sobrenadante eLC- Agilent SB VIv): 82,5-114,4% Journal of
Ave NOR, OFL, CIPRO Sol. Trabalho: transferido para tubo MS/MS C18 (100 mm 0-5: aumento linear Chromatography
DIFLO, D8 0.8 ug/mL d do 50 de f x 3,5 mm, d de 20 C-MS/MS: A, 1379 (2015)
SARA ,8 ug/mL de cqnten lo 50 mg de fases ESI (+) e 2,1um) e B de 20 para LC-MS/MS: 83-91
NAL A cada QN em dispersivas (C18 e PSA, MRM ' 30%; 5-12: 88,8-112,2%
OXO’ A H,0:MeOH 1:1 p/p). Homogeneizagéo aumento linear de
PIPE e’ FLU (80:20, viv) por 30 s e centrifugacéo B até 100%; 12-14:
(QN) (estocagem: 4 por 20 min a 14000 rpm e manter 100%; 14-
°C) 4°C 15: decréscimo de

Evaporagéo: 40 °C.

Reconstitui¢do: 2000 pL de
0,1% (v/v) de FOA em
H,0: 0,1% (v/v) de FOA
em MeOH (80:20, v/v).
Filtragdo em 0,45 um e
injetar

B até 20%; 15-20:
manter 20%
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Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e Py Coluna . Recuperacao contaminadas Referéncia
CYe analitica Mével -1
reconstituicdo (ngkg™)
Alimentos em geral
Extrac&o: 8 mL de tampé&o
KH,PO, (pH = 7) nos
tubos. Agitacdo por 1 min
Adicéo de 10 mL de 5%
Sol. Estoque: (v/v) de FOA em ACN e A: acetato de
1000 /qu. agitag&o por 1 min aménio 10 mM com
e Mool T Adigao do Agilent SampliQ DH = 2.5, ajustado
10% NaOH QUEChERS EN (4 g de com FOA
(estocagem: 4 MgSO,4, 1 gdeNaCl, 1 g LC-
°C. Pre %\radas de citrato de Na, 0,5 g de MS/MS/MS B: 0,1% (v/v) de
.a ca%a 6 citrato dissadico) e FOA em MeOH
meses) agitacao por 3 min ESI (+)
ENRO Centrifugacao por 5 min a devido a Gradiente (A:B,
w00 preencade g e WESZISMD  B00L1005%
Peru DIFLO, NOR em acetato de Purificagdo: 1 mL da amino na (100 mm x min; 10:90 em 13 QN, exceto Food Control 48
SARA e amonio 10 mM A - 2,1 mm, 2.6 . (2015) 2-11
FLU _ camada organica (da ACN)  maioria das min; manter FLU (111,7-
(pH = : pm) . . o
(QN) 2,5):0,1% (VIV) transferido para tubo FQ, o que inalterado até 14 113,1%)
’de. F’OAO em Agilent SampliQ as torna min; 0:100 de
MeOH, (80:20 QUEChERS dispersive facilmente 14,50 min a 16 min;
VIv) cé)nterlldo' SPE. Agitacdo por 1 min e protonaveis 80:20 de 17 min a
tod’as as FQ centrifugagéo por 5 min a em meio 20 min
exceto o PI, 13000 rpm acido
2 Temperatura: 4 °C
(%oenc:nn(;;a(gjgo Evaporagéo: 50 °C
pmatriz) Fluxo: 200 pL/min

Reconstitui¢éo: fase movel
(acetato de amdnio 10 mM
(pH = 2,5):0,1% (v/v) de
FOA em MeOH, 80:20,
v/v), vortex e sonicagéo
por 10 min Filtragdo em
0,22 pm e injetacéo
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Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e analitica Coluna Movel Recuperacao contaminadas Referéncia
reconstituicdo (Mokg™)
Alimentos em geral
Extracdo: (a) 1 g da
amostra fortificada
dissolvida em 5 mL de
H,0. (b) ja em solugéo.
Adigdo de 1 mL de TCA
10% (v/v) em MeOH.
Agitacdo por 30s e DA fh
Sol. Estoque: centrifugagao por 12 min a LC-FLD: LC-F]!‘D];,A (aczl(éo
100 pg/mL em 4°C e 14000 G. AOUA I oro e
MeOH Transferéncia do (2?_)0 X (ArgN)’ 2 CN(ML’OH)
(estocagem: 4 sobrenadante para tubo e 46 5
°C, por periodo  adicdo de 16 mL de NaOH ,6mm, 5 um) .
. ~ com coluna LC-MS: A (FOA
menor que 1 20 mM. Centrifugacao por
DANO, més) 3 minade°C e 14000 G LC-FLD e de guarda 0,1% (v/v) em H,0) Em 100 Journal of
Férm CIPRO, LC-MS RP18 (4 mm e B (FOA 0,1% amostras: Chromatography
Inf. ESEF?A‘* LOME " 5| Trabalho:  Purificago: SPE (Strata ESl (e x3 mmr;‘ 5 (viv) em ACN) 70-110% enhuma A, 1209 (2008)
preparadas em  X). Cartucho previamente H . . ; 136-144
(QN) MeOH até 2 condicionados com 2 x 3 MRM Gradlente._ 10-90% contaminada
pg/mL para mL de MeOH e 2 x 3 mL s nLezcr:-'?AhSAAX— B (1?_/rnm'i”r{)3°0
CIPRO, ENRO tampéo fosfato (25 mM e Ryp (1%0 mm 90_1&% B(0 ’1 min
e SARA e 0,5 pH = 6,5). Apds carregado, X2 mm. 4 300 pL/min)’ 10% ’
ng/mL para cartucho rinsado com 6 mL m) a 30’ oC B (5 min éOO
DANO de NaOH (0,1 M) e 2 mL H s
de 5% (v/v) MeOH em H,0O uL/min)
e eluido com 2 x 1 mL de
acido
ortofosférico:ACN:MeOH
(4:30:66 v/viv). Acido
ortofosférico substituido
por FOA no LC-MS
LC-MS: A (0,1%
Sol. Estoque: Extracdo: PLE (v/v) de FOA em
100 pg/mL em T ) H.0) e B (0,1%
ENRO MeOH Purificagdo: F_|Itros de fibra LC-FLD e LC—MS: (v/v) de FOA em Journal of
' . de vidro LC-MS Synergi MAX- ACN)
CIPRO e (estocagem: 4 Chromatography
Ovo SARA LOME " oC por periodo RP (150 mm 67-90% A, 1140 (2007)
(QN) n;enor que 1 Evaporagéo: 60 °C ESI(+) e X2 mm, 4 Gradiente: 10-90% ' 63-70
més) MRM pm) a 30 °C B (10 min, 200
Reconstituicdo: 2 mL da pL/min), 90-10% B
fase movel (0,1 min, 300

pL/min), 10% B (5
min, 300 pL/min)
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Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e P Coluna . Recuperacao contaminadas Referéncia
g analitica Movel -1
reconstituicdo (ugkg™)
Alimentos em geral
Extracdo: 4 mL de ACN e
agitacao por 1 min Adicéo
de 250 pL de solugédo de
amoénia 25%. Agitacdo por
10 min e centrifugacao por
15 min, 4 °C e 3256 G. LC-FLD: LC-FLD: A (ACN) e
Sol. Estoque: Sobrenadante em novo Luna C 8 B (4cido oxalico
: que: tubo. Adicao de 4 mL de 0,02 M, pH=4)
1000 pg/mL T o~ (150 mm x
MARBO, em NaOH 1 M ACN e repeticdo da 4.6 mm. 5
CIPRO, NOR em MeOH extragcdo. Adi¢éo de 1 g de ' m) ' LC-MS/MS: A
DANO, (LC- (estocagem: - NaCl e centrifugagao LC-FLD e H (ACN) e B 0,025%
ENRO, FLD) e 20°Cg or LC-MS/MS LC-MS/MS: (v/v) de écido Food Chemistry
Ovo SARA, =0 PO Purificagdo: Transferéncia ’ heptafluorobutilico 92-99% 135 (2012) 430—
CIPRO  periodo de até o Luna C 18
DIFLO, da camada organica para ESI (+) e em H,O 439
D8 (LC- 6 meses) (150 mm x 2
NAL, A MS/MS) tubo com 10 mg de MRM mm, 3 um)
OXO e FLU . sorvente octadecil. o H Gradiente: 5% de A
Sol. Trabalho: S com coluna o
(QN) Agitacdo por 30 s e (0- min); 80% de A
preparada em : = : de guarda de B o
H,0 centrifugacéo por 5 min, a octadecil (2 (11-13 min) e_5/o
2 temperatura ambiente e mm x 4 mm) de A (14-24 min), a
3256 G 35°C
Evaporagao: 40 °C
Reconstituicao: 500 L de
H,O
Extragdo: 10 mL de ACN
com 5% (v/v) de HOAc. .00
Agitac&o. Adicdo de 4 g de A: 0,1% (viv) de
MARBO, 30 d ) FOA em H,O
NOR Sol. Est Agiacao © cenirugacas
ol. Estoque: gitacdo e centrifugagdo )
CIPRO, - B: 0,1% (v/v) de
ENRO. 100 pg/mL em (10 min; 3810 G) FOA em ACN
DANO, (estg/clzzoeHm' 4 Purificacdo: sobrenadante LC-MS/MS Eclipse XDB- Porco: 82,5- Journal of the
Frango  DIFLO, gem: §ao0: p Gradiente: 10-20% 115,5% Brazilian
CIPRO °C) transferido (1,5 mL). C18 (150 mm el .
e SARA, e de B (0-3 min); 20- Chemical
D8 Adicao de 50 mg de ESI(+) e X 4,6 mm, 5 . -
porco OFL, MOX, Sol. Trabalho: C18:PSA (1:1, m/m) MRM m) 50% de B (3-6 Frango: 91,5- Society, 28
NAL, A. : . . o ~ H min); 50-80% de B 110,4% (2017), 76-86
preparadas em Agitacéo e centrifugacgéo S
OXO e FLU . 8 N (6-8 min); 80% de
H,0:MeOH (20 min; 17968 G, a 4 °C) L
(QN) . B (9 min); 80-10%
(80:20, viv) Evaboraco: 40 °C de B (9-10 min);
Outros poragdo: 10% de B (até 15

Reconstitui¢céo: 0,1% (v/v)
de FOA em ACN:H,O 10%
(vIv)

min), a 30 °C




156

Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e P Coluna . Recuperacao contaminadas Referéncia
CYe analitica Mével -1
reconstituicdo (ugkg™)
Alimentos em geral
Extracdo: 6 mL de ACN
contendo 20% de TCA
(p/v). Sonicacao por 30
min Repouso no escuro
por 15 min Centrifugagao
por 15 min, a 4500 rpm
MARBO, Evaporador rotatério
FLERO, p A: 0,1% (v/v) de
PEFLO, Reconstituicdo: H,O FOA em H0
LEVO, .
NOR, Sol. Estoque: contendo :.L1,24 g/L de B: MeOH
CIPRO, 100 pg/mL em EDTA. pH aJustac_Jo para = UPLC- Hypersil Gold Em 16 amostras: Journal of
. MeOH 4 (NaOH). Centrifugacéo MS/MS . .
Form. ENRO, LOME (estocagem: 4 or 15 min. a 4500 rom C18 (50 mm Gradiente: 10% de > 84% Chromatography
Inf. DANO, °C, por geriddo P ' P ESI (+) e x2,1mm,1,9 B (0 min); 40% de 0 nenhuma A, 1218 (2011)
il H . 0, H .
DIFLO, menor que 1 Purificagdo: sobrenadante SEM um) B(6 m!n): 50% de contaminada 76087614
SARA, més) em Oasis HLB B (9 min); 10% de
MOX, NAL, (condicionado com 5 mL B (9,1 min); 10%
A.OXO e de MeOH e 5 mL de H,0). de B (13om|n), a25
FLU . in Eluica C
(QN) Vécuo por 20 min Eluicdo
com 10 mL de MeOH com
1,5% (p/v) de HOAc
Evaporagao: 40 °C
Reconstituicdo: 1 mL de
MeOH
Extrac&o: 5 mL de ACN, A: ACN acidificada
Sol. Estoque: agitacdo por 10 min e com 20 mmol/L de
100' /mE erﬁ centrifugagéo por 10 min, FOA (vIv)
&?—:‘OH 10000 rpm. Sobrenadante Alltima
. transferido. Precipitado . B: H,O acidificada
(estocagem: - | HyPurity C18 |
16 °C) avado com 0,5 mL de (250 mm x com 20 mmol/L de
ACN e adicionado ao LC-MS/MS FOA (vIv) Journal of
ERI, TIL e sobrenadante 4,6 mm, 5 Chromatograph
Ovo TILM JOSA Sol. Trabalho: pm) com . . - 85-102% grapny
(MC) diluicio em N ESI (+) e coluna de Gradiente: 0 min: A, 1216 (2009)
; Evaporagéo: 50 °C MRM 20% de A; 9 min: 6810-6815
H,O:MeOH guarda C18 . L
(11, V) (7.5 mm x 4,6 60% de A; 10 min:
1, i ) ) 0 . o
(estocagem: 4 Reconstitui¢éo: extrato (pH mm, 5 pm) 100% de A; 13 min:

°C, por periodo
de 3 semanas)

= 9) diluido e acidificado
com 250 pL de 10 mmol/L
de FOA em H,0 (v/v).
Filtragdo

100% de A; 14 min:

20% de A; 23 min:
20% de A, todos a
1 mL/min
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Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e P Coluna . Recuperacao contaminadas Referéncia
CYe analitica Movel -1
reconstituicdo (ugkg™)
Alimentos em geral
Extracao: ultrassom 5 min
Adicdo de 5 mL de EtOH.
. Agitacdo por 1 min e
Sl(z)lbgsmfr;]ﬁ' centrifugagéo por 15 min a A: 1% (viv) de
em NlllegOH 3500 G. Transferéncia do HOAc em H,0O
(estocagem: - sobrenadante. Adigdo de 5
25 0C gor u'm mL de EtOH ao precipitado B: 1% (v/v) de
erl’od(f de no restante. Agitagéo e HOAc em MeOH
p MaXImo 3 centrifugacgéo.
ERI. JOSA meses) Transferéncia do C18 XTerral  Gradiente: fluxo de
TIL’M TIL ' sobrenadante. LC-QToF MS (150 mm 0,3 mL/min 0-2,7 Em 20 amostras:  Journal of Food
. : ’ . Centrifugacao por 5 min a x2,1mm,5 min: modo 1000 Composition and
Peixe NIIEESPEISePI ROX Slozl. Tr;o\mbilt;z. 1300 G. Transferéncia de MRM pm) de fase isocratico de 20% 77-109% nenhuma Analysis 34
(MC) E’Rluégl mL 5 mL do sobrenadante reversa a 25 de B; 2,7-4 min: contaminada (2014) 153-162
de’ ES“SI e °C gradiente convexo
NEOESP| 2 Purificagdo: 3 mL de n- até 80% de B; 4-
/mL de TiL e hexano . Agitagao por 30 10,5 min: modo
llgl /mL de s. Camada superior (n- isocratico de 80%
TIL&ge JOSA hexano) descartada de B; 10,5-16 min:
4 ua/ml de : gradiente concavo
ugROX Evaporacao: centrifuga até 20% de B
concentradora, a 60 °C
Reconstituicdo: 1 mL de
H,O:MeOH (8:2, v/v)
Extracdo: 17 mL de 0,3%
de acido metafosférico /
MeOH (7:3, vIv). F|It~raga0 A: solugo aquosa
em funil de sucg¢éo.
. o 0,02% (v/v) de
Sol. Estoque: Evaporador rotatério TEA
1000 pg/mL Hypurity Elite .
em MeOI—! Punﬂce}gao: SPE Elut SCX C18 (250 mm B: 0,02% TFA e
ESPI, TIL, (estocagem: 4 (condicionado com 5 mL .
. LC-MS X 4,6 mm, 5 ACN (6:4, viv). Journal of
OLE, ERI, °C, por até 4 de MeOH e 10 mL de um) com Chromatography
=~ -030, —
Ave TiLM e ROX meses) KHPO. 0,1 M (pH=4.4)). £ 4y g colunade  Gradiente: 70-91% 56-93% A, 959 (2002)
KITA Lavagem com 10 mL de ol
i MRM guarda C18 de B em 12 min; 131-141
(MC) Sol. Trabalho:  H,O e 3 mL de K;HPO, 0,1 (10 mm x 4 100% em 12 1 min
em 0,02% TFA M (pH = 9). Eluigao (10 mL 2 o
mm) mantendo até

(pH = 4)/ACN
(70:30)

de MeOH)

Evaporacao: evaporador
rotatério a 45 °C
Reconstitui¢cdo: 1 mL de
0,02% TFA/ACN (7:3, viv)

20min; retorno a
condic&o inicial em
2 min
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Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e P Coluna . Recuperacao contaminadas Referéncia
CYe analitica Mével -1
reconstituicdo (ugkg™)
Alimentos em geral
Extracdo: 2 mL de solucéo
tampéo (33,46 g de
K2HPO43H20 e 1046 g
KH,PO, em 1000 mL de
H,0, pH = 8) e 10 mL de
cloroférmio. Agitador
rotacional por 15 min, 100
Sol. Estoque: rev./min Centrifugacéo por LC-ABZ
TIL, TILM e em MeOI—! lQ min_, 400 G. Qamada LC-MS/MS SL_JpeIcosiI ACN/MeOH/1% Journal of
Bov. ERI ROX (estocagerp. 4 inferior (clorofqrmlo) microbore TFA (60:20:20 Chromatography
(MC) °C, por periodo recuperada e filtrada MRM (300 mmx 1 VIVIv) ’ A, 926 (2001)
menor que 1 mm, 5 um) de 97-104
més) Purificag&o: SPE (coluna fase reversa
de diol, previamente
condicionada com 1 mL de
cloroférmio). Depois do
carregamento da coluna,
lavagem com 0,5 mL de
cloroférmio e 2 x 0,5 mL de
H0. Eluicdo com 3 x 0,2
mL de acetato de amdnio
0,1 M/MeOH (50:50, v/v)
A: MeOH
B: tampéo formitato aEmn;s%gg'
ESPI Extracdo: 12 g de EDTA. (0,1%f(v/v) de I;OA ’
! Homogeneizacdo com em formitato de
TROL, ERI, . pildo até formar massa amodnio 5 mM) 2 ,amostra§ de
TILM, CLA, Sol. Estoque: seca (aproximadamente 15 figado suino
KITA, 1000 pg/mL min). Extracéo acelerada LC-MS/MS Hype(rsil Gold Gradiente: 0 min: c?ntend)o TIL A Journal of A
Bov. e MIDE, em MeOH . . C18 (100 mm . : <38,8)el Chromatography
suino JOSA, AZI ROX (estocagem: 2- de solvente Dionex 200 ESI(+) e x2,1mm,5 BOIAZE()70/I_3/0,'qu.x§. > 75% contendo TILM B, 897 (2012)
e TIL 4°C, por até 6 £ o MRM um), a 35 °C e E/Am"/‘)' (54,1) 64— 71
(MC) meses) vaporagao: 45 °C mlr\. 5 95_, _
fluxo: 0.25 mL/min); 2 amostras de
o Reconstituicdo: 1 mL da 15,1 min: B/A .
utros carne bovina

fase movel. Filtracéo

(70/30, fluxo: 0.4

mL/min); 20 min:

B/A (70/30, fluxo:
0.4 mL/min)

contendo ERI
(63,2)
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Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e P Coluna . Recuperacao contaminadas Referéncia
CYe analitica Movel -1
reconstituicdo (ugkg™)
Alimentos em geral
Extracdo: 5 mL de tampéao
borato de sédio e 5 mL de
acetato de etila. 30 min de
agitacdo. Centrifugacgéo (5
min, 4 °C e 9000 G).
Transferéncia do
sobrenadante. Adlga_o de5 A: ACN
. mL de acetato de etila ao
Slcz)lbgsto/qrﬁﬁ. residuo. Transferéncia do B: 0,1% (vv) de
AZI, TULA, em hjlles?lOH sobrenadante. Evaporagéo FOA em H,0
TILM, ERI, (estocagem: 4 S LC-MS/MS Zorbax SB- .
Bov., p Reconstitui¢do: 2 mL de . . -~ Food Chemistry
p KITA, ESPI, °C, por até 6 Aq C18 (150  Gradiente: 0-5 min:
Zu;\n/g JOSA, ROX meses) 20% é\\é/i\é)zigedﬁigxgr?omo- ESI(+) e mm x 2,1 10-60% de A; 5-7 60,7-100,3% 208 (22%2) 169-
e CLA MRM mm, 3,5 um) min: 60-45% de A;
(MC) Sol. Trabalho: e a 7-7,01 min: 45-10%
100 pg/mL em Purificagdo: SPE MISP'O de A; 7,01-15 min:
ACN Lavagem com 1 mL de 5% 10% de A.. a 35 °C.
(vIv) de MeOH em H,0. Fluxo: 0,25 mL/min
Eluicéo (1 mL de 5% (v/v) T
de amdnia em MeOH).
Evaporacéo
Reconstituicdo: 1 mL de
20% (v/v) de MeOH em
H,0 (0,1% (v/v) de FOA)
Extragdo: 8 mL de 0,1%
(v/v) de FOA em ACN:H,O
MARBO, (8:2) + 0,5 mL de EDTA
NOR, 0,1 M. Misturador rotatério A: MeOH:ACN (8:2,
CIPRO, Sol. Estoque: (20 min). Sonicacéo (15 viv)
ENRO, 1000 pg/mL min) ®
DANO, em MeOH H*;'g 18 B: 0,1% (VIv) de
DIFLO, CIPRO (estocagem: - Purificagéo: Centrifugagao LC-MS/MS 21 mm. 2.7 FOA em H,0 Analytical
ovo NAL, A. D8 e 18 °C, por a4 °C, 15000 rpm por 10 um) com Methods, 6
OXO e FLU ROX periodo menor min Cartucho (0,5 g de ESI(+) e coluna de Gradiente: 0-2 min: (2014) 3034—
(QN) que 6 meses) Na,SO,). Passagem em MRM uarda (4 mm 5% de A; 12-25 3045
Hybrid SPE. Eluicdo com 1 9 5 min: 95% de A; 25-
ERI, TILM, Sol. Trabalho: mL de 0,1% (v/v) de FOA X 2 mm) 33 min: 5% de A, a
JOSA, AZI em MeOH em ACN 40 °C. Fluxo: 0,25
eTIL mL/min
(MC) Evaporagéo: 45 °C

Reconstitui¢éo:
MeOH:ACN (8:2)
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Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e P Coluna . Recuperacao contaminadas Referéncia
reconstituicdo analitica Movel (Mokg™)
Alimentos em geral
A: 0,1%(v/v) de
FOA em H,O
. B: 0,1% (v/v) de
Sol. Estoque:
1000 pg/mL bolai FOA em ACN
em MeOH . olaris C18 )
TIL, TROL, (estocagem: - Extracdo: 8 mL de ACN. LC-MS/MS (100 mm x 2 Gradiente: 75% de Journal of
ERI, ROX, 70 °C) ’ Agitacéo por 1 min Adigdo mm, 3 pm) A (1 min, 3 Separation
Leite ESPI, OLE de 0,8 g de Na,SO,4, 0,2 g ESI (+) com coluna mL/min); 50% de A 74-104% Science, 38
e CLA Solugo de NaCl e 0,4 de K,COs. MRM de guardado  (9,5min, 3mL/min); (2015), 3743-
(MC) trabalho: em Centrifugagéo mesmo 5% de A (9,6 min, 3750
ACN/HZO. 1:3 material 3m_L/min); 5% (20
viv) - min, 3mL/min);
75% de A (10,1
min, 3mL/min);
manutencao até 20
min
2 porcdes de 1 g (ndo
fortificada e fortificada)
Extracdo: 8 mL de H,O e A: 0,1% (v/v) de
agitacdo. 30 mL de 0,1% FOA em H,0O com
(v/v) de FOA em ACN e 0,5 mM de formiato
agitacdo. 4 g de Na;SO,, 1 de amdnio
g de NaCl, 1 g de citrato
trissodico dihidrato e 0,5 g . B: 0,1% (v/v) de
de citrato sesqui-hidratado. Acqlg?lSBEH FOA em MeOH
Sol. Estoque: Agitacdo e centrifugacéo (100 mm x com 0,5 mM de
Leite, 160_1000 ' por 10 min a 4000 G 21 mm. 1.7 formiato de amonio Food Additives &
bov., 105 analitos g/mL LC-MS/MS ’Hm) cc’)m’ Contaminants:
peixe, (MC e QN) (estL(l)cage}n' ) Purificag8o: 6 mL dos coluna de Gradiente: 0-0,5 Part A,, 35
ovo 80 °C) ’ sobrenadantesem tubos guarda do min: 5% de B; 0,5- (2018), 646-660
comNa,SO,, PSA e C18 mesmo 2,5 min: 35% de B;
(900/50/150 mg). Agitacao material 2,5-10 min: 100%

e centrifugacao

Evaporagdo: 3 mL dos
sobrenadantes a 50 ° C
Reconstitui¢do: H,O-
MeOH (85:15, v/v).
Centrifugacao por 10 min a
17000 G.

de B; 10-12 min:
100% de B; 12-
12,5 min: 5% de B;
12,5-16 min: 5% de
B. Fluxo: 0,4
mL/min
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Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e analitica Coluna Movel Recuperacao contaminadas Referéncia
reconstituicéo (ugkg™)
Alimentos de Transic&o
Extragdo: 3 mL de acido
orto-fosférico (50 mM, pH
= 3):ACN (20:80, v/v). A: H,O com 0,1%
Agitacdo e centrifuga por 6 (v/v) de TFA
min, a 4 °C e 13600 G.
Sol. Estoque: Evaporagéo do B: ACN com 0,1%
100 pg/mL em sobrenadante (v/v) de TFA
MeOH Mediterranea
CIPRO, (estocagem: 4 Reconstitui¢do: 2 mL de Seal8 (250 C: MeOH N&o foram
ENRO, °C, por periodo  tampéo fosfato (50 mM, pH mm x 4.6 encontrados
Alim. DANO, menor que 1 =74) LC-FLD mm. 3 ;n) Gradiente: 26% de residuos acima Food Chemistry,
de MARBO, LOME mes) Com'col‘tna Be 0% de C (17,5 92-106% do limite de 127 (2011),
Tran. NOR e Purificag&o: cartuchos de quarda min, 0,5 mL/min); deciséo nas 1354-1360
SARA Para validagdo  MISP (condicionado com 1 ClB%lO mm 26% de B e 0% de amostras
(QN) 7 niveis de mL de MeOH e 2 mL de X 3,2 mm) C (0,5 min, 1 analisadas
fortificacdo H,0). Carregar cartucho. ' mL/min); 26-50%
entre 8 e 2000 Lavagem com H,O (3 x 1 de B e 0-10% de C
ua/kg mL), ACN (2x1mL)e (0,5 min, 1
solucéo de ACN/tampéo mL/min); 50% de B
fosfato (10:90, v/iv)(2 x 1 e 10% de C (5min,
mL). Elui¢éo (2 x 1 mL) de 1 mL/min)
3% (v/v) de FOA em
MeOH (v/v)
. LC-FLD: &cido orto-
Somentetrdac;]ssgalgentos de fosforico (25 mM,
¢ LC-FLD: pH = 3) (A); ACN
Sol. Estoque: Fortificag&o: 100 g de AQUATM (B) e MeOH (C)
: C18 (250 mm
100 pg/mL em amostra homogeneizada. 4.6 mm. 5 LC-MS/MS: 0.2%
MeOH Adicao de solugbes de ’ ' " (_)
CIPRO (estocagem: 4 FQN em quatro niveis, cuorITJ)nc;Og]e ()(vl/‘\’? (dve}v';a: égA Em 22 amostras:
Alim. ' °C, por periodo entre 40 e 193 pg/kg. LC-FLD e =70 ’
ENRO, - guarda C18 em ACN (B) 93-108% Journal of
de menor que 1 Adicao de 150 pg/kg de LC-MS/MS
Tran DANO, LOME més) LOME. Estocagem: -20 °C (4mmx3 (exceto 1 amostra de Chromatography
e férrﬁ NOR e ' até ugo ’ ESI (+) e mm,5 pum) Gradiente: 5-25% ENRO, 69- frango contendo A, 1217 (2010),
Inf ’ SARA Para validacio MRM de B (4 min, 0,3 73%) ENRO (valor 605-613
: (QN) S miveis d9e Extragéo: PLE LC-MS/MS:  mL/min); 25-80% médio 3,0)
fortificagao ’ Acquity C18 de B (3,5 min, 0,3
entre 25 e Reconstituicdo: 1 mL de L(leolz)cmBanE')_(' mL/r?lln%;igozf)?’de B
P000ughg  dcido Zts?g;;fg,'\f‘(’gﬁ s 21mm, 17  mUmin); 5% de B
P ; L pum) (0,5min 0,3

v/v) e filtrado em fibras de
vidro

mL/min); 5% de B
(3 min, 0,3 mL/min)
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Extracéo, purificagéo, Técnica Fase Amostras
Matriz Analito PI Estabilidade evaporacao e analitica Coluna Movel Recuperacao contaminadas Referéncia
reconstituicdo (Mokg™)
Alimentos de transicao
Extragdo A: 5 mL de H,O. I’E:rgrg]lu; r?r%‘;t;zf
MARBO Agitacdo. Adi¢do de 15 mL W
ENRO ' Sol. Estoque: de ACN (1% FOA, v/v). A: MeOH oxifenda’zoI’
DANO‘ 200-300 pg/mL  Agitador rota_t(’)rio (} h., 50 (26,2):
DIFLO’, em MeOH rpm). Centrlfugagf?\o (19 B: 0,05% (v/v) de 19 analitos tiaben’da’zol,
Alim. SARA, FLU (estggézg(]:em: ) réllnla 58%0 rprr;)). Fllt(;a(;ao UPLC Acquity UPLC FOA em H0 tiveram trimetoprima e
de e A. OXO ) e 1 mL do sobrenadante MS/Mé BEH C18 Gradiente: recuperagéo albendazol (< Food Chemistry,
t;gprﬁ? (QN); Sol. Trabalho: Exgragéo B: 10 mL de ACN 2(11021$m1x7 decréoscimo Iineaor fg(tJr;)?p%Ii CameS;’OJ)osA, 12312733115%
Inf. TIL, TILM, 10 pg/mL em 1% HOAc, v/y).~ Agitacédo ESI (+) um) de ,90A) _de B a 0% método “Fenbendazol,
ERI e JOSA MeOH . por 1 min Adigdo de 4 g ae s min, .manter QUEChERS sulfaquinoxalina,
(MC) (estocagem: - MgSQ4 e} gde NaOAc. por 1,5 min; re‘to_rno levamisol e
20 °C, por até Agitacéo 1 mln)_e a condigdo !n|C|aI sulfadimidina (<
outros 3 semanas) centrifugagao (5 min, a em 1 min 10,0): TILM
5000 rpm). Filtragéo de 1 23 4’) 'i'IL 24,1
mL da camada de ACN ’ e725 2) '
A: 0,1% (v/v) de Em 93 amostras:
FOA e formitato de Carne: TILM
Extragdo: 10 mL de amonio 4 mM em (22,34); TIL
ACN/H20 (84/16, v/v) com Thermo H,O (15,81)
1% (v/v) de HOAc. Accucore C- fenbendazol
Agitacdo. Adicéo de 6 g de 18 aQ (100 B: 0,1% (v/v) de (4,90); levamisol
Alim. . Na2S04 e 1_,45~g de UHPLC-Q- mm x 2.1 FOAAe_formltato de ) (3,6_7) -
de 75 d‘ro,gas Sol. Estoque: N{:\OAc.NAgltagao e Orbitrap-MS mm, 2,6 um) aménio 4 mM em Férmula infantil: Journal of
tran. e veterinarias 100-300 pg/mL  centrifugagéo por 5 min a COTT’1 c’oluna MeOH 70.8-110 7% albendazol Chromatography
f6rm (incluindo em MeOH ou 2264 G e 4 °C. 200 pL do ESI (+) e de guarda ' ' (1,45), A, 1347 (2014),
inf. MC e QN) ACN sobrenadante transferido ESI () Accucore C- Gradiente: 100% trimetoprima 122-128
' para vial. Adicdo de 300 18 aQ (10 de A (0 min); 100% (4,97),
UL MeOH e 500 pL de mm x 2.1 de A (1 min); 0% oxfendazol
tampao formitato de mm) ’ de A (7 min); 0% (21,0),
amonio 8 mM. Agitacdo e de A (12 min); tilmicosina
filtragcéo 100% de A (13 (16,53),
min), 100% de A tiabendazol
(15 min) (3,04)

Legenda: acetato de sddio (NaOAc), acetonitrila (ACN), acido acético (HOAc), acido férmico (FOA), acido nalidixico (NAL), acido oxolinico (A. OX0O), acido pipemidico (A.

PIPE),

acido tricloroacético (TCA), acido trifluoroacético (TFA), alimento de transicdo (alim. de tran.) amina primaria secundaria (PSA), azitromicina (AZIl), bovino (bov.),

ciprofloxacina (CIPRO), ciprofloxacina deuterada (CIPRO D8), claritromicina (CLA), danofloxacina (DANO), difloxacina, (DIFLO), enrofloxacina (ENRO), eritromicina (ERI),
espiramicina (ESPI), etanol (EtOH), extragdo por fase soélida (SPE), extracdo por liquido pressurizado (PLE), fleroxacina (FLERO), flumequina (FLU), férmula infantil (form.
Inf.), josamicina (JOSA), kitamicina (KITA), levofloxacina (LEVO), lomefloxacina (LOME), macrolideos (MC); marbofloxacina (MARBO), metanol (MeOH), midecamicina
(MIDE), monitoramento de reac¢des mdultiplas (MRM), moxifloxacina (MOX), neoespiramicina (NEO ESPI), norfloxacina (NOR), ofloxacina (OFL), oleandomicina (OLE),
pefloxacina (PEFLO), quinolonas (QN), roxitromicina (ROX), sarafloxacina (SARA), tilmicosina (TILM), tilosina (TIL), troleandomicina (TROL), tulatromicina (TULA).



