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RESUMO

Os iondforos poliéteres sdo antibidticos usados para prevenir a coccidiose em frangos de
corte, sendo a lasalocida (LAS), monensina (MON), senduramicina (SEN), narasina (NAR),
salinomicina (SAL) e a maduramicina (MAD) registradas para essa finalidade no Brasil. Este
estudo descreve o desenvolvimento de um método para a determinagdo de residuos dos seis
ion6foros poliéteres (LAS, MAD, MON, NAR, SAL e SEN) em carne de frango,
empregando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (LC-MS/MS). A técnica de ionizagdo empregada foi o eletrospray (ESI)
positivo, no modo de aquisicdo de monitoramento de reacdes multiplas (MRM). Diferentes
experimentos de extragdo e purificagdo foram avaliados € 0 que apresentou os melhores
resultados tanto de recuperacdo quanto de desvio padrédo relativo foi o referente a extracdo
com acetonitrila e purificagdo com o sorvente de Amina Priméria e Secundéria (PSA), com
recuperacOes entre 60 % e 93 % e desvios padrdo relativos entre 3 % e 7 %. O método
demonstrou responder de forma linear, nas faixas de concentra¢do estudadas, para todos os
analitos. A fim de verificar a aplicabilidade do método foram analisadas 13 amostras de peito
de frango de marcas comercializadas no Rio de Janeiro e nenhuma apresentou residuos de
NAR e SEN e 6 foram consideradas contaminadas por LAS, MAD, MON e SAL, mas com
concentracOes inferiores aos Limites Méximos de Residuos preconizados tanto pelo Codex
Alimentarius quanto pela Unido Europeia. O método proposto podera ser aplicado em analises
de rotina ap6s a validagdo, permitindo a avaliagao da conformidade de amostras de carne de
frango e ser disponibilizado para o Programa de Analise de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet) da Anvisa, contribuindo para agdes

de vigilancia sanitaria.

Palavras-chave: Medicamentos veterinarios. Residuos. londforos poliéteres. Frango. LC—

MS/MS.



ABSTRACT

Polyether ionophores are antibiotics used to prevent coccidiosis in broiler chickens, with
lasalocid (LAS), monensin (MON), senduramicin (SEN), narasin (NAR), salinomycin (SAL)
and maduramicin (MAD) being registered for this purpose in Brazil. This study describes the
development of a method for determining residues of the six polyether ionophores (LAS,
MAD, MON, NAR, SAL and SEN) in poultry meat employing the technique high
performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The
ionization technique was positive electrospray (ESI) in the multiple reaction monitoring
acquisition mode (MRM). Different extraction and clean-up experiments were evaluated and
the one that presented the best results of both relative standard deviation and recovery was
that about extraction with acetonitrile and clean-up with primary secondary amine (PSA)
sorbent, with recoveries between 60 % and 93 % and relative standard deviations between 3
% and 7 %. The method was found to be linear in the studied concentration ranges for all
analytes. In order to verify the applicability of the method 13 samples of chicken breast of
brands marketed in Rio de Janeiro were analyzed and none of them presented NAR and SEN
residues and 6 were considered contaminated by LAS, MAD, MON and SAL, but with
concentrations below the Maximum Residue Limits recommended by both Codex
Alimentarius and European Union. The proposed method may be applied in routine analysis
after validation, allowing the assessment of conformity of chicken meat samples and made
available to the Analyses Program of Veterinary Drug Residues in Food of Animal Origem,
(PAMVet) from Anvisa, contributing to health surveillance actions.

Keywords: Veterinary Medicines. Residues. Polyether ionophores. Chicken. LC-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

Por ser uma excelente fonte de aminoacidos, minerais e vitaminas do complexo B e ter
precos acessiveis para as classes de menor renda, a carne de frango vem conquistando
mercado ano a ano, com projecdes de crescimento até 2019. Atualmente 70% da producéo é
destinada ao mercado interno e 30% para a exportacdo, sendo o Brasil o maior exportador de
carne de frango do mundo e o 3° maior produtor, produzindo 12.645.000 toneladas em 2012
(BRASIL, 2014a; UBABEF, 2014).

A selecdo genética, a evolucdo no tratamento e a dieta calculada para satisfazer a
demanda corporal melhoraram o ritmo do ganho de peso do animal, mas o uso de hormdénios
é equivocadamente dito, por 72% dos consumidores brasileiros, como causa do aumento da
producdo de carne de frango, acreditando que correm o risco de ingerirem essas substancias.
Na realidade, antibi6ticos e ndo horménios sdo utilizados, e o risco de ingestdo de seus
residuos, evidencia a importancia das autoridades sanitarias em controlar os produtos que
podem ser utilizados, pois a resisténcia a antibidticos esta crescendo, podendo levar a situacdo
de morte por infecgdes simples (OLIVEIRA; BONFANTI, 2014).

1.1 IONOFOROS POLIETERES

Os iondforos poliéteres (IP) sdo antibidticos produzidos por fermentacdo de
Streptomyces spp e Actinomadura spp sendo usados como aditivos alimentares em frangos, a
fim de prevenir a coccidiose, doenca causada por protozoarios do género Eimeria, que passam
grande parte da vida alojados no trato intestinal dos animais. Por ser comum o uso desses
antibidticos na alimentacdo de frangos, devem ser regulados para que seus residuos nao
ultrapassem os limites aceitaveis para a ingestdo humana (DUBOIS; PIERRET;
DELAHAUT, 2004; COMISSAO EUROPEIA, 2003).

Entre os iondforos poliéteres autorizados como aditivos antimicrobianos no Brasil na
alimentacéo de aves estdo a monensina (MON), a senduramicina (SEN), a lasalocida (LAS), a
maduramicina (MAD), a narasina (NAR) e a salinomicina (SAL), que em doses
subterapéuticas contribuem para o ganho de peso em frangos (SPISSO, 2010; MOLONEY et
al, 2012; BRASIL, 2013). Possuem massa molecular entre 613 e 940 u e suas estruturas
incluem grupamentos &cido carboxilico terminal e hidroxila na outra extremidade da cadeia,

formando complexos ciclicos com cétions, principalmente o sédio, devido a formacdo de
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pontes de hidrogénios nas suas extremidades. A figura 1 apresenta as estruturas quimicas dos
ionoforos poliéteres. Por possuirem habilidade de atravessar as membranas biolégicas, atuam
no transporte de fons na membrana celular, interferindo no gradiente de concentragdo Na'/K",
no balanco celular normal dos ions, no pH, na peroxidacdo dos lipidios e na membrana
plasmatica (DUBOIS; PIERRET; DELAHAUT, 2004; PEREIRA, 2013). O seu principal
efeito metabdlico estd na alteracdo do transporte de ions pela membrana celular agindo de
maneira seletiva para bactérias e protozoarios (NOVILLA, 2007; HUCZYNSKI, 2012).

Os iondforos poliéteres sdo considerados seguros quando usados nas espécies alvos e
na dosagem recomendada, sendo toxicos quando ha ingestdo excessiva devido a erros na
mistura da droga com a ragdo, engano no calculo das dosagens, utilizacdo em espécies mais
suscetiveis ou devido a associacdo com drogas que potencializam seus efeitos. As lesdes
associadas sdo caracterizadas como degenerativas nos musculos esqueléticos e no miocardio
(PEREIRA, 2013; NOGUEIRA; FRANCA,; PEIXOTO, 2009). A interagdo com outras
substancias pode potencializar o efeito de varios iondforos por retardar a sua eliminacgdo pelo
animal. O tiamulim, antibiético diterpeno  semi-sintético, retarda a eliminacdo da
salinomicina e causa intoxicacdo mesmo se ambos os componentes forem utilizados nas
dosagens recomendadas. A ingestdo de monensina por frangos que receberam tiamulim na
agua ou por via intramuscular causou sinais de intoxicacdo como anorexia, diminuicdo no
ganho de peso e aumento nos niveis de aspartato amino transferase, alanina amino transferase
e creatinocinase, indicando enfermidade hepatica e muscular. O inicio dos sinais clinicos
depende das concentracdes dos ionoforos, variando entre 6 a 24 horas e 2 semanas ou mais.
Por serem lipidios sollveis e a intensidade dos sintomas ser dose dependente, pode haver uma
longa eliminacdo dos ion6foros ou uma longa reparacao tecidual. A intoxicacgdo por ionéforos
pode causar morte rapida, em 7 horas ou ter uma evolugédo cronica com sinais de insuficiéncia
cardiaca congestiva (NOGUEIRA; FRANCA,; PEIXOTO, 2009).
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Figura 1- Estrutura quimica dos antibiéticos ion6foros poliéteres

OCH,

07 "CH;

Salinomicina Narasina

1.2 IONOFOROS COCCIDIOSTATICOS: REGULAMENTACAO E PROGRAMAS DE
MONITORAMENTO

De acordo com a lei 9782/99 cabe a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa) fiscalizar, entre outros, os alimentos oferecidos ao consumo humano e os residuos de
medicamentos veterinarios, de modo a intervir nos provaveis danos ou riscos a salde da
populacdo (BRASIL, 1999). A agéncia também é responsavel por estabelecer no Brasil os
Limites Méaximos de Residuos (LMR) de substancias autorizadas em animais produtores de
alimentos, que é a concentracdo maxima de residuos permitida legalmente ou que se
reconheca como admissivel em um alimento (BRASIL, 2001). Estes limites sdo determinados
a partir de estudos toxicoldgicos que podem ser de curto ou médio prazo e as conclusfes sdo
analisadas para que se possa determinar os LMR.

As concentracdes dos residuos de medicamentos veterinarios podem variar
dependendo do tecido analisado. Em geral, as concentracGes sdao maiores em tecidos de
estocagem, como 0 adiposo, e em 0rgaos responsaveis pela metabolizacéo e excrecdo, como o
figado e os rins. Os LMR isolados relativos a diferentes tecidos devem refletir a cinética de
deplecdo dos residuos nesses tecidos nas espécies animais destinadas ao consumo, sendo
necessario um método analitico com limite de quantificacdo inferior ao LMR e aplicacéo dos
valores de consumo diario humano (COMUNIDADE EUROPEIA, 2001).
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Em caso de ndo haver legislagdo nacional que referencie o LMR da substancia a ser
pesquisada, sdo utilizados os valores harmonizados pelo Mercosul e internalizados pelos
paises, os recomendados pelo Codex Alimentarius, 0s constantes nas diretivas da Unido
Europeia e os utilizados pela Agéncia Reguladora de Medicamentos e Alimentos dos Estados
Unidos (FDA) (BRASIL, 2014b). A tabela 1 apresenta os LMR dos IP adotados em musculo
de frango por diferentes autoridades regulatdrias.

Tabela 1. Valores de LMR para musculo de frango estabelecidos por diferentes autoridades regulatorias.

LMR em
Coccidiostaticos Referéncia musculo de
frango
(L9/Kg)
UE (EUROPEAN COMISSION, 2010) 10
Lasalocida Autralia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY 100
MEDICINES AUTHORITY, 2012)
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2014) 240
Autralia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY 100
Maduramicina MEDICINES AUTHORITY, 2012)
UE (REGULAMENTO DE EXECUQAO N° 388, 19 DE ABRIL 30
DE 2011)
Codex Alimentarius (COMISION DEL CODEX 10
Monensina ALIMENTARIUS, 2012)
Canadd (HEALTH CANADA, 2014). 50
Codex Alimentarius (COMISION DEL CODEX 15
ALIMENTARIUS, 2012)
Narasina Autralia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY 100
MEDICINES AUTHORITY, 2012)
Canada (HEALTH CANADA, 2014). 50
Autralia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY 100
Salinomicina MEDICINES AUTHORITY, 2012)
UE (EUROPEAN COMISSION, 2010). 5
EUA (CODE OF FEDERAL REGULATIONS, 2014) 130
Senduramicina Autralia (AUSTRALIAN PESTICIDES AND VETERINARY 50

MEDICINES AUTHORITY, 2012)

Uma proposta de ag¢do de vigilancia sanitdria denominada “Medicamentos
Veterinarios x Saude Publica” que possuia entre os objetivos 0 monitoramento de residuos em
alimentos e da resisténcia microbiana foi elaborada por um grupo de trabalho (GT) criado
pela Anvisa em 2000. Entre as propostas, sugeriu-se a criacdo do Programa de Analise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet). O
PAMVet foi instituido pela Resolucdo RDC n° 253, de 16 de setembro de 2003,
operacionalizando a competéncia legal da Anvisa de controlar e fiscalizar os residuos de
medicamentos veterinarios (BRASIL, 2014c). Ja o Plano Nacional de Controle de Residuos e

Contaminantes (PNCRC), no ambito do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
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(MAPA), que foi implantado pela Instrugdo Normativa SDA n° 42, de 20 de dezembro de
1999, tinha o objetivo de melhorar a producdo e a qualidade dos produtos de origem animal
ofertados aos brasileiros e ao comércio internacional de alimentos (BRASIL, 2014d).

Os alimentos a serem analisados pelo PAMVet pelo critério de consumo alimentar
sdo: leite bovino, carne de frango, carne suina, pescado, ovo de galinha e mel de abelha. Os
medicamentos veterinarios selecionados foram aqueles que deixam residuos nos alimentos,
cujos residuos conferem risco a saude publica, que apresentam alto potencial de exposicao
quando utilizados na medicina veterinaria e para as quais hd metodologia analitica confiavel,
sensivel, pratica e de custo acessivel para o programa de controle. De acordo com o
cronograma, a meta era avaliar carne de frango no segundo ano do programa, mas até o
momento essa matriz ndo foi avaliada. O dltimo relatorio, do ano de 2006-2007, 5° e 6° ano
de atividades, apresentou os resultados somente sobre a presenca de residuos em leite exposto
ao consumo (BRASIL, 2009).

No Parana, o Programa Estadual de Controle de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos de Origem Animal, o PAMVet-PR, efetuou em 2005 um
levantamento dos principais medicamentos veterinarios comercializados para frangos de corte
no estado e o resultado mostrou que a fluoroquinolona e os ion6foros eram o0s mais utilizados
(PAMVet-PR, 2005).

Em relagdo ao subprograma de monitoramento de carne de aves do PNCRC em 2013
foram realizadas anélises de 511 amostras para anticoccidianos, encontrando no total 2 nao
conformidades, ou seja, concentracdes acima do limite maximo permitido, no caso para a
substancia nicarbazina. Nenhuma amostra apresentou residuos de ionéforos poléteres acima
dos LMR adotados pelo MAPA (BRASIL, 2014e).

1.3 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE
MEDICAMENTOS VETERINARIOS

Atendendo a necessidade de verificacdo do cumprimento da legislacdo, métodos
analiticos mais eficientes com capacidade de identificar e quantificar analitos em baixas
concentragfes tém sido desenvolvidos para determinar residuos de medicamentos
veterinarios, tais como os ionoforos poliéteres, em alimentos (PASCHOAL et al, 2008).

A determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios envolve basicamente

etapas de extracdo e de purificagdo das amostras, a fim de que a menor quantidade de co-
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extrativos como ceras, gorduras e pigmentos estejam presentes no extrato final e néo
interfiram nas analises, contribuindo para a diminuicdo do efeito matriz, e reduziam a
necessidade de manutencdo técnica da instrumentacdo analitica empregada (PRESTES;
ADAIME; ZANELLA, 2011).

De acordo com Clarke e colaboradores (2014), a extragdo por solvente, a purificacdo
com partigdo liquido-liquido e a extracdo por fase solida (EFS) s&o as técnicas de extragao
mais reportadas nas pesquisas para analises de coccidiostaticos. Os autores escreveram que
outros grupos relataram que a cromatografia por imunoafinidade, a extracdo por fluido
supercritico e a impressdao magnética por polimeros moleculares sdo os procedimento de
isolamento mais reportados nas pesquisas.

A tabela 2 apresenta um resumo de alguns meétodos identificados na literatura para a
determinacdo de residuos de iondforos poliéteres em frango por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS), cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) e cromatografia liquida de ultra alta
performance acoplada a espectrometria de massas sequencial (UHPLC-MS/MS). As etapas de
extracdo liquido liquido e de EFS variaram bastante, utilizando acetonitrila e coluna de silica,
Strata X, que € um sorvente polimérico, e octadecilsilano (C18), que € um sorvente
conhecido pela sua habilidade e eficiéncia em reter um grande ndmero de compostos
(MOLONEY et al, 2012; TKACIKOVA; KOZAROVA; MATE, 2010; TKACIKOVA et al,
2012; KIM et al, 2012), metanol e &gua e coluna de C18 (CHENEAU et al, 2007), 4gua com
acido acético e C18 e metanol e a técnica de EFS online (CHANG; SU; CHENG, 2013).
Dubois, Pierret e Delahaut (2004) e Burnett et al (2012) adicionaram Na,SO, para secagem do
extrato e silica na EFS. Stubbings e Bigwood (2009) apresentaram uma avaliacdo comparativa
de 6 métodos de extracdo e 2 de purificacdo.

Todos utilizam a técnica de EFS para o preparo de amostras. Dubois, Pierret e
Delahaut (2004) apresentaram um método de LC-MS/MS com ionizacédo eletrospray (ESI)
como fonte de ionizacdo para determinacdo de 9 coccidiostaticos em ovos e carne de frango,
utilizando acetonitrila e sulfato de sodio para precipitacdo das proteinas. Chéneau e
colaboradores (2007) desenvolveram e validaram um método de LC-MS/MS para estudos de
farmacocinética para determinar a concentragdo de monensina em plasma e tecido de frango.
Moloney e colaboradores (2012) validaram um método para a determinacdo de 20
coccidiostaticos por UHPLC-MS/MS em ovos e musculo de frango, com acetonitrila para

precipitacdo das proteinas. Tkacitova e colaboradores (2012) desenvolveram um estudo para
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determinar o nivel de residuos de lasalocida em tecidos de frango de animais que ingeriram
racdo com 100 mg/kg de lasalocida e periodo de 5 dias de caréncia antes do abate. Burnett e
colaboradores (2012) validaram um método de LC-MS/MS para determinar e confirmar
monensina e narasina em tecido animal. Stubbings e Bigwood (2009) desenvolveram e
validaram um método multiclasse por LC-MS/MS e estudaram seis tipos diferentes de
extracdo e dois tipos de purificacdo. Kim e colaboradores (2012) fizeram uma analise
quantitativa com extracdo simultanea de lincomicina e narasina em carne de frango, leite e
ovos. Chang, Su e Cheng (2013) desenvolveram a técnica de extracdo online acoplada a
cromatografia liquida com espectrometria de massas com sistema de detec¢do de armadilha

de ions (ion trap) para maduramicina em carne de frango.



Tabela 2. Resumo das condigdes analiticas para a determinacdo de residuos de ionoforos poliéteres em frango por LC-MS/MS ou UHPLC-MS/MS dos métodos indentificados

na literatura

Preparo da amostra

Técnica cromatografica

Espectrometria de massas

Referéncias Analitos Quantidade Extragao EFS FE F’as_e movel e AM FI
ténica
Gradiente de agua Micromass
Dubois: Pierret: Coccidiostaticos Desproteinizacdo e ACN cada um Quattro Ultima
Delahal,Jt (2004’) sintéticos, MON, LAS, 5¢9 comACN e silica Cl18 com 0,1% de tandem mass ESI
NAR, SAL e MAD. Na,SO, acido férmico spectrometer
(LC — MS/MS) P
Desproteinizagdo Gradiente de agua
x e ACN cada um .
Chéneau et al. (2007) MON 29 com SO“,J?aO C18 C18 com 0,1% de PE Sciex API ESI
metanol:agua cido formi 2000
(87:13, vIv) acido férmico
e (LC — MS/MS)
Coccidiostéticos "
sintéticos,laidlomicina, Desproteinizacio ﬁgusofnﬁacllzl/cgga Waters Quattro
Moloney etal. (2012)  SEN, LAS, MON, SAL, 59 P §0  Silica cg ~ umcom®u,.v Premier  triple ESI
NAR MAD com ACN acido formico uadrupole
’ ' (UHPLC-MS/Ms)  duadrup
Metanol:agua:
, . . S acido acético MicroMass
E(()iglrlf)?/\?i\/lété (010) MAD 24 Eoer;p’fée,\'l”'za@ao Strata-X C18  glacial (900:99:1, Quattro Micro  ESI
' ' viviv)( LC-MS) triple quadrupole
Metanol:agua MicroMass
desionizada: Quattro Micro
Desproteinizacéo acido acético spectrometer
Tkécikova et al. (2012) LAS 29 com ACN. Strata-X C18 glacial (900:99:1, with atriple- ESI
vIVIV) quadrupole mass
(LC-MS) analyser
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Continuacéo da tabela 2

Referéncias Analitos Preparo da amostra Técnica cromatogréafica Espectrometria de massas

Quantidade Extracdo EFS FE Fase movel AM FI

Desproteinizacéo

X Agua com &cido
com isooctano,

Férmico, ACN

Burnett et al. (2012) NAR e MON 1g ijcetg’g deetilae  Silica C18 com cido QgQ ESI
82504 Formico
Desproteinizacéo
com ACN e
Na,SO4(EL).
Derivados do MgSO4(E2). ACN SAX, NH,,
nitroimidazol, com acido acético PSA  (Cl); Gradiente de agua
Stubbings: Bigwood sghfonamidas,_ _ e Na,SO, (E3) e D-EFS e ACN cada um
(2009) ' ' dinitrocarabanilide, 5¢ com MgSO, (E4).  (PSA,.NH,) C18 com 0,1% de QqQ ESI
MON, MAD, LAS, Agua, ACN, (C2) acido férmico
NAR, Na,SO,4 e (LC-MS/MS)
MgSO,4(E5). ACN
com &cido acético
e Na,SO,e
MgSO,(E6)
Gradiente de agua
e metanol cada
Desproteinizagdo um com 10 mol/L
Kim et al. (2012) Lincomicina e NAR. 29 com ACN C18 C18 de formiato de Qtrap ESI
amonio e 1% de
acido férmico
(LC-MS)
Chang; Su; Cheng. Desproteinizagédo Metanol:agua
(2013). MAD lg com metanol cl8 C18 (98:2, viv) lon trap ESI

(LC-MS/MS)

ACN: acetonitrila. EFS: Extragdo em Fase Solida. FE: Fase Estacionaria. AM: Analisador de Massa. Fl: Fonte de lonizacdo. E1: Experimento 1. E2: Experimento 2. E3:
Experimento 3. E4: Experimento 4. E5: Experimento 5. E6: Experimento 6.
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Devido a maioria dos medicamentos veterinarios e seus produtos de biotransformacéo
serem muito polares, sollveis em agua, ndo volateis ou termicamente labeis, a cromatografia
liquida é a técnica de separacédo escolhida para sua determinacéo.

A simplicidade de execucdo e possibilidade de obtencdo de baixos limites de deteccdo
na analise de residuos de medicamentos veterinarios fizeram a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) com deteccdo por fluorescéncia tornar-se atrativa para analise de
medicamentos veterinarios. Os sistemas de HPLC com deteccdo espectrofotométrica na
regido do ultravioleta-visivel s6 eram aplicaveis com o uso de derivatiza¢cdes, normalmente
pos-coluna. Com a introducdo da técnica de ionizacdo a pressao atmosférica, residuos de
medicamentos veterinarios com alto peso molecular e termosensiveis puderam ser
determinados por LC-MS/MS e no final dos anos 1990 esta passou a ser usada como a
técnica de escolha para analise de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos
(PRESTES et al, 2013). Desde a introducgéo da técnica de ioniza¢do com pressdo atmosférica
(API), a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tem tido grande
importancia no desenvolvimento das analises. A ionizacao por eletrospray (ESI) e a ionizagédo
quimica a pressdao atmosférica (APCI) sdo as mais populares na API. O APCI foi
desenvolvido, pois o ESI ndo era sensivel para substancias quimicas menos polares. Em 2000,
a fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI) emergiu como uma nova técnica de ionizacdo
expandindo a aplicacdo da API para substancias de baixa polaridade ou apolares que
poderiam ser dificilmente detectadas por ESI ou APCI (DIAZ-CRUZ; BARCELO, 2007).

A partir dos anos 2000 a espectrometria de massas de alta resolugdo (HRMS) passou
a ser utilizada amplamente como detector na analise de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos de origem animal permitindo a obtencdo de espectros de massas no
modo de varredura facilitando a identificagdo de substancias, incluindo compostos
desconhecidos (PRESTES et al, 2013).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver um meétodo para a determinacdo de residuos de antibidticos ionoforos
poliéteres em frango, empregando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar diferentes procedimentos de extracao/purificacdo e selecionar o mais
adequado;

. Avaliar os parametros de linearidade e efeito matriz absoluto do método
selecionado;

. Avaliar a aplicabilidade do método em diferentes cortes de musculo de frango;

. Aplicar o método em amostras de peito de frango comercializadas no Rio de

Janeiro.
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METODOLOGIA

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Padroes

Os ionoforos poliéteres utilizados foram: lasalocida, maduramicina, monensina,

narasina, salinomicina e senduramicina. A nigericina foi utilizada como padrdo interno no

método para fins qualitativos, uma vez que possui caracteristicas fisico-quimicas semelhantes

aos iondforos poliéteres em estudo e ndo é utilizada na medicina humana e veterinaria.

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)

nigericina sodica — NIG (Sigma — Aldrich, EUA);

narasina A — NAR (Sigma — Aldrich, EUA);

salinomicina — SAL (Sigma — Aldrich, EUA);

lasalocida A sodica — LAS (Dr. Ehrenstofer, Alemanha);
maduramicina o. de aménio — MAD (Dr. Ehrenstofer, Alemanha);
monensina A sodica hidratada — MON (Dr. Ehrenstofer, Alemanha);
senduramicina sddica — SEN (Phibro Animal Health, EUA).

3.1.2 Reagentes e solventes

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)

acetonitrila (ACN) para cromatografia liquida (J. T. Baker, EUA);

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

acetato de etila 99,5% (Merck, Alemanha);

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

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

metanol (MeOH) para cromatografia liquida (J. T. Baker, EUA);

hexano para cromatografia liquida (Merck, Alemanha);

agua purificada tipo | (Milli-Q);

sulfato de sddio (Na,SO,) anidro para anélise organica de tragos (Merck, Alemanha).
sulfato de magnésio (MgSO,) anidro com pureza igual ou superior a 98% (Merck,

Alemanha).
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QUEChERS Kit. AOAC 2007.01 Method Packet, 6 g de sulfato de magnésio e 1,5 g de
acetato de sddio (Phenomenex, EUA).

QUEChERS dSPE Kit: 1,2 g de sulfato de magnésio, 0,4 mg de amina primaria e
secundaria (PSA) e 0,4 mg de octadecilsilano (C18) (Phenomenex, EUA);

m) Bondesil-PSA, 400M (Varian, EUA);

n)

Nucleosil® 120-5 C18 ( Dartford, UK);

3.1.3 Equipamentos e acessorios

a)

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

coluna cromatografica ACE C18 (2,1 x 50 mm, 3 um de tamanho de particula)
(Advanced Chromatography Technologies, Escdcia);

coluna de guarda ACE C18 (Advanced Chromatography Technologies, Escocia);

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

balanca analitica LP 620P (Sartorius, Alemanha);

modulo de aquecimento/agitacdo com unidade de evaporacdo com nitrogénio React-
Therm 111 (Pierce, EUA);

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

termdmetro digital que compreenda a faixa de 40-55 °C, com resolugéo de 0,1°C;
centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf, EUA);

agitador de tubos tipo vortex (Marconi, Brasil);

mesa agitadora (Marconi, Brasil);

freezer de temperatura ultra-baixa (Revco, EUA);

m) refrigerador (Brastemp, Brasil);

n)

0)

capela de exaustao;

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

3.2.1 Condic¢es cromatograficas e espectrométricas

Foram utilizadas as condi¢des cromatogréaficas e espectrométricas descritas por Spisso
e colaboradores (2010) e modificadas por Pereira (2013).

O programa de gradiente de eluicdo apresentado na tabela 3 foi 0 mesmo empregado
anteriormente para a separacdo de ionoforos poliéteres, macrolideos e lincomicina em matriz
ovo (Spisso et al. 2010). As fases moveis A, B e C utilizadas foram H,O, ACN e MeOH,
respectivamente, todas com 0,1% FOA. O fluxo foi de 0,3 mL/min a 35°C e a temperatura do
auto-amostrador foi ajustada a 4°C. O volume de injecdo do sistema cromatogréafico foi de 10
ML.

O modo de ionizacdo utilizado foi o eletrospray positivo, com aquisicdo por
Monitoramento de Reacbes Multiplas (MRM) e foram monitoradas 3 transi¢des para cada
substancia. A otimizacdo dos parametros de MRM feita por Spisso e colaboradores (2010) e
Pereira (2013), realizada por infusdo direta dos padrGes de ion6foros poliéteres a 50 ng/mL
em MeOH:FOA 1% com 2 mmol/L de NaOAc (80:20, v/v) e em ACN:FOA 1% com 2
mmol/L de NaOAc (80:20, v/v), somente para a SEN, encontram-se na tabela 4. Outros
pardmetros selecionados na infusdo automética foram: voltagem do ionspray de 4500 V,
temperatura da fonte de 450°C e voltagem do potencial de entrada de 10 V. Os parametros
declustering potential (DP), collision energy (CE) e collision exit potential (CXP) foram
otimizados para cada transicdo de MRM com dwell times de 20 ou 25 ms (Tabela 4).
Nitrogénio foi empregado como gas de nebulizacéo e de secagem (55 psi), gas de colisdo (10,
unidade arbitraria) e géas de cortina (Curtain gas'™,10 psi).

Tabela 3 - Programa de elui¢do do gradiente

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

fonte: (SPISSO et al., 2010)
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Tabela 4 - CondigBes analiticas do sistema LC-MS/MS para a determinacdo de ionoforos

poliéteres
Tempo de Massa® lon ) lon Dwell . . .
Analito retencao ) precursor produto (ms) DP” CE CXP
(min) (m/z) (m/z)
377,30 49 30
LASA 7,76a7,86 590,38 613,27 577,20 20 316 45 20
595,40 39 14
877,50 45 32
MAD o« 8,82 a8,93 916,54 939,56 895,50 20 301 65 32
859,50 81 30
675,30 51 24
MON A 8,37 a8,47 670,43 693,39 479,30 25 341 69 18
461,20 67 32
431,20 73 34
NARA 8,60a8,70 764,51 787,44 531,30 25 341 63 20
403,30 83 16
703,40 75 26
NIG 9,22a9,33 724,47 747,49 729,40 25 341 55 24
501,30 77 18
431,10 67 32
SALA  8,22a8,32 750,49 773,48 531,20 20 346 61 20
265,20 71 22
833,40 39 20
SEN 7,78a7,87 872,51 895,47 705,40 20 246 81 18
851,50 51 26

'Massa monoisotépica exata do acido livre, considerando as massas atdmicas exatas dos isotopos
mais abundantes. Zion precursor para LAS A, MAD o, MON A, NAR A, NIG, SAL e SEN = [M+Na]+;
®Declustering Potential (V); “Collision Energy (V); *Collision Exit Potential (V).

3.2.2  Preparo de solucdes

3.2.2.1 Solucdes padréo

Os padrdes de ionoforos poliéteres foram preparados a fim de obter uma concentracdo
de aproximadamente 1000 pg/mL em metanol. A massa tedrica pesada para cada padréo foi
calculada considerando correcBes de pureza, teor de agua e acido livre. Somente a lasalocida
foi preparada na concentragdo de 10 ug/mL em metanol, pois o padrdo comercializado é uma
solugdo de 100 pg/mL em acetonitrila. As solugdes foram transferidas para microtubos e

estocadas em freezer a temperaturas igual ou inferiores a -70°C.
3.2.2.2 Solucdes padréo intermediarias
Solugdes padrdo intermedidrias foram preparadas em metanol em concentracdes

apropriadas a partir das solucGes padrdo estoques utilizando micropipetas de volumes
variados (de 20 pL a 5000 puL).
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3.2.2.3 Solugéo do padréo interno para fortificagdo no inicio do procedimento

Solucdo padréo de nigericina 0,6 pg/mL em metanol:agua (1:1 v/v) foi preparada para

fortificagéo. Padrdo interno.

3.2.2.4 Solucdes padrdo em metanol:agua (1:1 v/v) para fortificacdo no inicio do
procedimento (curva de calibracéo)

As solugdes foram preparadas em concentragdes para a fortificacdo das amostras nos

niveis equivalentes a 0,25 a 3 LMR, adotando-se os LMR recomendados pela Unido Europeia
e Codex Alimentarius, a saber: LAS (20 pg/kg), MAD (30 pg/kg), MON (10 pg/kg), NAR
(15 pg/kg) e SAL (5 pg/kg), exceto a SEN para a qual se adotou um valor de 10 pg/kg para

que a concentracdo ficasse proxima aos das demais substancias. Para futura validacdo essa

concentracdo podera ser ajustada.

d)

f)

Solucéo de nigericina (padréo interno) 6 pg/mL em metanol:agua (MeOH:H,0, 1:1 v/v)
— POM.

Solucdes do analito alvo a 0,1 pg/mL para MON e SEN, 0,15 pg/mL para NAR, 0,05
pug/mL para SAL e 0,3 pg/mL para MAD em metanol:agua (MeOH:H,0, 1:1 v/v)
equivalente a 0,25 LMR — P1M.

Solucdes do analito alvo a 0,2 pg/mL para MON e SEN, 0,3 pg/mL para NAR, 0,1
pg/mL para SAL e 0,6 pg/mL para MAD em metanol:agua (MeOH:H,0, 1:1 v/v)
equivalente a 0,5 LMR/LMR — P2M.

Solugdes do analito alvo a 0,4 pg/mL para MON e SEN, 0,6 pg/mL para NAR, 0,2
pg/mL para SAL e 1,2 pug/mL para MAD em metanol:agua (MeOH:H,0, 1:1 v/v)
equivalente a1 LMR — P3M.

Solugdes do analito alvo a 0,6 pg/mL para MON e SEN, 0,9 pg/mL para NAR, 0,3
pg/mL para SAL e 1,8 pg/mL para MAD em metanol:agua (MeOH:H,0, 1:1 v/v)
equivalente a 1,5 LMR — P4M.

Solugdes do analito alvo a 0,8 pg/mL para MON e SEN, 1,2 pg/mL para NAR, 0,4
pg/mL para SAL e 2,4 pg/mL para MAD em metanol:agua (MeOH:H,0, 1:1 v/v)
equivalente a 2 LMR — P5M.
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g) Solucbes do analito alvo a 1 pg/mL para MON e SEN, 1,5 pg/mL para NAR, 0,5
pg/mL para SAL e 3 pg/mL para MAD em metanol:agua (MeOH:H,0, 1:1 v/v)
equivalente a 2,5 LMR — P6M.

h)  Solugdes do analito alvo a 1,2 pg/mL para MON e SEN, 1,8 pg/mL para NAR, 0,6
pg/mL para SAL e 3,6 pg/mL para MAD em metanol:agua (MeOH:H,0, 1:1 v/v)
equivalente a 3 LMR — P7M.

3.2.2.5 Hexano com acetonitrila

Adicionou-se 1,6 mL de acetonitrila a 38,4 mL de hexano e homogeneizou-se, a fim
de se obter uma mistura contendo 4% de acetonitrila em hexano.

3.2.2.6 Solvente de reconstituicdo (diluente)

Adicionou-se 70 mL de solucdo de acetato de s6dio 5 mmol/L a 30 mL de metanol e
homogeneizou-se, a fim de se obter uma mistura 70:30 (v/v) de acetato de s6dio 5 mmol/L e
metanol.

3.2.3 Estudo de diferentes procedimentos de extracao e purificagdo (clean-up)

3.2.3.1 Primeiro conjunto de experimentos de extracdo (1A a 4A)

Inicialmente o desenvolvimento do método foi baseado em estudos previamente
realizados em ovos e leite (SPISSO et al. 2010; PEREIRA, 2011) a fim de verificar a
aplicabilidade destes métodos para a matriz muasculo de frango. Foram propostos quatro

diferentes experimentos de extragéo (1A, 2A, 3A e 4A).

3.2.3.2 Segundo conjunto de experimentos de extracao e purificacdo (1B a 5B)

O segundo conjunto do estudo foi baseado em artigos cientificos de determinacdo de
ionoforos poliéteres em musculo de frango e de métodos desenvolvidos para outras classes de
antibidticos em tecido e estes foram adaptados para a matriz e classe do presente estudo
(ANASTASSIADES et al, 2003; STUBBINGS; BIGWOOD, 2009; UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2013) a fim de verificar a aplicabilidade destes
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métodos para a matriz carne de frango. Foram propostos cinco diferentes experimentos de
extracao e purificacdo (1B, 2B, 3B, 4B e 5B).

3.2.3.3 Amostra de frango

Para o desenvolvimento do método foi empregado uma amostra de peito de frango
proveniente de um frango caipira criado livre de antibioticos de uma marca comercial
adquirida em supermercado na regido oeste do Rio de Janeiro. O frango foi cortado e peito,
coxa e sobrecoxa separados. Ossos, pele e gordura aparente foram removidos. Os tecidos
foram processados em liquidificador. Amostras provenientes do peito, coxa e sobrecoxa
foram previamente testadas com os conjuntos de experimentos e com o teste escolhido a fim

de confirmar a auséncia dos analitos alvo.

3.2.3.4 Preparo das amostras para ensaio

a) Amostra branca (sem analitos alvo e sem padrdo interno): Foram pesados 2 g da amostra
de frango previamente processada comprovadamente branca em um tubo de centrifuga de
polipropileno de 50 mL, adicionados 100 puL de MeOH:H,0O (1:1, v/v) e agitados em
vortex por 10 segundos. Ap6s repouso por 10 minutos foi dado prosseguimento aos
procedimentos de extracdo conforme descritos nas se¢oes 3.2.3.5.1 a 3.2.3.5.9.

b) Amostra fortificada no inicio do procedimento no LMR (amostra branca fortificada com
analitos alvo na concentracdo equivalente ao LMR). Foram pesados 2 g da amostra de
frango previamente processada comprovadamente branca em um tubo de centrifuga de
polipropileno de 50 mL, adicionados 50 pL da solucdo de NIG a 0,6 pg/mL (secéo
3.2.2.3) e 50 pL da solucéo padréo de IP nas concentragOes equivalentes ao LMR (segéo
3.2.2.4 alinea d). Agitou-se em vortex por 10 segundos e apds repouso por 10 minutos foi
dado prosseguimento aos procedimentos de extracdo conforme descritos nas secOes
3.2.35.1a3.2.35.9.

¢) amostra fortificada no final do procedimento no LMR. O extrato seco de uma amostra
branca, em tubo de 15 mL de polipropileno, foi reconstituido com 1 mL da solucéo
padrdo de IP na concentracao equivalente ao LMR e de NIG na concentracdo equivalente

a6 pg/mL.
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3.2.3.5 Procedimentos de extracéo

Para cada experimento descrito foram processadas as seguintes amostras:

v 1 amostra branca de carne de frango;

v’ 2 amostras brancas fortificadas no inicio do procedimento com analitos alvo na
concentracdo equivalente ao LMR,;

v 1 amostra branca fortificada no final do procedimento com analitos alvo na
concentracédo equivalente ao LMR.

3.2.3.5.1 Experimento 1A (Extracdo direta com acetonitrila)

A amostra foi extraida com duas por¢des de 4,0 mL de acetonitrila, agitando-se em
vortex individual por 1 minuto na primeira adi¢do e por mais 1 minuto em vortex multiplo na
segunda adicdo. Em seguida agitou-se em mesa agitadora por 20 minutos a 240 rpm. Apo6s
repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4 °C, 10000 rpm e 5 minutos. Foram transferidos
250 pL do extrato para um tubo de polipropileno de 15 mL e foi dado prosseguimento ao

procedimento conforme descrito na sec¢éo 3.2.3.6.

3.2.3.5.2 Experimento 2A (Extracdo com adi¢cdo de Na,SO,)

A amostra foi extraida com duas por¢des de 4,0 mL de acetonitrila, agitando-se em
vortex individual por 1 minuto na primeira adi¢do e por mais 1 minuto em vértex multiplo na
segunda adicéo.

Adicionou-se 8 g de Na,SO, e agitou-se em vartex individual por 10 segundos e em
vortex multiplo por 1 minuto. Em seguida agitou-se em mesa agitadora por 20 minutos a 240
rpm. Apods repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4 °C, 10000 rpm e 5 minutos. Foram
transferidos 250 pL do extrato para um tubo de polipropileno de 15 mL e foi dado

prosseguimento ao procedimento conforme descrito na se¢do 3.2.3.6.

3.2.3.5.3 Experimento 3A (Extracdo com adicdo de MgSO,4 e NaOAc)

A amostra foi extraida com duas por¢des de 4,0 mL de acetonitrila, agitando-se em

vortex individual por 1 minuto na primeira adi¢cdo e por mais 1 minuto em vortex multiplo na
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segunda adicdo. Adicionou-se 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de MgSQO, (Kit) e agitou-se em vOrtex
individual por 10 segundos e em vortex multiplo por 1 minuto. Em seguida agitou-se em
mesa agitadora por 20 minutos a 240 rpm. Ap6s repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4
°C, 10000 rpm e 5 minutos. Foram transferidos 250 puL do extrato para um tubo de
polipropileno de 15 mL e foi dado prosseguimento ao procedimento conforme descrito na
se¢édo 3.2.3.6.

3.2.3.5.4 Experimento 4A (Extracdo com adi¢do de MgSO4 e NaOAc ap0s a primeira etapa

de centrifugacéo)

A amostra foi extraida com duas por¢des de 4,0 mL de acetonitrila, agitando-se em
vortex individual por 1 minuto na primeira adi¢do e por mais 1 minuto em vortex multiplo na
segunda adi¢do. Em seguida agitou-se em mesa agitadora por 20 minutos a 240 rpm. Apo6s
repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4 °C, 10000 rpm e 5 minutos. Adicionou-se 0,2 g de
NaOAc e 0,8 g de MgSO, e agitou-se em vortex individual por 10 segundos e em vértex
maltiplo por 1 minuto. Em seguida agitou-se em mesa agitadora por 20 minutos a 240 rpm.
Apos repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4 °C, 10000 rpm e 5min. Foram transferidos
250 pL do extrato para um tubo de polipropileno de 15 mL e foi dado prosseguimento ao

procedimento conforme descrito na sec¢do 3.2.3.6.

3.2.3.5.5 Experimento 1B (Extragdo com ACN:Acetato de etila: H,O (9:0,4:0,6, v/v/v) com
adicdo de MgSO, e NaOAc e purificacdo com PSA, C18 e MgSOy)

A amostra foi extraida com duas por¢oes de 4,0 mL de ACN:Acetato de etila: H,O
(9:0,4:0,6, v/vlv), agitando-se em vortex individual por 1 minuto na primeira adicdo e por
mais 1 minuto em vortex multiplo na segunda adicdo. Adicionou-se 0,2 g de NaOAc e 0,8 g
de MgSO, (QUEChERS Kit) e agitou-se em vértex individual por 10 segundos e em vortex
maltiplo por 1 minuto. Agitou-se em mesa agitadora por 20 minutos a 240 rpm. Apd4s
repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4 °C, 5000 rpm e 5 minutos. Foram transferidos 2
mL do sobrenadante para um tubo de polipropileno de 15 mL contendo 200 mg de PSA, 200
mg de C18 e 600 mg MgSO, (QUEChERS dSPE Kit ). Agitou-se por 1 minuto no vortex
individual e centrifugou-se a 4 °C e 5000 rpm por 5 minutos. Foram transferidos 250 uL do
extrato para um tubo de polipropileno de 15 mL e foi dado prosseguimento ao procedimento

conforme descrito na secdo 3.2.3.6.
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3.2.3.5.6  Experimento 2B (Extracdo com ACN com adicédo de MgSO,4 e NaOAc e
purificacdo com PSA, C18 e MgSQO,)

A amostra foi extraida com duas porc¢des de 4,0 mL de ACN, agitando-se em vortex
individual por 1 minuto na primeira adicdo e por mais 1 minuto em vortex mdltiplo na
segunda adicdo. Adicionou-se 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de MgSQO, (QUEChERS Kit) e agitou-
se em vortex individual por 10 segundos e em vortex multiplo por 1 minuto. Agitou-se em
mesa agitadora por 20 minutos a 240 rpm. Apos repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4
°C, 5000 rpm e 5 minutos. Foram transferidos 2 mL do sobrenadante para um tubo de
polipropileno de 15 mL contendo 200 mg de PSA, 200 mg de C18 e 600 mg MgSO, (Kit).
Agitou-se por 1 minuto no vortex individual e centrifugou-se a 4 °C e 5000 rpm por 5
minutos. Foram transferidos 250 pL do extrato para um tubo de polipropileno de 15 mL e foi

dado prosseguimento ao procedimento conforme descrito na se¢éo 3.2.3.6.

3.2.3.5.7 Experimento 3B (Extracdo com ACN com adi¢do de MgSO,4 e NaOAc e

purificacdo com PSA)

A amostra foi extraida com duas porcbes de 4,0 mL de ACN, agitando-se em voértex
individual por 1 minuto na primeira adi¢cdo e por mais 1 minuto em vdrtex multiplo na
segunda adicdo. Adicionou-se 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de MgSO, (QUEChERS Kit) e agitou-
se em vortex individual por 10 segundos e em vértex multiplo por 1 minuto. Agitou-se em
mesa agitadora por 20 minutos a 240 rpm. Ap6s repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4
°C, 5000 rpm e 5 minutos. Foram transferidos 2 mL do sobrenadante para um tubo de
polipropileno de 15 mL contendo 200 mg de PSA. Agitou-se por 1 minuto no vortex
individual e centrifugou-se a 4 °C e 5000 rpm por 5 minutos. Foram transferidos 250 uL do
extrato para um tubo de polipropileno de 15 mL e foi dado prosseguimento ao procedimento
conforme descrito na secdo 3.2.3.6.

3.2.3.5.8 Experimento 4B (Extracdo com ACN com adi¢éo de MgSO4 e NaOAc e

purificagdo com C18)

A amostra foi extraida com duas porcOes de 4,0 mL de ACN, agitando-se em vortex
individual por 1 minuto na primeira adicdo e por mais 1 minuto em vortex multiplo na
segunda adicdo. Adicionou-se 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de MgSO, (QUEChERS Kit) e agitou-

se em vortex individual por 10 segundos e em vortex maltiplo por 1 minuto. Agitou-se em
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mesa agitadora por 20 minutos a 240 rpm. Apos repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4
°C, 5000 rpm e 5 minutos. Foram transferidos 2 mL do sobrenadante para um tubo de
polipropileno de 15 mL contendo 200 mg de C18. Agitou-se por 1 minuto no vortex
individual e centrifugou-se 4 °C e 5000 rpm por 5 minutos. Foram transferidos 250 pL do
extrato para um tubo de polipropileno de 15 mL e foi dado prosseguimento ao procedimento

conforme descrito na secdo 3.2.3.6.

3.2.3.5.9 Experimento 5B (Extracdo com ACN:H,O e etapa de clean up com C18 e hexano)

A amostra foi extraida com duas porc6es de 4,0 mL de ACN:H,O (4:1, v/v), agitando-
se em vortex individual por 1 minuto na primeira adicdo e por mais 1 minuto em vortex
multiplo na segunda adicdo. Agitou-se em mesa agitadora por 20 minutos a 240 rpm. Ap0s
repouso de 5 minutos, foi centrifugada a 4 °C, 5000 rpm e 5 minutos. Foram transferidos 2
mL do sobrenadante para um tubo de polipropileno de 15 mL contendo 400 mg de C18.
Adicionou-se 8 mL de hexano com ACN e agitou-se por 1 minuto no voértex individual.
Centrifugou-se a 4 °C e 5000 rpm por 5 minutos. A camada do hexano foi retirada com o
auxilio de uma pipeta Pasteur e transferiu-se 250 pL do extrato remanescente (camada
inferior) para um tubo de polipropileno de 15 mL e foi dado prosseguimento ao procedimento

conforme descrito na secdo 3.2.3.6.

3.2.3.6 Procedimento de evaporacao e ressuspensao

Evaporou-se a secura sob um fluxo suave de nitrogénio a 46-48 °C. Os extratos secos
foram reconstituidos com 1 mL do diluente 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em

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

3.2.3.7 Sequéncia de injecéo

Foram injetados para cada método: diluente (em duplicata), uma amostra branca
(amostra controle conforme - ACC), amostras brancas fortificadas no inicio do procedimento
com analitos alvo na concentracdo equivalente ao LMR (em triplicata) e amostra branca
fortificada no final do procedimento com analitos alvo na concentracéo equivalente ao LMR

(em triplicata).
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3.2.4 Avaliacdo da linearidade e do efeito matriz absoluto

A avaliacdo da linearidade e do efeito matriz absoluto do método foi efetuada a partir

de curvas de calibracdo construidas para cada analito no solvente de reconstituicdo (diluente)

e nas amostras, com fortificacdo no inicio do procedimento e no final do procedimento (apds

todas as etapas de extracao).

3.2.4.1 Preparo das amostras para ensaio

a)

b)

amostra branca (sem analitos alvo e sem padrdo interno): Foram pesados 2 g de uma
amostra de peito de frango previamente processada comprovadamente branca em um
tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL, adicionados 100 pL de metanol:H,0 (1:1,
v/v) e agitados em vortex por 10 segundos. ApGs repouso por 10 minutos foi dado
prosseguimento ao procedimento de extracdo conforme descrito na se¢do 3.2.3.5.7,;
amostra fortificada no inicio do procedimento nos niveis equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5,
2,2,5e 3 vezes 0 LMR , incluindo o ponto zero, com a adi¢do do padréo interno NIG:
Foram pesados 2 g de uma amostra de peito de frango previamente processada
comprovadamente branca em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL,
adicionados 50 pL da solucdo de NIG (preparado conforme secdo 3.2.2.4 alinea a) e 50
uL da solucdo padrdo de IP para cada nivel de concentracdo preparados conforme secao
3.2.2.4 (PIM — P7M). Agitou-se em vortex por 10 segundos e apds repouso por 10
minutos foi dado prosseguimento aos procedimentos de extracdo conforme descrito na
se¢do 3.2.3.5.7;

amostra fortificada no final do procedimento nos niveis equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5,
2, 25 e 3 vezes 0 LMR: O extrato seco da amostra branca, em tubo de 15 mL de
polipropileno, foi reconstituido com 1 mL da solugdo padrdo de IP no solvente de

reconstituicdo (5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v) para cada nivel de concentracéo.

As curvas de calibragdo construidas no solvente de reconstituicdo (5 mmol/L

NaOAc:MeOH, 70:30, v/v) foram preparadas nas concentragdes para cada analito nos niveis
equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 e 3 vezes 0 LMR.

A avaliacdo da linearidade do método foi efetuada pela analise estatistica das curvas

de calibracédo de cada analito obtidas com a fortificacdo na matriz no inicio do procedimento.
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O efeito matriz absoluto do método em relagdo aos fenbmenos de supressdo ou
aumento de sinal na ionizacdo considerando a técnica analitica empregada (LC-MS/MS) foi
estudado comparando-se a curva de calibracdo de cada analito obtida com solugdo padrdo
(curva no diluente) com aquela obtida com a matriz, com a adi¢éo do analito apds as etapas de

extracao, ou seja, com as amostras de peito de frango fortificadas no final do procedimento.

3.2.4.2 Sequéncia de injecao

Foram injetados: diluente (em duplicata), uma amostra branca (ACC), curva de
calibracdo na matriz com fortificacdo no inicio do procedimento, curva de calibracdo na
matriz com fortificacdo no final do procedimento e curva de calibragdo no solvente de

reconstituicdo. Todas as curvas foram injetadas em triplicata aleatoriamente.

3.2.5 Avaliacdo da aplicabilidade do método em diferentes cortes de musculo de frango —
Estudo preliminar

Amostras dos musculos da coxa, sobrecoxa e peito, previamente testadas e
comprovadamente brancas foram usadas.

Para cada uma das 3 amostras de musculo de frango foram construidas curvas de
calibragdo com a adicdo dos analitos no final do procedimento nas concentragdes
equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 e 3 vezes 0 LMR, incluindo o ponto zero, com a adi¢éo
do padrdo interno NIG.

Uma amostra branca de cada matriz foi preparada e extraida conforme se¢des 3.2.4.1
alineaa, 3.2.3.5.7 e 3.2.3.6.

As curvas de calibracdo obtidas com os diferentes tipos de matriz (coxa, sobrecoxa e
peito) foram avaliadas através do calculo do desvio padrdo relativo (RSD) dos coeficientes
angulares das curvas de cada analito segundo abordagem descrita no POP de validagdo do
Laboratdrio de Residuos de Medicamentos Veterinarios (INCQS, 2013a).

3.2.5.1 Sequéncia de injecao

Foram injetados: diluente (em duplicata), amostras brancas e curva de calibragéo para

cada matriz com fortificacdo no final do procedimento (em triplicata aleatoria).



38

3.2.6 Aplicacdo do método desenvolvido em amostras de peito de frango comercializadas na
cidade do Rio de Janeiro — Estudo preliminar

Com a finalidade de verificar a presenca de ionoforos poliéteres em cortes de frango
comercializados na cidade do Rio de Janeiro, foi proposto um estudo exploratorio em que
foram analisadas 13 amostras de filé de peito de frango adquiridas em supermercados da
cidade.

3.2.6.1 Preparo das amostras

Gorduras aparentes foram removidas. Os tecidos foram processados em liquidificador
e 2 g de amostra foram pesadas em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL.
Adicionou-se 50 puL de MeOH:H,0O (1:1) e 50 pL da solucdo de NIG a 6 pg/mL (secdo
3.2.2.4 alinea a), agitou-se em vortex por 10 segundos. Apds repouso por 10 minutos foi dado

prosseguimento ao procedimento de extracdo conforme descrito na sec¢do 3.2.3.5.7.

3.2.6.2 Preparo da curva de calibracdo

Para estimar a concentracdo de IP nas amostras foram construidas curvas de calibracdo
na matriz isenta dos analitos alvo (amostra de peito de frango, codigo do laboratério ABR-
2014/002) com a fortificacdo no inicio do procedimento, em sete niveis de concentracdao
(0,25,0,5,1, 15, 2, 2,5 e 3 vezes 0 LMR), além do ponto zero, com adi¢cdo do padrdo interno
NIG conforme descrito na se¢édo 3.2.2.4 (alinea a).

Uma amostra branca (ACC — amostra controle conforme, sem analitos alvo e sem
padrdo interno) e uma amostra branca de reagentes (ACBR — amostra controle branco de
reagentes, utilizando 4gua como substituto da amostra branca, sem os analitos alvo e sem
padréo interno) também foram processadas.

A curva de calibragdo corresponde ao modelo matemaético que estabelece uma relagdo
entre a resposta instrumental e a concentracdo do analito e as amostras controle ACC e
ACBR permitem detectar se analitos provenientes da amostra tida como branca ou dos
reagentes estdo contaminando as andlises, por estarem aderidos aos recipientes ou aos
instrumentos (BRASIL, 2003).
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3.2.6.3 Preparo da amostra fortificada no final do procedimento com concentragéo
equivalente a 1 LMR

Uma amostra de peito de frango isenta dos analitos alvo (amostra ABR-2014/002)
com fortificacdo no final do procedimento, com os analitos alvo na concentracdo equivalente
a 1 LMR e adicdo do padrdo interno NIG foi analisada com o objetivo de possibilitar o

calculo de tempo de retencao relativo (ver secdo 3.2.6.4 alinea a).

3.2.6.4 Sequéncia de injecao

Foram injetados: diluente (em duplicata), uma amostra branca de reagentes (ACBR),
uma amostra branca (ACC), curva de calibragdo na matriz com fortificacdo no inicio do
procedimento (em triplicata aleatdria), uma amostra fortificada no final do procedimento com
concentracdo equivalente a 1 LMR (em triplicata aleatdria) e amostras para ensaio (em

duplicata).

3.2.6.5 Identificacdo e quantificacdo dos analitos

O monitoramento de pelo menos duas transicdes (par de ions precursor/produto) para
cada substancia confere ao método analitico o nimero minimo de pontos de identificacdo
(Identifications Points, IPs) necessarios para a confirmacdo de substancias por espectrometria
de massas sequencial de baixa resolucdo, conforme os critérios descritos na Decisdo
2002/657/EC (UNIAO EUROPEIA, 2002). Embora duas transicdes fossem suficientes, trés
transicbes para cada analito foram selecionadas. A transicdo de MRM mais intensa foi
escolhida para a quantificagdo e duas transicOes adicionais foram monitoradas para
confirmacéo.

A identificacdo e confirmacdo dos ionoforos poliéteres nas amostras foi efetuada de
acordo com a Decisdo 657/2002 (UNIAO EUROPEIA, 2002) pelos seguintes critérios:

a) tempo de retencdo relativo (trre): @ razdo entre o tempo de retengdo (tg) do analito, que é
0 tempo necessario para a zona do analito alcancar o detector apos a injecdo da amostra
com o padrdo interno NIG na amostra, isto &, 0 tre do analito na matriz devera ser o
mesmo daquele obtido na amostra com fortificagdo no final do procedimento, com 0s
analitos alvo na concentracdo equivalente a 1 LMR, com o padrdo interno NIG, com uma

margem de erro de +2,5%;
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b) razdo sinal/ruido (S/R): pela deteccdo de pelo menos duas transi¢cdes especificas
(transicdo de quantificacdo e de confirmacdo) com razdo sinal/ruido superior ou igual a 3
nas duas transicdes, no tempo de retengdo caracteristico. Utilizou-se a técnica de
estimacdo do sinal/ruido pelo software Analyst® por pico a pico (S-to-N using Peak-to-
Peak);

c) razdo de ions: a razdo da intensidade de sinal (area) entre os picos correspondentes as
duas transicdes detectadas na amostra ndo devera exceder os valores apresentados na
tabela 3 em relacdo & mesma razdo na amostra com fortificacdo no final do procedimento,

com os analitos alvo na concentracdo equivalente a 1 LMR, com o padréo interno NIG.

Calculo da razdo de ions:

. i Area da transicio de confirmacio
Razao de ions = - — —
Area da transicdo de quantificacao

Tabela 5 - Variacdo aceitavel para intensidade relativa das transi¢des de quantificagdo e
confirmacgdo dos analitos na amostra com fortificacdo no final do procedimento, com o0s
analitos alvo na concentracdo equivalente a 1 LMR, com o padrdo interno

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

A quantificacdo dos analitos nas amostras foi efetuada diretamente por interpolacéo na
curva de calibracdo obtida para cada analito pelo método dos minimos quadrados ponderados,
com peso equivalente a 1/y, empregando o software Analyst®.

Amostras foram consideradas detectadas, com residuos de iondforos poliéteres,

quando os critérios de identificagcdo/confirmacédo foram atendidos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ESTUDO DE DIFERENTES PROCEDIMENTOS DE EXTRACAO E PURIFICACAO
(CLEAN-UP)

O primeiro conjunto de experimentos de extracdo foi baseado em estudos realizados
em ovos e leite (SPISSO et al. 2010; PEREIRA, 2011) e estes experimentos correspondem
aos testes de 1A ao 4A da figura 2. O segundo conjunto de experimentos que se refere aos
testes 1B a 5B (figura 2) foi baseado em artigos cientificos de determinacdo de IP em musculo
de frango e de métodos desenvolvidos para outras classes de antibioticos em tecido e estes
foram adaptados para a matriz e classe do presente estudo (STUBBINGS; BIGWOOD, 2009;
UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE, 2013).

A acetonitrila é um solvente amplamente utilizado para precipitacdo de proteinas e foi
utilizada na maioria dos experimentos testados. No teste 1B utilizou-se uma mistura de
acetonitrila:acetato de etila:dgua e no teste 5B utilizou-se uma mistura de acetonitrila:agua
(figura 2).

Todos os estudos de recuperacdo foram efetuados nos niveis de concentracao
equivalentes aos LMR para cada analito. A tabela 6 apresenta os resultados de recuperacdo e
de desvios padréo relativos (RSD) referentes aos testes 1A a 4A e a tabela 7 aos testes 1B a
5B.



Figura 2 - Resumo das técnicas de extracdo/purificacdo empregadas

1? Conjunto de experimentos

2° conjunto de experimentos

Teste 1A | Teste 2A | Teste 3A | Teste 4A Teste 1B | Teste 2B | Teste 3B | Teste 4B | Teste 5B
Massa 2q 249
. 8 mL ACN:Acetato de 8 mLACN:H,0
Solvente de extracéo 8 mL ACN efita: H,0 (9:0,40.6. viv) 8 mL ACN 8 mL ACN 8 mL ACN (41, viv)
0,2 g CH;COONa
Sais de extracio * 8 g Na,S0, 0.8 g MgSO, 0,2 g CH;COONa , 0,8 g MgS0,
Centrifugacéo 1 Centrifugacéo 1
Sais de extragdo ** U,2Ug8(3€]Hr€1(;ggNa
v 4
200 mag PSA 200 ma PSA 400 mg C18
Purificacso (ch 200 ma C18 200 ma C18 | 200 mg PSA {200 mg C18 | 8 mL hexano saturado
urificagdo (clean-up) 600 ma MgSO, 600 ma MgSO, comACN

Centrifugacdo 2

Centrifugacio 2

Evaporaco Fluxo de N, a 46-48°C Fluxo de N, a 46-48°C
Ressuspenséo e = . ; ~ . ,
iniecBo Ressuspenséo com MeOH:NaOAc 5 mmol/lL (30:70, wiv). Ressuspensdo com MeOH:NaOAc 5 mmol/L (30:70, wviv).
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Tabela 6 - Recuperacdo do 1° conjunto de experimentos (eficiéncia do processo de

extracdo/purificacdo) e RSD

Teste 1A Teste 2A Teste 3A Teste 4A
Analitos

Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD%
LAS 70 23 48 34 64 29 88 6
MAD 76 32 40 75 54 10 104 46
MON 81 33 62 35 50 9 60 22
NAR 56 41 46 45 A1 18 97 10
sAL 69 12 43 43 56 4o T3 18
SEN 72 25 69 36 56 17 85 18

Rec%: Recuperacdo. RSD%: Desvio padrdo relativo.

Tabela 7 — Recuperacgéo do 2° conjunto de experimentos (eficiéncia do processo de extracdo/purificacdo) e RSD

Teste 1B Teste 2B Teste 3B Teste 4B Teste 5B
Analitos

Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD% Rec% RSD %
LAS 59 4 27 17 60 3 84 9 62 7
MAD 77 3 55 2 93 5 65 16 67 12
MON 79 3 54 1 91 7 67 5 86 6
NAR 63 4 37 2 93 3 48 28 59 13
SAL 64 2 42 5 91 4 101 53 70 9
SEN 86 6 68 5 92 5 85 8 94 10

Rec%: Recuperacdo. RSD%: Desvio padrao relativo.

No primeiro conjunto de experimentos, como pode ser observado na tabela 6 (testes
1A a 4A) foram obtidos altos valores de desvios padrao relativos (RSD) para a maioria dos
analitos, evidenciando baixa repetibilidade destes métodos de extragdo. Entdo, estes
experimentos foram abandonados tanto pela baixa repetibilidade quanto pela necessidade de
maior frequéncia na manutencao e limpeza da fonte do equipamento (LC-MS/MS).

Nos experimentos referentes aos testes 1B a 5B (tabela 7), onde foi incluida uma

segunda etapa de clean-up utilizando extracdo em fase solida dispersiva, os resultados obtidos
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foram melhores quando comparados aos primeiros experimentos (testes 1A a 4A), 0 que
mostra uma reducao de possiveis interferéncias da matriz.

Os testes 1B e 2B se diferem apenas pelo solvente de extragdo. O teste 1B, que
utilizou como solvente (ACN:Acetato de etila:H,0), apresentou melhores resultados tanto de
recuperacdo quanto de RSD para a maioria dos analitos quando comparado ao teste 2B com
ACN. Os testes 2B, 3B e 4B se diferem somente nas substancias utilizadas na segunda etapa
de extracdo em fase s6lida dispersiva. O teste 4B, que utilizou C18, apresentou altos valores
de RSD para os analitos MAD, NAR e SAL. O teste 2B, com PSA, C18 e MgSQ,, apresentou
resultados satisfatérios de RSD, exceto pela LAS, mas com baixos valores de recuperacdo. O
teste 3B, que utilizou somente PSA na segunda etapa de clean up, apresentou os melhores
resultados tanto de recuperacdo quanto de RSD quando comparado aos demais experimentos.
A utilizacdo de PSA é descrita por ser capaz de promover a remocdo de acidos graxos livres e
de outros compostos polares presentes na matriz por ter uma estrutura bidentada e um elevado
efeito quelante, devido a presenca dos grupos amino primario e secundario (PRESTES et al.,
2013). O teste 5B, baseado e adaptado do método multiresiduos do Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE,
2013), mas que ndo inclui os IP, também apresentou resultados satisfatérios, entretanto a
recuperacdo foi baixa para a NAR (59%) quando comparada ao teste 3B (93%) e os valores
de RSD para MAD e NAR foram acima de 10%, 12% e 13% respectivamente. Além disso,
apresenta na segunda etapa de clean-up uma extracdo liquido-liquido com hexano, que é
inflamavel e toxico, e um maior tempo de analise.

O teste 3B por ter apresentado excelentes recuperagdes, baixos valores de RSD para
todos os analitos, além de ser um método rapido, foi o selecionado e empregado para a
avaliacdo das curvas de calibracdo em sete niveis de concentracao.

A figura 3 apresenta os cromatogramas de MRM da primeira transi¢cdo dos ionoforos
poliéteres referentes aos extratos obtidos no experimento 3B nas concentragcbes dos

respectivos LMR para cada substancia.
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Figura 3 - Cromatogramas de MRM da 12 transicdo dos IP referentes aos extratos obtidos no experimento 3B nas
concentragdes dos respectivos LMR para cada substancia
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4.2 AVALIACAO DA LINEARIDADE E DO EFEITO MATRIZ ABSOLUTO

A avaliacdo da linearidade do método foi efetuada pela analise estatistica das curvas
de calibracédo de cada analito obtidas com a fortificacdo na matriz no inicio do procedimento.

Os dados experimentais das curvas de calibragdo na matriz foram checados para
verificar a existéncia de valores aberrantes pelo teste de Grubbs no nivel de significancia de
99% (=0,01) para todos os analitos em cada nivel de concentracdo e nao foram identificados
valores aberrantes.

Para a curva de calibracdo com a matriz fortificada no inicio foi observada
heterogeneidade das variancias para os analitos MON, NAR, SAL e SEN (p < 0,05) pelo teste
de Levene indicando que o uso do método dos minimos quadrados ordinarios nao é adequado.

Considerando a heterocedasticidade dos dados, empregou-se para a construcdo das
curvas de calibracdo para todos os analitos 0 método dos minimos quadrados ponderados
(MMQP), com peso equivalente a 1/y, onde y é a area.

Para verificar o ajuste ao modelo matematico proposto de regressdo linear, obtido pelo
MMQP, utilizou-se uma comparacdo entre este modelo de regressdo linear (de primeira
ordem) e um modelo de regressdo ndo-linear, polinomial de segunda ordem. Se o valor de p <
0,05 para o parametro de segunda ordem, a adicdo deste parametro melhora
significativamente o ajuste do modelo e pode-se concluir que o modelo polinomial de
segunda ordem fornece um ajuste mais adequado ao conjunto de dados, indicando desvio da
linearidade do modelo de primeira ordem (INCQS, 2013b).

Para todos os analitos ndo foi identificado desvio da linearidade do modelo de

primeira ordem ajustado pelo método do MMQP. Assim, a regressao pelo MMQP indicou ser
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adequada e o intervalo linear do detector na presenca de matriz foi de 0,25 a 3,0 vezes o LMR
para todos analitos.

A avaliagdo do efeito matriz absoluto foi realizada pela comparagédo dos coeficientes
angulares das duas curvas de calibracdo (curva de calibragdo no diluente e curva de calibragdo
na matriz fortificada no final do procedimento) atraves do teste t (Student). Antes de ser
efetuada a comparacao pelo teste t (Student), as variancias residuais das curvas foram testadas
para verificar se eram significativamente diferentes, atraveés do teste F.

A comparacdo dos coeficientes angulares pelo teste t indicou que para os analitos
MAD, MON e NAR as curvas sao estatisticamente diferentes a a=0,05, evidenciando efeito
matriz absoluto. Dessa forma, para fins quantitativos, as curvas de calibracdo deverdo ser

preparadas com os analitos na presenca da matriz.

4.3 AVALIACAO DA APLICABILIDADE DO METODO EM DIFERENTES CORTES
DE MUSCULO DE FRANGO — ESTUDO PRELIMINAR

Com a finalidade de avaliar a aplicabilidade do método em diferentes cortes de frango
foi selecionado uma amostra de frango isenta dos analitos alvo e separados a coxa, sobrecoxa
e 0 peito.

As curvas de calibragdo obtidas com os diferentes tipos de matrizes (coxa, sobrecoxa e
peito) foram avaliadas através do calculo do desvio padrdo relativo (RSD) dos coeficientes
angulares das curvas de cada analito (tabela 8) (INCQS, 2013a).

Todos os resultados de RSD dos coeficientes angulares foram inferiores a 15%,
conforme recomendado pelo POP (INCQS, 2013a) como pode ser observado na tabela 8,
indicando que com este procedimento de extracdo, para as matrizes estudadas, ndo foi
observado efeito matriz relativo. A figura 4 apresenta as curvas de calibragdo para o analito
SAL nas trés matrizes selecionadas.

Figura 4 - Curvas de calibrac@o para o analito SAL nas trés matrizes selecionadas
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Tabela 8 - Coeficientes angulares das curvas de calibracdo

Analitos Sobrecoxa Coxa Peito Média RSD%
LAS 5,99E+05 5,35E+05 5,32E+05 5,55E+05 6,82
MAD 3,07E+05 2,85E+05 2,88E+05 2,93E+05 4,07
MON 4,44E+05 4,00E+05 4,27E+05 4,24E+05 5,24
NAR 4,69E+05 4,22E+05 4,56E+05 4,49E+05 5,41
SAL 3,95E+05 3,86E+05 3,99E+05 3,93E+05 1,69
SEN 2,29E+05 2,20E+05 2,14E+05 2,21E+05 3,42

Dessa forma, o método desenvolvido podera ser aplicado apdés a validacdo, em
diferentes cortes de muasculo de frango (coxa, sobrecoxa e peito), pois foi capaz de distinguir
de forma inequivoca os analitos sem a interferéncia de outros componentes, que encontram-se
de forma diferenciada nos trés tipos de cortes de musculo estudados, tais como lipidios e

proteinas. A tabela 9 apresenta a tabela nutricional da carne de frango crua e sem pele.

Tabela 9 - Tabela nutricional dos musculos de frango cru e sem pele

Cortes Umidade %  Energia (Kcal) Proteina(g) Lipidios (g) Carboidrato
Peito 65,6 163 31,5 3,2 0,0
Sobrecoxa 72,7 162 17,6 9,6 0,0
Coxa 76,4 120 17,8 4,9 0,0

Fonte: Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (TACO, 2011).

4.4 APLICACAO DO METODO DESENVOLVIDO EM AMOSTRAS DE PEITO DE
FRANGO COMERCIALIZADAS NO RIO DE JANEIRO — ESTUDO PRELIMINAR

Foram analisadas 13 amostras de peito de frango comercializadas na regido
metropolitana do Rio de Janeiro.

Do total das 13 amostras analisadas ndo se detectou residuos de NAR e SEN e 6
amostras foram consideradas contaminadas pelos antibioticos LAS, MAD, MON e SAL, pois
atenderam aos critérios de identificacdo/confirmacdo de acordo com a Decisdo 657/2002
(UNIAO EUROPEIA, 2002) descritas na secao 3.2.6.4 (razo de jons de duas transicbes com
S/R > 3 de acordo com as tolerancias aceitaveis e tempos de retencdo relativos dentro da
janela de + 2,5 %). Os resultados indicaram uma prevaléncia de 46% de amostras
consideradas positivas, mas com concentracbes estimadas muito inferiores aos LMR
preconizados tanto pelo Codex Alimentarius quanto pela Unido Europeia, como pode ser

observado na tabela 10.
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Tabela 10 - Concentragdes estimadas de iondforo poliéteres em
6 amostras de peito de frango

Concentracédo (ug/kg)

Amostras

LAS NAR MAD MON SAL SEN
009/2014 - - - - 0,2 -
011/2014 - - - - 0,3 -
012/2014 - - - 0,3 - -
013/2014 - - 0,3 - 0,2 -

018/2014 0,8 - - - - -
019/2014 04 - - - - -

No universo estudado, os resultados indicaram que, muito provavelmente, 0s
produtores estdo cumprindo as boas praticas veterinarias.

A figura 5 apresenta os cromatogramas de MRM das trés transi¢des do analito SAL
(uma de quantificacdo e duas de confirmacdo) para uma amostra branca (A), uma amostra
fortificada com concentracdo equivalente a 1 LMR (B) e para a amostra 011/2014 (C), com

concentragéo estimada equivalente a 0,06 LMR.

Figura 5 - Cromatogramas de MRM do analito SAL de uma amostra branca (A), de uma amostra fortificada
equivalente a 1 LMR (B) e da amostra 011/2014 (C), com concentragéo estimada equivalente a 0,06 LMR
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5 CONCLUSAO

De todos os experimentos de extracdo/purificacdo testados, 0s que apresentaram
melhores resultados foram os referentes aos testes 3B e 5B. O método 3B foi o escolhido, por
ter apresentado os melhores resultados tanto de recuperacgéo (60% - 92%) quanto de RSD (3%
- 7%) além de possuir vantagens em relacdo ao método 5B, como menor custo e tempo de
analise.

A selecédo de trés transicdes de MRM para cada analito conferiu ao método analitico
por LC-MS/MS o nimero de pontos de identificacdo necessarios de acordo com os exigidos
pelas normas internacionais.

A partir da avaliacdo das curvas calibracdo, o método demonstrou responder de forma
linear, nas faixas de concentracdo definidas pelos limites regulatorios.

O estudo preliminar da aplicabilidade do método indicou que, muito provavelmente,
este podera ser apto apds a validacao, a avaliacdo de diferentes cortes de masculo de frango
(peito, coxa e sobrecoxa).

O método foi aplicado em amostras de peito de frango coletadas na regido
metropolitana do Rio de Janeiro. Os resultados mostraram que residuos de lasalocida,
maduramicina, monensina e salinomicina puderam ser detectados em uma concentracao
estimada muito inferior aos LMR. Esses resultados exploratérios indicam que, se essa
amostragem tiver sido representativa, provavelmente os produtores estdo cumprindo as boas
praticas veterinarias.

Apbs a validacdo, o0 método podera ser aplicado para analises de rotina, permitindo a
avaliagdo da conformidade de amostras de frango de acordo com os limites recomendados
pelo Codex Alimentarius e pela Comunidade Europeia visando contribuir para as acfes de

Vigilancia Sanitaria de alimentos.
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