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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMlNAc;Ap
MULTICLASSE DE RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS
EM MUSCULO SUINO POR UHPLC-MS/MS

AUTORA: Daniela Kunkel Muenchen
ORIENTADOR: Osmar Damian Prestes

Na producédo de suinos, os medicamentos veterinarios sdo aplicados principalmente
para proporcionar a sanidade dos animais. Contudo, o uso incorreto pode provocar a
presenca de residuos destas substancias acima do limite maximo permitido (LMR) em
carne suina, e em razao disso, o desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinacao destas substancias € de suma relevancia. Assim, este estudo teve como
objetivo desenvolver e validar um método para a determinacdo multiclasse de
residuos de medicamentos veterinarios em musculo suino empregando cromatografia
liguida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série (UHPLC-
MS/MS). Foram selecionados 36 compostos (33 antimicrobianos e 3 B-agonistas). No
desenvolvimento do método foram avaliadas diferentes condi¢cdes cromatogréficas e
de preparo de amostra. Na etapa de extracdo foram testadas a composicdo do
solvente, o emprego de acidificacédo e agente complexante, e a inclusdo de uma etapa
de particdo pela adicdo de sais ou a baixa temperatura. A seguir, os testes da etapa
de limpeza foram conduzidos com sorventes no modo dispersivo ou em cartucho, e
verificou-se a presencga de coextrativos no extrato por UHPLC-MS/MS e anélise de
varredura por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas em série
(GC-MS/MS). O método final de preparo de amostra consistiu na extracdo com
solucdo aquosa contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico seguida de
adicdo de acetonitrila, e limpeza do extrato por extracdo em fase sélida dispersiva (d-
SPE) utilizando sorvente C18. Para a determinacdo dos compostos com LMR
estabelecido (autorizados) foi realizada a diluicdo do extrato em &gua ultrapura,
engquanto que para os demais foi necesséaria uma etapa de evaporacdo do extrato e
reconstituicdo em solucdo de agua:acetonitrila antes da injecdo no sistema UHPLC-
MS/MS. A validacao foi realizada seguindo os parametros e os critérios de aceitacao
de documentos oficiais, sendo que para as substancias permitidas foi considerado o
seu LMR, enquanto que o menor nivel de calibracédo (5 pug kg?) foi adotado para as
substéancias proibidas ou nao autorizadas. A linearidade apresentou r2 > 0,99 para a
maioria dos compostos. As recuperacoes variaram de 83 a 113%, com coeficiente de
variacao (CV%) abaixo de 15%, exceto para a eritromicina, que néo obteve resultado
satisfatorio de CV% em um dos niveis avaliados do estudo de repetibilidade. As
concentragdes do limite de decisédo (CCa) ficaram entre 5,3 e 447,8 ug kg*. O método
proposto foi aplicado em 25 amostras de muasculo suino e residuos de enrofloxacina,
oxitetraciclina e ractopamina foram detectados. Os resultados indicaram que o método
€ adequado ao seu propadsito e devido a sua simplicidade, pode também ser utilizado
em laboratoérios de rotina.

Palavras-chave: Antimicrobianos. B-agonistas. Preparo de amostra. Validacao.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A METHOD FOR MULTICLASS DETERMINATION OF
VETERINARY DRUG RESIDUES IN PORK BY UHPLC-MS/MS

AUTHOR: Daniela Kunkel Muenchen
ADVISOR: Osmar Damian Prestes

In swine farming, veterinary drugs are mainly applied to provide animal’s health.
However, incorrect use can cause the presence of residues of these substances above
the maximum limit allowed (MRL) in pork, and because of this, the development of
analytical methods for the determination of these substances is extremely important.
Thus, this study aimed to develop and validate a method for multiclass determination
of veterinary drugs residues in pork by ultra-high performance liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). 36 compounds (33
antimicrobials and 3 B-agonists) were selected. During the development of the method,
different chromatographic and sample preparation conditions were evaluated. In the
extraction step, the solvent composition, the use of acidification and complexing agent,
as well as the inclusion of a partition step with salts or at low temperature were tested.
Then, the tests of the clean-up step were conducted with sorbents in dispersive or in
cartridge mode, and the presence of co-extractives in the extract was verified by
UHPLC-MS/MS and full scan analysis by gas chromatography coupled to tandem
mass spectrometry (GC-MS/MS). The final sample preparation method consisted of
extraction with an aqueous solution containing 0.1% (m/v) EDTA and 1% (v/v) formic
acid, followed by the addition of acetonitrile, and clean-up of the extract by dispersive
solid-phase extraction (d-SPE) using C18 sorbent. For determination of compounds
with established MRLs (authorized), the extract was diluted in ultrapure water, while
for the others it was necessary a step of evaporation of the extract and reconstitution
in a solution of water:acetonitrile, prior to injection into the UHPLC-MS/MS system.
Validation was performed following the parameters and criteria of acceptance of official
documents, in which the MRL was considered for the permitted compounds, while the
lowest calibration level (LCL) was adopted for prohibited and unauthorized
compounds. Linearity showed r2 > 0.99 for most compounds. The recoveries ranged
from 83 to 113%, with a coefficient of variation (CV%) below 15%, except for
erythromycin, which did not obtain a satisfactory result of CV% at one of the levels
evaluated in the repeatability study. Decision limit (CCa) concentrations ranged from
5.3 to 447.8 ug kg?. The proposed method was applied to 25 pork samples and
residues of enrofloxacin, oxytetracycline and ractopamine were detected. The results
indicated that the method is suitable for its purpose and due to its simplicity, it can also
be used in routine laboratories.

Keywords: Antimicrobials. B-agonists. Sample preparation. Validation.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura brasileira apresenta uma expansao significativa e ocupa,
atualmente, uma posicdo de destaque no comércio mundial. Em 2020, o Brasil foi o
quarto maior produtor e exportador mundial de carne suina: das 4,44 milhdes de
toneladas produzidas, 23% foram exportadas para mais de 70 paises (ABPA, 2021a).

A carne suina é reconhecida por ser uma fonte de proteina animal de alta
qualidade para a alimentacdo humana (REIG; ARISTOY; TOLDRA, 2013). Contudo,
além do fator nutricional, a preocupacdo quanto a seguranca do alimento tem se
mostrado uma tendéncia do consumidor, sendo que esta demanda pode afetar os
sistemas de producdo, em grande parte devido a aplicagdo de medicamentos
veterinarios em suinos (SCHMIDT, 2018).

Uma ampla variedade de medicamentos veterinarios esta disponivel, seja para
prevenir ou tratar doencas, modificar algumas funcdes fisioldgicas ou como aditivos
para melhorar a conversdo alimentar (MORENO; LANUSSE, 2017). Entre eles, os
antimicrobianos, que séo a classe de medicamentos veterinarios mais aplicada em
suinos no Brasil (SEBRAE; ABCS, 2016), e os B-agonistas, conhecidos como
promotores de crescimento e que apresentam restrices de uso ou sdo considerados
ilegais em alguns paises (ZHANG; WANG; SU, 2016; NINO et al., 2017).

A administracdo de medicamentos veterinarios em animais produtores de
alimentos pode resultar na presenca de residuos nos tecidos comestiveis e, diante
dessa exposicao, agéncias reguladoras estabeleceram limites maximos de residuos
(LMR) (MASIA et al, 2016). A violacdo deste LMR nos alimentos de origem animal
indica o uso incorreto do medicamento veterinario, ndo seguindo as boas préticas
veterindrias, tendo potencial de causar efeitos nocivos para a saiude humana, entre
eles a resisténcia aos antimicrobianos (BAYNES et al., 2016). Além disso, também
pode ser um objeto de ndo conformidade em relacdo aos requisitos exigidos por
paises importadores (RATH; MARTINEZ-MEJIA; SCHRODER, 2015).

Em virtude do exposto, torna-se necessario o desenvolvimento de métodos
analiticos visando a determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos, como musculo suino. Esta matriz é particularmente importante para o
monitoramento de residuos, uma vez que a carne € o principal tecido de origem suina
consumido e os cortes representam a maioria das exportacdes brasileiras de carne
suina (ABPA, 2021a).
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Considerando a ampla gama de substancias que precisam ser monitoradas, as
abordagens de analise simultanea do tipo multirresiduo e multiclasse atraem a
atencao, sendo mais eficazes em termos de custo e tempo (REGAL et al., 2018). No
entanto, representam um desafio, principalmente em razdo das diferentes
propriedades fisico-quimicas entre as classes de medicamentos veterinarios. Aliado a
isso, ha ainda a complexidade da matriz de origem animal, caracterizada pelo
conteldo de proteinas e lipidios, e os baixos limites requeridos, devido as
concentragcdes dos compostos no alimento (ug kg?') (ZHANG et al., 2016,
MANIMEKALAI et al., 2019). Neste sentido, o preparo de amostra € uma etapa critica,
o qual deve promover a extracéo dos diversos analitos incluidos no método, e sempre
que possivel garantir a obtencéo de extratos com menor quantidade de coextrativos
(ANUMOL et al., 2017).

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
em série (UHPLC-MS/MS, do inglés ultra-high performance liquid chromatography
coupled to tandem mass spectrometry) destaca-se como uma das técnicas
preferenciais na determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos, pois permite a separacao, identificacdo e quantificacdo de compostos em
baixas concentracdes (ug kgl) (MASIA et al., 2016; LEHOTAY, 2022). A UHPLC
melhora a resolucdo cromatografica e reduz o tempo de analise (KAUFMANN, 2020),
enquanto que o detector MS/MS fornece alta detectabilidade e seletividade
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; LEHOTAY, 2022).

1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método para a determinacdo multiclasse de residuos
de medicamentos veterinarios (antimicrobianos e [-agonistas) em musculo suino

empregando cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas em série (UHPLC-MS/MS).



21

1.1.2 Objetivos Especificos

e Avaliar diferentes condicbes cromatograficas (gradiente de eluicéo,
composicao da fase movel e coluna).

e Avaliar a etapa de extragcdo dos compostos em relagdo a composi¢do do
solvente, aditivos e inclusdo de etapa de particéo.

e Avaliar a etapa de limpeza dos extratos empregando diferentes sorventes, tanto
no modo dispersivo quanto em cartucho.

e Validar o método desenvolvido de acordo com o0s parametros e 0s critérios
estabelecidos em documentos oficiais direcionados para a determinacao de
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos.

e Aplicar o método validado para a determinacéo de residuos de medicamentos
veterindrios (antimicrobianos e B-agonistas) em amostras de musculo suino

obtidas em propriedades rurais ou em centros comerciais.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SUINOCULTURA

A suinocultura esta consolidada como uma das mais importantes atividades do
agronegocio brasileiro, sendo geradora de emprego e renda. O sistema agroindustrial
de suinos é estruturado em industrias produtoras de insumos (racdo, vacinas,
medicamentos, equipamentos e genética), granjas (criacdo de animais),
agroindustrias (abatedouros/frigorificos), industria de transformacdo de alimentos,
distribuidores (atacado, varejo, exportacdo) e consumidores finais (GUIMARAES et
al., 2017).

Segundo o Decreto n° 9.013/2017, que dispde sobre a inspec¢éo industrial e
sanitaria de produtos de origem animal, diversas opc¢des de produtos de origem suina
estdo disponiveis aos consumidores, incluindo a carcaca, que é a massa muscular e
0s 0ssos do animal abatido, sem 6rgéos e visceras toracicas e abdominais, podendo
ou ndo incluir pele, cabeca e pés; carne in natura; mitdos como coracéo, figado, rins,
pés e rabo; e subprodutos da carne como salame, linguica, presunto e bacon (BRASIL,
2017).

Em 2020, o Brasil produziu 4,44 milhGes de toneladas de carne suina, e assim,
manteve-se na 42 posi¢cdo no ranking mundial (4,5%). Os 3 maiores produtores de
carne suina foram a China, a Unido Europeia e os Estados Unidos, respectivamente,
sendo que a China foi responsavel por aproximadamente 40% da produ¢do mundial
(ABPA, 2021a).

O Brasil também manteve a 42 posicao no ranking mundial de exportacdo de
carne suina em 2020, registrando um recorde histérico de 1,02 milh&es de toneladas,
um aumento de 36% em relacdo a 2019 (ABPA, 2021a). O maior volume exportado
esta relacionado com os impactos da Peste Suina Africana na Asia, que dizimou
grandes criacdes na China, e que deve continuar a influenciar as vendas (ABPA,
2021b). A maior parte das exportagdes nacionais de carne suina foi realizada na forma
de cortes, como lombo e pernil, seguida dos miudos (Figura 1). Entre os mais de 70
paises que mantém relagbes comerciais, 0s principais mercados sdo China e Hong
Kong (ABPA, 2021a).



23

Figura 1 — Exportacdes nacionais de carne suina por produto em 2020
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Fonte: Adaptagdo de ABPA (2021a).

Na Figura 2 sdo apresentados os indicadores de abate de suinos e exportacdes
de carne suina por estado brasileiro, em relacdo ao total do pais em 2020. Observa-
se que o estado do Rio Grande do Sul ocupou a 32 posi¢cdo em abate de suinos,
representando 19% do total, e foi 0 2° maior exportador de carne suina, com 26% do
total exportado. O estado de Santa Catarina lidera o ranking tanto de abate de suinos

guanto de exportacbes (ABPA, 2021a).

Figura 2 — Indicadores de abate de suinos e de exportacdes de carne suina por estado
brasileiro em 2020
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Desta forma, embora a suinocultura seja uma atividade pecuaria presente em
todas as regides brasileiras, ela se destaca na regido Sul. Em 2020, esta regido foi
responsavel pela producdo de 3,14 milhdes de toneladas de carne suina, o que
correspondeu a aproximadamente 70% da producgéo brasileira. Entre os fatores que
colaboram para este destaque estao as praticas de criagcdo e consumo de carne suina
trazidos pelos colonizadores alemaes e italianos. Além disso, esta regido se
caracteriza pelas primeiras iniciativas de melhoramento genético e como local de
origem das maiores empresas de abate e de processamento (SEBRAE; ABCS, 2016;
ABPA, 2021a).

2.2 CARNE SUINA

A carne suina é reconhecida como um alimento de propriedades nutricionais
relevantes, principalmente por conter proteinas de alto valor biolégico, uma vez que
possui todos os aminoacidos essenciais. E também uma importante fonte de vitaminas
do grupo B e de minerais, como ferro e selénio. Mas assim como outras proteinas
animais, ela contribui para a ingestdo de acidos graxos e de colesterol (REIG;
ARISTOY; TOLDRA, 2013).

A Tabela 1 descreve a composicéo centesimal para a carne suina crua, do corte
lombo, com gordura visivel removida, de acordo com o Departamento de Agricultura
dos Estados Unidos (USDA, do inglés United States Department of Agriculture)
(USDA, 2019)

Fatores como raca, idade, sexo, sistema de criacao, tipo de alimentacéo e a
localizacdo do mdusculo no animal, a qual define o tipo de corte, afetam as
caracteristicas fisicas, o rendimento, a qualidade sensorial e a composi¢do quimica
da carne suina (REIG; ARISTOY; TOLDRA, 2013).

Por definicdo, carnes sdo as massas musculares e os demais tecidos que as
acompanham, podendo ou néo incluir os 0ssos, e consideradas aptas para 0 consumo
(BRASIL, 2017).


https://www-sciencedirect.ez47.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0308814612018171?via%3Dihub#!
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Tabela 1 — Composicéo centesimal da carne suina (corte: lombo)

Composicéo Carne suina (lombo)*
Energia (kcal) 143
Agua (g) 72,23
Proteinas (g) 21,43
Nutrientes Lipidios (g) 5,66
Carboidratos (g) 0
Fibras totais (g) 0
Calcio (mg) 17
Ferro (mg) 0,84
Magnésio (mg) 23
Minerais Fos'forp (mg) 211
Potassio (mQ) 389
Saodio (mg) 52
Zinco (mg) 1,84
Selénio (ug) 36,10
Vitamina A (1U) 7
Vitamina B1 — Tiamina (mg) 0,99
Vitamina B2 — Riboflavina (mg) 0,27
Vitamina B3 — Niacina (mg) 4,92
. . Vitamina B5 — Acido pantoténico (mg) 0,78
Vitaminas . . . .
Vitamina B6 — Pirodoxina (mg) 0,53
Vitamina B12 — Cobalamina (ug) 0,63
Vitamina C — Acido ascorbico total (mg) 0,60
Vitamina D (IU) 22
Vitamina E (mg) 0,18
Acidos graxos saturados totais (g) 1,95
Lipidios Af:idos graxos monoinsaturados totais (g) 2,56
Acidos graxos poli-insaturados totais (Q) 0,61
Colesterol (mg) 59

* Carne crua com gordura visivel removida.
Fonte: Adaptacdo de USDA (2019).

O consumo per capita brasileiro é de aproximadamente 16 kg de carne suina

ao ano, sendo que bisteca e pernil sdo os cortes preferidos pelos brasileiros (ABPA,

2021a). A bisteca compreende o lombo com 0sso da costela, cortado em fatias (ABCS,

2014).

Ainda ha muitos mitos em relacéo a carne suina, como por exemplo, ser pouco

saudavel. Diante disso, nas ultimas décadas, técnicas de melhoramento genético e
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nutricdo animal foram empregadas para que o suino apresentasse maiores teores de
carne magra por carcaca e menor quantidade de gordura. Por sua vez, o setor
produtivo tem realizado esforgos visando esclarecer o consumidor sobre a qualidade
nutricional da proteina suina (SEBRAE; ABCS, 2016).

Além da competitividade intrinseca da carne suina, como qualidade nutricional
e custo, os consumidores estdo dando atencdo as questbes de seguranca do
alimento! e de bem-estar animal?, o que pode impactar os sistemas de producéo,
principalmente em virtude da administracdo de medicamentos veterinarios nos suinos.
No que diz respeito ao mercado internacional, questdes sanitarias podem prejudicar
as relacdes comerciais, uma vez que os alimentos exportados devem estar em
concordancia com os padrées de qualidade exigidos por aqueles paises (RATH,;
MARTINEZ-MEJIA; SCHRODER, 2015; SCHMIDT, 2018).

2.3 MEDICAMENTOS VETERINARIOS

Medicamento veterinério € definido como qualquer substancia administrada em
animais produtores de alimentos, com finalidade profilatica (prevencdo de doencas),
terapéutica (tratamento e controle de doencas) ou de diagndéstico, ou ainda para
modificar as fun¢des fisioldgicas ou de comportamento (FAO; WHO, 2019). Estas
substancias também podem ser aplicadas em animais de estimacéo, aos destinados
a provas esportivas e aos selvagens. Entretanto, a administragdo de medicamentos
veterinarios em animais na pecuaria é mais importante do ponto de vista da seguranca
dos alimentos (REGAL et al., 2020).

Alguns medicamentos veterinarios também s@o usados como promotores de
crescimento, na forma de aditivos melhoradores de desempenho adicionados a racao,
tais como anabolizantes hormonais, -agonistas e alguns antimicrobianos. Entretanto,
esse uso esta sendo proibido em varios paises (BAYNES et al., 2016; STOLKER,;
BRINKMAN, 2005).

1 Seguranca do alimento (Food Safety): garantia de que o alimento ndo causara um efeito adverso a
saude do consumidor, quando preparado e/ou consumido de acordo com o uso pretendido. Esta
relacionado com a presenca de perigos no alimento (agentes fisicos, quimicos ou biolégicos no
alimento com potencial de causar um efeito adverso & saude) (ISO, 2018).

2 Bem-estar animal: estado de harmonia do animal em relagdo ao ambiente em que vive, englobando
boa nutricdo, boa salde, o manejo e instalacbes adequadas e a expressao de comportamentos inatos
da espécie (GUIMARAES et al., 2018).
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Os medicamentos veterinarios podem ser classificados de acordo com o
objetivo terapéutico, as propriedades quimicas e também a existéncia de autorizacéo
(ou ndo) para sua aplicacdo em animais produtores de alimentos (REGAL et al., 2018).
As classes de medicamentos veterinarios de importancia para este estudo serédo

abordadas a sequir.

2.3.1 Antimicrobianos

Os antimicrobianos representam a maior e mais variada classe de
medicamentos veterinarios, possuindo ainda subdivises (REGAL et al., 2018). Estas
substancias podem ser de origem natural (antibiéticos), semi-sintética ou sintética, e
possuem a capacidade de matar bactérias causadoras de doencas (a¢ao bactericida)
ou impedir sua multiplicacédo (acdo bacteriostatica) (AMARAL et al., 2006).

Os antimicrobianos sdo comumente empregados na pecuaria em todo o mundo
(REGAL et al.,, 2018), e na criagdo de suinos no Brasil em 2015, eles foram
responsaveis por uma movimentacdo de R$ 209,7 milhdes, sendo a classe de
medicamentos veterinarios mais utilizada (SEBRAE; ABCS, 2016).

A maioria das classes de antimicrobianos de interesse neste estudo
(lincosamidas, macrolideos, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas) estdo descritas
na Tabela 2, a qual apresenta informacdes a respeito da estrutura basica, indicacao
de uso e caracteristicas de cada classe bem como exemplos de compostos. Outras
classes incluidas no estudo sdo as pleuromutilinas e os derivados de
diaminopirimidina. As pleuromutilinas, representada pela tiamulina, muitas vezes sdo
agrupadas a classe dos macrolideos, uma vez que apresentam estrutura semelhante.
Elas possuem carater basico fraco (DAESELEIRE et al.,, 2017). Os derivados de
diaminopirimidina, como a trimetoprima, possuem em sua estrutura dois grupos amina
em um anel de pirimidina e atuam em conjunto com as sulfonamidas (DASENAKI;
THOMAIDIS, 2017).



Tabela 2 — Informacdes a respeito das classes de antimicrobianos de interesse neste estudo
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Classe

Estrutura

Indicacdo de uso
veterindrio

Caracteristicas

Exemplos

Referéncia

Lincosamidas

Monoglicosideos ligados a
uma cadeia lateral de

Similar ao dos

* Caréter bésico fraco (pKa > 7)

Clindamicina

KINSELLA et al.,
2009; DASENAKI;

aminoacido macrolideos Lincomicina THOMAIDIS, 2017

Anel de lactona macrociclica, STOLKER;

contendo 14, 15 ou 16 S * Caréter basico fraco (pKa > 7) . - BRINKMAN, 2005;
Macrolideos  carbonos, ligada a moléculas eDzen?graisar:splratorlas » Alguns compostos sao sensiveis e _IE_irllct)rS?rrgcma SISMOTTO;

de acgucares por meio de podem sofrer degradac¢édo em pH &cido PASCHOAL,;

ligacdes glicosidicas REYES, 2013

* SolGveis em solventes organicos

Derivados de um nucleo polares e também em solucdes

quinolina com um grupo aguosas-organicas acidas ou basicas DASENAKI;

carboxila em C3 (128 Doengas respiratrias * Ligam-se a proteinas da matriz Acido nalidixico THOMAIDIS,
Quinolonas geracao). Adicdo de um ' e Carater acido devido ao grupo 2017;

atomo de flior em C6 e anel
de piperazina em C7 (22
geracao - Fluoroquinolonas)

urinarias e entéricas

carboxila (pKa 5,5)

* 7-piperazina quinolonas: propriedades
anfotéricas devido a presenca do grupo
amina béasico (pKa2 6 2 9)

Danofloxacina

MANIMEKALAI et
al., 2019

Sulfonamidas

Possuem o grupo
sulfanilamida

Doencas respiratorias,
urinarias, entéricas e
dérmicas

* Podem ser utilizadas
em combinagdo com a
trimetoprima

» Pouco soltveis em agua, sollveis em
solventes organicos

* Propriedades anfotéricas: grupo amina
aromética basico (pKa1 2) e grupo
amida, contendo atomo de hidrogénio
com propriedades acidas (pKa2 5 a 9)

Sulfadiazina
Sulfadimetoxina

DMITRIENKO et
al., 2014;
PETKAR,;
JAGTAP, 2021

Tetraciclinas

Possuem um nucleo de
hidronaftaceno contendo
quatro anéis fundidos

Doencas respiratdrias

« Altamente polares e sollUveis em agua
* Ligam-se a proteinas da matriz

» Sofrem quelacdo com ions metéalicos
* Propriedades anfotéricas: grupo enol
acido em C3 (pKa1 3,3), enolem C12 e
hidroxila fendlica no anel D (pKa2 7,5) e
grupo dimetilamina basico (pKaz 9,0)

Doxiciclina
Tetraciclina

ANDERSON:
RUPP; WU, 2005;
PEREZ-
RODRIGUES et
al., 2018

pKa: constante de dissocia¢éo 4cida expressa na forma de seu logaritmo negativo.
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Em um estudo de revisdo, Lekagul, Tangcharoensathien e Yeung (2019)
buscaram avaliar os padrées de uso de antimicrobianos na criacdo de suinos a partir
de uma ferramenta de buscas em artigos publicados entre 2000 e 2017. Dos 36
estudos selecionados, mais de 85% foram realizados na Europa e na América do
Norte, e demonstraram que a escolha do antimicrobiano foi impulsionada por doencas
especificas da idade e pelo patdbgeno. Em todos os estagios de producao, as doencas
mais comuns sd80 as gastrointestinais e as respiratérias, que sdo facilmente
transmitidas dentro das granjas. As tetraciclinas, principalmente a doxiciclina, e as
sulfonamidas estdo entre as classes de antimicrobianos mais utilizadas,
possivelmente em razdo do seu menor custo quando comparadas as outras classes.

Alguns antimicrobianos sédo importantes também para a medicina humana, e
por isso, 0 uso destas substancias como aditivo zootécnico adicionado a alimentacéo
animal vem sendo proibido, visando a prevencao da resisténcia antimicrobiana. No
Brasil, as substancias das classes das quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas podem
ser utilizadas exclusivamente em produtos antimicrobianos de uso veterinario
(BRASIL, 2009), assim como as substancias tiamulina, tilosina e lincomicina (BRASIL,
2020a).

2.3.2 B-Agonistas

Os B-agonistas s&o substancias derivadas de feniletanolaminas, apresentando
diferentes substituintes no anel aromatico e no grupo amino terminal. Como exemplos
pode-se destacar a ractopamina, o clembuterol e o salbutamol (ZHANG; WANG; SU,
2016).

As substéncias desta classe foram originalmente usadas para o tratamento
terapéutico de doencas respiratdrias, mas sdo conhecidas também como promotores
de crescimento em diversas espécies de animais, incluindo suinos. Elas atuam como
um agente de reparticdo: redirecionam nutrientes para diminuir a deposi¢cao de
gordura, causando dessa forma um aumento na proporcdo de musculo/gordura
(ZHANG; WANG; SU, 2016; MORENO; LANUSSE, 2017).

A administragao de 3-agonistas em animais produtores de alimentos é proibida
em varios paises, como na China (DAVIS; BELK, 2018), principal mercado importador
da carne suina brasileira (ABPA, 2021a). Na Unido Europeia, a proibi¢cao da utilizacao

destas substancias na criacdo de animais ocorre desde 1996 e esta prevista na
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Diretiva 96/22/EC (EC, 1996a). O Brasil, por sua vez, apresenta restricdo de uso
destas substancias, sendo que para a criacdo de suinos, o Unico [B-agonista
autorizado comercialmente é a ractopamina, na forma de cloridrato de ractopamina
em concentracdes que variam de 5 a 20 mg kg?, exclusivamente em racGes para
suinos em fase de terminacdo, nos 28 dias que antecedem o abate, sem prazo de
caréncia (FEDDERN et al., 2017; BRASIL, 2020b).

2.4 RESIDUOS E CONTAMINANTES EM ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL

Apesar da sua importancia para a pecuaria, a aplicacdo de medicamentos
veterinarios em animais produtores de alimentos tem potencial de deixar residuos nos
respectivos produtos derivados (carne, leite, ovos e mel) (REGAL et al., 2018). Os
residuos de medicamentos veterindrios incluem todas as substancias
farmacologicamente ativas e/ou seus metabdlitos, bem como impurezas, que
permanecem nos alimentos provenientes de animais a que tenha sido administrado o
medicamento veterinario em questao (FAO; WHO, 2019).

Alimentos de origem animal também podem apresentar substancias que néo
foram adicionadas intencionalmente, denominadas de contaminantes. Estas sdo
resultado da contaminacdo ambiental e/ou de etapas de producédo, embalagem,
transporte ou armazenamento do alimento ou da racdo dos animais (FAO; WHO,
2019). No caso da criacao de suinos, a racéo destinada a nutricdo dos animais é uma
fonte potencial de exposicdo a contaminantes, em razdo da contaminagado cruzada
gue pode ocorrer entre as linhas de producdo, por exemplo quando uma racao for
produzida numa linha subsequente a da adicdo intencional de um determinado
medicamento veterinario, conforme demonstrado no estudo de Silva et al. (2019).

ApoOs a aplicacdo do medicamento veterinario, a possibilidade de o mesmo
deixar residuos em tecidos comestiveis de animais, por exemplo em musculo, figado
e rim, depende de parametros farmacocinéticos (absorcéo, distribuicdo, metabolismo
e excrecgdo), os quais estdo relacionados com as propriedades fisico-quimicas da
substancia (DAESELEIRE et al., 2017).

Residuos de substancias de varias classes de antimicrobianos tém sido
encontrados em amostras de musculo suino, como lincosamidas (CHIESA et al.,
2017), macrolideos (ZHAO et al., 2021), quinolonas (XIE et al., 2012; TIAN et al., 2016;
YIN et al., 2016; CHEN et al., 2019), sulfonamidas (XIE et al., 2012; YIN et al., 2016;
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HE et al., 2017; WEN et al., 2017; ZHANG et al., 2018; LI et al., 2020) e tetraciclinas
(CHIESA et al., 2017; JANK et al., 2017; CHEN et al., 2019; ZHAO et al., 2021).

A presenca de residuos de B-agonistas também foi relatada em musculo suino
(VALESE et al., 2016; YIN et al., 2016, ZHANG et al., 2018). Gressler et al. (2018)
avaliaram 48 amostras de musculo provenientes de suinos criados em fazendas
inspecionadas pelo governo federal brasileiro. Estes animais haviam sido alimentados
com racdo contendo até 20 mg kg de ractopamina durante os 28 dias antes do abate,
sem prazo de caréncia. Os resultados demonstraram a presenca de ractopamina em
concentracdo maxima de 7,86 ug kg™.

Em decorréncia da presenca de residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos, como em musculo suino, concentracfes limites desses residuos séo
estabelecidas por érgaos reguladores, a fim de proteger a saude do consumidor e
facilitar o comércio internacional de alimentos (MASIA et al., 2016; CHICOINE et al.,
2020).

2.4.1 Limite méaximo de residuo (LMR)

O LMR é a concentracdo maxima de residuos, resultante da aplicacdo de um
medicamento veterinario, que pode permanecer no alimento de origem animal
(expressa em mg kg' ou pg kg?! de peso fresco) (FAO; WHO, 2019). Esta
concentracdo € legalmente permitida e considerada segura para a saude humana
(BAYNES et al., 2016; ANVISA, 2021).

A presenca de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos acima do
LMR indica o desrespeito as suas instru¢des de uso: indicacdo de uso para a espécie
animal, dosagem, via de administracéo e prazo de caréncia. Quando a substancia for
proibida, o residuo ocorre em razédo da aplicacéo ilegal (DAESELEIRE et al., 2017).
Esta situacdo pode acarretar riscos para a saude do consumidor, entre eles o
surgimento de alergias em individuos hipersensiveis, aparecimento de mutagénese,
carcinogénese e teratogénese, efeitos hormonais e doencas gastrointestinais e
hematologicas. Além disso, a exposi¢do a residuos de antimicrobianos pode resultar
no desenvolvimento de bactérias resistentes, comprometendo a acéo terapéutica

destas substancias nos seres humanos (BAYNES et al., 2016).
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Para a definicdo do LMR leva-se em consideragdo a ingestao diaria aceitavel®
(IDA) de cada substancia bem como estudos de metabolismo e de deplecdo de
residuos nos tecidos. Entretanto, esta concentracdo pode ser reduzida a fim de ser
consistente com as boas praticas veterinarias e na disponibilidade de métodos
analiticos para a determinacao da substancia (DAESELEIRE et al., 2017; FAO; WHO,
2019).

Os LMRs estabelecidos pelo Codex Alimentarius, criado na década de 60 pela
Organizagao das Nagdes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO, do inglés
Food and Agriculture Organization of the United Nations) e pela Organizacdo Mundial
da Saude (WHO, do inglés World Health Organization), sdo considerados também
padrées comerciais, uma vez que visam garantir que os alimentos exportados e
importados sejam seguros para o consumo (MASIA et al., 2016; FAO; WHO, 2022).

Embora muitos paises utilizem os LMRs definidos pelo Codex Alimentarius,
ainda ndo ha uma harmonizacéo global, visto que comumente cada pais pode possuir
orgdos responsaveis por estabelecer LMRs, 0s quais estdo previstos em
regulamentos nacionais. Por exemplo, nos Estados Unidos o 6rgdo regulador € a
Agéncia de Alimentos e Medicamentos (FDA, do inglés Food and Drug
Administration). Na Unido Europeia, o 6rgdo regulador equivalente € a Agéncia
Europeia de Medicamentos (EMA, do inglés European Medicines Agency) (MASIA et
al., 2016; CANTON; LANUSSE; MORENO, 2022).

No Brasil € de responsabilidade do Ministério da Saude, especificamente da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), a definicAdo dos LMRs de
componentes farmacolégicos ativos de medicamentos veterinarios em alimentos de
origem animal. A Anvisa estabelece os LMRs com base nas concentragdes
recomendadas pelo Codex Alimentarius ou, na auséncia deste, de outras autoridades
estrangeiras reconhecidas, como a EMA e a FDA (BRASIL, 2019a; ANVISA, 2021).

A lista de LMRs estabelecidos pela Anvisa consta na Instrucdo Normativa n°®
51/2019 e inclui informacdes sobre o residuo marcador, espécie animal e tipo de
tecido a ser considerado. Ela esta estruturada em trés anexos: 1) substancias com

LMR estabelecido, Il) substancias que nao necessitam de LMR por ndo apresentarem

8 Ingestao diaria aceitavel (IDA): quantidade estimada de residuos de medicamentos veterinarios,
expressa em mg kg ou ug kg de peso corpéreo, que pode ser ingerida diariamente ao longo da vida,
sem risco apreciavel para a salude do consumidor. E baseada em estudos toxicologicos (BRASIL,
2019a; FAO; WHO, 20109).
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risco a saude do consumidor, isto €, apresentam ampla margem de seguranca; e lll)
substancias com LMR ndo recomendado devido a sua toxicidade. Segundo a
Instrucdo Normativa, ndo podem ser detectados nos alimentos de origem animal
residuos de substancias que ndo constem nos anexos | ou Il, bem como aquelas com
LMR néo recomendado (BRASIL, 2019b).

Com a publicacdo desta Instrucdo Normativa foi ampliado o numero de
componentes farmacologicos ativos de medicamentos veterinarios com LMR
estabelecido, o que representa uma maior protecdo da saude da populacéo brasileira
e cria um ambiente de maior seguranca juridica para os setores envolvidos na
producado de alimentos de origem animal (ANVISA, 2021).

No que se refere a Unido Europeia, esta possui uma politica integrada de
seguranca de alimentos, com o intuito de garantir um alto nivel de protecdo da saude
humana em relacdo aos alimentos produzidos e comercializados em seu territorio,
sendo que nos ultimos anos, varias legislacdes pertinentes a essa area estdo sendo
reformuladas (EC, 2022).

Publicada em 1996, a Diretiva 96/23/EC classificava as substancias
farmacologicamente ativas e outros compostos em 2 grandes grupos. No Grupo A
estavam incluidas as substancias com efeito anabolizante, entre as quais os [-
agonistas, e as constantes no anexo IV do Regulamento (EEC) 2377/90, cuja
administracdo em animais € proibida. No Grupo B fazem parte as substancias
autorizadas, como os antimicrobianos (B.1), antiparasitarios e tranquilizantes (B.2), e
também contaminantes, como agrotoxicos (B.3) (EC, 1990; 1996b). Um esquema
desta classificagcdo € apresentado na Figura 3, com destaque para as classes
abordadas neste estudo. Embora revogada pelo Regulamento (EU) 2017/625, a
classificacdo de acordo com a Diretiva 96/23/EC permanece valida até 14 de
dezembro de 2022 (EC, 2017).
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Figura 3 — Classificacdo de uso baseada na Diretiva 96/23/EC

A1-Ab5
Promotores de <::II B-agonistas
crescimento

A.6
Substancias do Anexo
IV - Regulamento
(EEC) 2377/90

= Uso proibido

Diretiva Lincosamidas,

96/23/EC B.1 Macrolideos,

Antimicrobianos C:" Qumolona@,
Sulfonamidas e

Tetraciclinas
B.2
Qutras substancias
farmacologicamente
ativas

= Uso autorizado
B.3
Contaminantes

Fonte: Adaptacédo de EC (1996b).

JA4 o Regulamento (EU) 37/2010 estabelece os LMRs das substancias
farmacologicamente ativas nos alimentos de origem animal, incluindo o residuo
marcador e tipo de tecido animal. Ele esta dividido em 2 tabelas: uma para as
substancias que possuem um LMR estabelecido ou ndo requerem LMR, e outra tabela
para as substancias constantes no anexo IV do Regulamento (EEC) 2377/90, para as
qguais ndo se pode estabelecer um LMR seguro devido a sua toxicidade (EC, 2010).
Cabe destacar que as substancias constantes no grupo A da Diretiva 96/23/EC
representam um risco evidente para a seguranca do consumidor quando presente em
qualquer nivel nos alimentos. Assim, para todas elas, ha uma politica de tolerancia
zero quanto a sua presenca nos alimentos (REGAL et al., 2018).

A Tabela 3 apresenta os LMRs, no &mbito da Uni&o Europeia e do Brasil, em

musculo suino para os compostos de interesse neste estudo.
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Tabela 3 — Limite maximo de residuo (LMR) em musculo suino para os compostos de
interesse neste estudo, definidos pela Unido Europeia e os adotados no Brasil

(continua)

LMR (ug kg™)

Residuo marcador* i . .
Uniao Europeia Brasil

Classe/Composto

Lincosamidas
Clindamicina

Lincomicina Lincomicina 100 200
Macrolideos
Eritromicina Eritromicina A 200 200
Tilosina Tilosina A 100 100
Pleuromutilinas
Soma dos metabolitos que
Tiamulina podem ser hidrolisados para 8-a- 100 100
hidroximutilina
Quinolonas
Acido nalidixico - - -
Acido oxolinico Acido oxolinico 100 100
Cinoxacina - - -
Danofloxacina Danofloxacina 100 100
Difloxacino Difloxacino 400 400
Enrofloxacina Soma _de enroflo_xacina € 100 100
ciprofloxacina
Flumequina Flumequina 200 500
Lomefloxacina - - -
Marbofloxacina Marbofloxacina 150 150
Norfloxacino - - -
Ofloxacina - - -
Sarafloxacina - - -
Sulfonamidas
Sulfaclorpiridazina
Sulfadiazina
Sulfadimetoxina
Sulfadoxina
Sulfameraz-l na Soma dos farmacos do grupo 100 100
Sulfametazina
Sulfametizol
Sulfametoxazol
Sulfaquinoxalina
Sulfatiazol
Tetraciclinas
Clortetraciclina }
Oxitetraciclina Soma dos farma'cos do grupo e 100 200
o seus epimeros
Tetraciclina
Doxiciclina Doxiciclina 100 100
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Tabela 3 — Limite maximo de residuo (LMR) em musculo suino para os compostos de
interesse neste estudo, definidos pela Unido Europeia e os adotados no Brasil

(concluséo)

LMR (ug kg™)

Classe/Composto Residuo marcador* o . :
Uniao Europeia Brasil

Derivados de
diaminopirimidina

Trimetoprima Trimetoprima 50 50
B-agonistas

Clembuterol - Proibida® -
Ractopamina - Proibida?® 10
Salbutamol - Proibida® -

* residuo marcador: residuo cuja concentragdo diminui em uma relagdo conhecida com o nivel de
residuos totais no tecido (BRASIL, 2019a).

- ndo consta residuo marcador ou concentracdo de LMR definida para esse composto nessa matriz
segundo os regulamentos consultados.

a: uso proibido na criacdo de animais segundo a Diretiva 96/22/EC (EC, 1996a).

Fonte: Adaptacdo de EC (2010); BRASIL (2019b).

Conforme pode ser observado na Tabela 3, ha poucas diferencas nos LMRs
definidos pela Unido Europeia e os adotados no Brasil. Um exemplo € para a
ractopamina, a qual € proibida na Unido Europeia, mas que no Brasil tem um LMR de
10 ug kg?. De um modo geral, a Unido Europeia possui os LMRs mais rigidos.

A nivel do comércio internacional, a discordancia nestes limites pode se
constituir em uma barreira comercial, uma vez que os LMRs de medicamentos
veterinarios estabelecidos pelo pais importador ndo devem ser excedidos no alimento.
Porém, caso haja ndo conformidade, os produtos de origem animal podem ser retidos
ou destruidos, sendo que infragbes graves ou repetidas podem resultar no
encerramento da relacdo comercial com o pais (RATH; MARTINEZ-MEJIA;
SCHRODER, 2015; CANTON; LANUSSE; MORENO, 2022).

Assim, para garantir a seguranca dos alimentos, é crucial o monitoramento dos
alimentos de origem animal que serdo destinados ao consumo humano, de forma a
verificar sua conformidade em relacdo ao LMR e também para reforcar a superviséo

da utilizag&o legal de medicamentos veterinarios (MASIA et al., 2016).
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2.4.2 Programas de monitoramento de residuos e contaminantes em alimentos

de origem animal

Varios paises implementaram programas de monitoramento de residuos e
contaminantes, por meio de amostragem de alimentos (CANTON; LANUSSE;
MORENO, 2022). Diferentes amostras provenientes de animais destinados a
produgcédo de alimentos podem ser utilizadas como matriz de interesse para esta
andlise, sendo que normalmente o alvo é o tecido no qual a substancia apresenta
maior concentracdo e/ou é mais persistente. Entre todas as matrizes, o musculo € de
extrema importancia, em razdo de que a carne é o principal tecido consumido
(KINSELLA et al., 2009).

No Brasil, esta instituido o Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes — PNCRC/Animal, sob responsabilidade do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA), o qual tem por objetivo promover a seguranca
quimica dos alimentos de origem animal colocados a disposi¢éo da populacdo. Além
disso, este programa estimula o setor produtivo brasileiro a se adequar, do ponto de
vista sanitario, as regras do comeércio internacional de alimentos. Entre as principais
bases legais do programa estdo a Instrucdo Normativa n° 42/1999 e o Decreto n°
9.013/2017 (MAPA, 2019; MAPA, 2022).

No ambito do PNCRC/Animal, amostras de musculo, figado, rim, gordura e
urina de suinos, bovinos, aves de corte e equinos, e também amostras de leite, ovos,
mel e pescado, sdo coletadas pelo Servico de Inspecdo Federal (SIF) em
estabelecimentos inspecionados de varias regides do pais, incluindo igualmente os
que comercializam seus produtos apenas no mercado nacional quanto 0s que
exportam para outros paises. As coletas ocorrem de forma aleatéria, com frequéncia
variavel, seguindo uma programacdo anual. Posteriormente, as amostras sao
enviadas aos laboratérios da rede oficial ou aqueles credenciados para realizacao da
analise, onde o escopo de analitos monitorados inclui medicamentos veterinarios
autorizados e nédo autorizados, agrotoxicos, contaminantes inorganicos, micotoxinas
e dioxinas, dependendo do tipo de amostra (MAPA, 2019).

Um relatério com os resultados do PNCRC/Animal é publicado anualmente,
mas referente ao ano anterior. Nele constam a espécie animal, os compostos
monitorados e o respectivo tipo de amostra, o nUmero de amostras analisadas e os

indices de conformidade e ndo conformidade. A ndo conformidade pode estar
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relacionada com a presenca de residuos acima do LMR ou com residuos de uma
substancia proibida. No caso de haver amostras ndo conformes, sao informados o
analito e o tipo de amostra, o limite de referéncia caso exista (ou seja, o0 LMR), a
porcentagem de amostras nao conformes e a concentragdo dos analitos nestas
amostras. O numero de amostras contendo residuos abaixo do LMR nédo é
disponibilizado (MAPA, 2022).

Atualmente, o monitoramento de antimicrobianos em suinos € realizado em
musculo, que de acordo com o Manual de Coleta de Amostras do PNCRC/MAPA,
corresponde a massa muscular submetida a toalete, ou seja, isenta de gordura,
aponevrose, pele e osso (MAPA, 2010; MAPA, 2022). Os resultados de amostras néo
conformes para antimicrobianos em musculo suino no @mbito do PNCRC/Animal entre
0s anos de 2010 a 2021 sao apresentados na Tabela 4, onde também consta o
namero total de amostras de origem suina (musculo, figado, rim, gordura e urina)
analisadas por ano. Neste periodo, residuos dos antimicrobianos doxiciclina,
sulfametazina e enrofloxacina foram os mais frequentes detectados acima do LMR
permitido em musculo suino. Entretanto, observa-se um baixo percentual de amostras
nao conformes (MAPA, 2022).

No que se refere ao monitoramento de B-agonistas em suinos, atualmente, é
realizado nas matrizes musculo e figado. Entre os anos 2010 e 2021 nao foram
encontrados resultados nado conformes para a classe dos B-agonistas em musculo
suino. Quanto a matriz figado, 1 amostra apresentou ndo conformidade para o analito
ractopamina em 2020, enquanto que em 2021 foram 4 amostras. Nestes anos, o
percentual de amostras ndo conformes (em relacdo ao total de amostras de figado
analisadas para o analito) foi de 1,11% e 4,44%, respectivamente (MAPA, 2022).

Quando uma amostra apresenta resultado ndo conforme, € aberto um
Subprograma de Investigacdo. Neste caso, ha a fiscalizacdo da propriedade rural de
origem do lote amostrado para identificacdo das causas da violacao, aplicacdo de
eventuais sanc¢des administrativas e controle do risco de novas violagbes (MAPA,
2022).

A execucdao do PNCRC/Animal envolve acdes articuladas de diferentes
divisbes do MAPA, sendo que nos ultimos anos, esforgos foram realizados visando a
ampliacdo de métodos analiticos para a incorporacdo de novas substancias, bem
como para o aumento do numero de testes, 0 que tem sido possivel gracas ao uso de

métodos de analise multirresiduos (MAPA, 2019).
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Tabela 4 — Numero total de amostras analisadas anualmente e resultados referentes
as amostras ndo conformes para antimicrobianos em musculo suino, no ambito do
PNCRC/Animal entre 2010 e 2021

NUmero de amostras ~
Concentracao

Total de Analito nao conformes/ .
amostras detectado  NuUumero de amostras LMR* do analito nas
Ano . : . . 4y amostras nao
analisadas/ acimado analisadas do analito (ug kg™)
~ conformes
ano LMR (% amostras néo (g kg
conformes) H K9

2010 2.351 -
2011 2.694 -
2012 2.642 -
2013 2.519 -

2014 2379 Doxmclmg 1/230 (0,43) 200 251,33

Sulfametazina 1/230 (0,43) 100 131,00

2015 3.875 Sulfametazina 1/531 (0,19) 100 431,86
2016 3.329 -

Enrofloxacina 2/604 (0,33) 100 605,16

625,82

2017 2.937 15119

Doxiciclina 2/604 (0,33) 100 21720

- 180,20

Doxiciclina 2/601 (0,33) 100 26567

2018 2.993 Enrofloxacina 1/601 (0,17) 100 156,55

. 180,76

Sulfametazina 2/601 (0,33) 100 240 82

S 227,98

Doxiciclina 2/609 (0,33) 100 24895

2019 2.311 Oxitetraciclina 1/609 (0,16) 100 175,90

: 280,17

Enrofloxacina 2/609 (0,33) 100 136,30

Doxiciclina 1/620 (0,16) 100 610,69

2020 2118 Enrofloxaulna 1/620 (0,16) 100 207,65

Sulfametazina 1/620 (0,16) 100 872,12

Tilmicosina 1/620 (0,16) 100 131,18

2021 2.510 Ciprofloxacina 1/597 (0,17) 100 214,26

* Os valores de LMR s&o os indicados no PNCRC/Animal de cada ano.
- N&o houveram amostras ndo conformes para antimicrobianos neste ano.
Fonte: Adaptacdo de MAPA (2022).

Na Unido Europeia, o programa de monitoramento de residuos em amostras
de origem animal ocorre anualmente e € previsto na Diretiva 96/23/EC para os
Estados-Membros (EC, 1996b). Segundo o relatério do ano de 2020, foram analisadas

115.818 amostras de origem suina. Para os antimicrobianos, das 36.262 amostras
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analisadas, 42 (0,11%) apresentaram n&o conformidades, as quais foram
comunicadas por 15 paises. A classe de antimicrobianos com maior niamero de
resultados ndo conformes, isto é, com concentracdo acima do LMR, foi a das
tetraciclinas, abrangendo doxiciclina (12), oxitetraciclina (8) e clortetraciclina (5). Além
disso, 21 resultados ndo conformes foram relatados para a classe das sulfonamidas
e 5 para a das quinolonas. Quanto a classe dos B-agonistas, ndo foram reportadas
amostras com resultado ndo conforme. Cabe destacar que neste relatorio ndo €
especificado o tipo de matriz suina (EFSA, 2022).

Comparando os resultados dos programas de monitoramento do Brasil e da
Unido Europeia, observa-se a prevaléncia de resultados ndo conformes para as
mesmas classes de antimicrobianos, como tetraciclinas, sulfonamidas e quinolonas.
Em ambos os casos, a ocorréncia de ndo conformidades € baixa (inferior a 1% das
amostras analisadas).

Para a realizacdo do monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios
em alimentos € necesséario o desenvolvimento de métodos analiticos seletivos e
capazes de estar em conformidade com os LMRs estabelecidos pelas autoridades
regulatorias (MASIA et al., 2016). Além disso, devido ao elevado nimero de
medicamentos veterinarios disponiveis, os métodos multirresiduos e multiclasses sao

desejaveis para fins de monitoramento destas substancias (REGAL et al., 2018).

2.5 DETERMINACAO DE RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS EM
ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL

A estratégia mais utilizada para determinacao de residuos de medicamentos
veterindrios em alimentos de origem animal € o acoplamento de uma técnica de
separacao, como a cromatografia liquida (LC, do inglés liquid chromatography), a um
detector, como o espectrdmetro de massas. Se comparado aos agrotoxicos, 0s
medicamentos veterinarios Sao0 compostos mais polares, pouco volateis e
termicamente instaveis, caracteristicas estas que fazem com que a LC seja 0 método
de escolha para sua separacgéo, ao invés da cromatografia gasosa (GC, do inglés gas
chromatography) (GENTILI; PERRET; MARCHESE, 2005; MASIA et al., 2016).

Neste sentido, uma das técnicas mais eficazes € a cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS, do

inglés ultra-high performance liquid chromatography coupled to tandem mass
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spectrometry) (LEHOTAY, 2022). Este sistema de analise tem sido amplamente
utilizado tanto em laboratorios de pesquisa quanto de rotina, pois permite a detec¢ao
e a quantificacdo de um grande nimero de analitos simultaneamente, o que aumenta
0 nimero de amostras injetadas em fungdo do tempo e diminui os custos (LOPEZ-
RUIZ; ROMERO-GONZALES; FRENICH, 2019).

2.5.1 Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC)

Um dos avancos na area de separacbes, a UHPLC desenvolveu-se com a
introducdo das particulas de fase estacionaria porosas < 2 ym que, associadas as
colunas cromatogréaficas com dimensdes reduzidas (5 — 10 cm de comprimento e
didmetros internos de 1 — 2,1 mm) e as altas velocidades lineares de fase movel,
proporcionaram o aumento da resolucdo cromatografica e da detectabilidade, bem
como a diminuicdo do tempo das analises. Para isso, houve também a necessidade
de avancos na instrumentacdo, com equipamentos capazes de bombear fase movel
a altas pressdes (~15000 psi) e com volumes internos reduzidos (desde injetor até
conexoes e tubulacdes) (MALDANER; JARDIM, 2012; KAUFMANN, 2020).

A melhora do formato de pico cromatografico, isto €, com menor disperséao (pico
estreito), devido a utilizacédo de particulas com tamanho reduzido, permite uma melhor
definicdo do pico para integracdo reprodutivel. Além disso, a diminuicdo das
dimensfes da coluna cromatogréafica acarreta um menor consumo de fase movel,
reduzindo o volume de solventes e, consequentemente, de residuos gerados (LOPEZ-
RUIZ; ROMERO-GONZALES; FRENICH, 2019).

Apesar de uma ampla variedade de particulas de fase estacionaria estar
disponivel comercialmente, a maioria das aplicacdes utiliza materiais de fase reversa
(KAUFMANN, 2020). Por exemplo, para a separacédo dos residuos de antimicrobianos
e B-agonistas em alimentos de origem suina, a fase estacionaria € comumente um
material a base de silica quimicamente modificada com hidrocarbonetos, como o

octadecilsilano (C18) (Tabela 5 no item 2.6, a seguir).

2.5.2 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma técnica que pode ser util de forma

qualitativa, para a identificacdo da composicao elementar e elucidagcéo estrutural, e
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também quantitativa, para a determinacdo de analitos em baixos niveis de
concentracdo (ug kgt) em matrizes complexas (IGLESIAS, 2012).

O espectrdmetro de massas é constituido por uma fonte de ions, um analisador
de massas e um detector. Todas as partes do equipamento sdo operados sob
condi¢cbes de alto vacuo, somente a fonte de ions pode ficar ou ndo sob pressao
atmosférica (LANCAS, 2009).

A fonte de ions é responséavel pelo processo de ionizacdo do analito, ou seja,
por converter moléculas neutras em ions. A mais utilizada no acoplamento com a LC
€ a ionizacao por eletronebulizacdo (ESI, do inglés electrospray ionization), a qual
opera em pressao atmosférica em vez de vacuo (LANCAS, 2009).

Na ESI, o analito dissolvido na fase mével, ao eluir da coluna cromatogréfica, €
pressurizado em um tubo capilar de metal. Quando é aplicada uma voltagem, o liquido
emerge do capilar na forma de um fino spray de goticulas altamente carregadas. A
presenca de um gas de dessolvatacdo (N2), a uma alta vazdo e temperatura, faz com
que o solvente seja sucessivamente eliminado das goticulas, até que os ions dos
analitos sejam formados. Estes ions sao direcionados para o cone, e entdo para o
analisador de massas. A ESI pode operar no modo positivo ou negativo, dependendo
da voltagem aplicada (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008; LANCAS, 2009).

Quanto ao analisador de massas, 0 qual é responsavel pela separacdo dos
ions de acordo com a razdo massa/carga (m/z), foram implementados diferentes tipos,
como o quadrupolo, o tempo de voo e o orbitrap. Uma das configuracbes mais
frequentes na area de determinacao de residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos de origem animal € o uso de um sistema de espectrometria de massas em
série (MS/MS, do inglés tandem mass spectrometry) do tipo triplo quadrupolo, o qual
possibilita a determinacdo multirresiduo com alta seletividade e em baixos niveis de
concentracdo (ug kg') (ROCCA et al., 2017; LEHOTAY, 2022).

Apesar de permitir varios modos de aquisicdo de dados, o mais utilizado é o
monitoramento de reac¢des selecionadas (SRM, do inglés select reaction monitoring)
(ROCCA et al., 2017). Neste modo, um ion precursor de determinada m/z proveniente
da fonte de ionizacdo é selecionado no primeiro quadrupolo. Em seguida, este ion &
fragmentado na cela de colisdo (segundo quadrupolo), ao colidir com ions do gas de
colisdo inerte (argdnio). Por fim, os fragmentos chegam ao terceiro quadrupolo, onde
ocorre a selecao dos ions produtos, que serdo enviados ao detector (CHIARADIA,
COLLINS; JARDIM, 2008).
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O modo de aquisicdo SRM apresenta uma alta capacidade de discriminacao
entre diferentes moléculas. Contudo, os constituintes da amostra podem afetar a
ionizacdo do analito (aumento ou supressao do sinal), o que € chamado de efeito
matriz. Além disso, embora esta analise seja “direcionada”, isto €, observa-se somente
o sinal do analito, os constituintes da matriz ou outro material presente no extrato
entram em contato com determinadas partes do equipamento, 0 que pode causar
contaminagdes e obstrucao de tubulagdes, por exemplo (IGLESIAS, 2012; KATAOKA,
2017; ROCCA et al., 2017). Assim, mesmo com 0 avango nas técnicas de separacao
e de deteccdo, a etapa de preparo de amostra se constitui em uma parte crucial do
processo analitico. A obtencdo de extratos adequados é muito importante para a
aquisicdo de resultados confiaveis e para manter a performance do equipamento
(PRESTES et al., 2013).

2.6 PREPARO DE AMOSTRA PARA A DETERMINACAO DE RESIDUOS DE
MEDICAMENTOS VETERINARIOS EM AMOSTRAS DE ORIGEM ANIMAL

O preparo de amostra consiste no processo de extracdo do(s) analito(s) da
matriz, seguido ou ndo da remocéo de interferentes coextraidos presentes no extrato,
etapa chamada de limpeza. Ainda, pode ser realizada uma etapa de concentracéo do
analito dentro dos limites de deteccdo do instrumento analitico. O tipo de método de
preparo de amostra escolhido depende das caracteristicas da matriz e dos analitos, e
da compatibilidade do extrato final com o sistema de determinacao (KATAOKA, 2017).

As amostras de musculo contém altos percentuais de proteinas e lipidios, o que
as torna uma matriz complexa (PUGAJEVA et al., 2019). No musculo suino, proteinas
e lipidios apresentam teores de 21,43% e 5,66%, respectivamente (Tabela 1, item
2.2). Os lipidios envolvem glicerideos, acidos graxos livres, colesterol e fosfolipidios,
por exemplo (PETERSON; CUMMINGS, 2006):

e Os acidos graxos livres presentes em musculo suino englobam o 4cido oleico
(2,93%), palmitico (1,57%), esteérico (0,77%) e linoleico (0,62%) (USDA, 2019).

e O colesterol apresenta um contetdo de 59 mg a cada 100 g de musculo suino
(USDA, 2019).

e Os fosfolipidios sdo componentes essenciais das membranas celulares e
possuem caracteristicas anfifilicas, uma vez que possuem em sua estrutura uma

molécula de glicerol ligada a uma ou duas cadeias de acidos graxos (regido
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hidrofébica) e a um grupo fosfato, o qual esta ligado a outro substituinte polar (regido
hidrofilica). Esses compostos sdo abundantes em carnes vermelhas, sendo relatado
para carne suina um teor de 3,6% do total de lipidios (PETERSON; CUMMINGS,
2006; LORDAN; TSOUPRAS; ZABETAKIS, 2017).

Estes componentes enddgenos da matriz podem ser coextraidos com 0s
analitos, causando interferéncias no sistema cromatografico e/ou afetando a ionizacao
no espectrometro de massas. Desta forma, sua coextracdo deve ser minimizada e/ou
uma etapa de limpeza do extrato pode ser empregada para a remocdo dos
interferentes (DASENAKI; THOMAIDIS, 2010; 2017).

Em relacdo aos analitos, cada classe de medicamento veterinario possui uma
estrutura quimica com diferentes grupos funcionais, o que lhes confere diferencas na
solubilidade e valores de pKa e de coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow), por
exemplo, e que assim influencia diretamente na sua extragdo da matriz
(MANIMEKALAI et al., 2019).

Conforme mencionado anteriormente, o desenvolvimento de métodos
multiclasse torna-se vantajoso, considerando a ampla gama de substancias que
devem ser monitoradas em alimentos de origem animal. Entretanto, eles representam
um grande desafio, visto que necessitam de ainda mais atencao, principalmente na
etapa de preparo de amostra, em razdo da dificuldade para extrair simultaneamente
substancias com propriedades fisico-quimicas variadas aliada a complexidade
inerente da matriz (REGAL et al., 2018; ZHAO et al., 2018).

De forma a demonstrar alguns métodos desenvolvidos para a determinacéo de
residuos de medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e (3-agonistas, em
matrizes de origem suina (musculo, figado e rim), a Tabela 5 apresenta uma revisao
de artigos publicados nos ultimos 10 anos. Nesta Tabela estao descritas as etapas de
preparo de amostra, como extracdo e limpeza e/ou concentracdo do extrato, e as
condi¢cBes cromatograficas empregadas em cada método, como coluna e fase movel,
sendo que para a pesquisa somente foram considerados estudos que utilizaram a LC-

MS/MS como sistema de determinagéo.
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Tabela 5 — Revisdo de métodos de preparo de amostra e condi¢cdes cromatograficas empregados na determinacéo de residuos de
medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e -agonistas, em matrizes de origem suina por LC-MS/MS

(continua)
Preparo de amostra Condigdes cromatograficas
. . Coluna/ Temperatura o
Analitos Matriz B . B 3 Referéncia
Extracao Limpeza e/ou Concentracéo Fase movel
Vazao / Tempo de anélise
Camada organica + 15 mL hexano —  zorbax Eclipse XDB-C8 (150 x
centrifugacéo (4000 rpm/10 min) — 4,6 mm, 5 um) /
repeticdo do processo com a camada 30 °C
orgéanica — centrifugacao (4000
54, 5 g amostra + 20 mL ACN — rpm/10 min) — Secagem da camada
incluindo agitacdo (30 s e vortex/1 min) — orgéanica (NazS04/30 min) —
43 antimicrobianos . centrifugagdo (4000 rpm/10 min)  Evaporacdo — Reconstituicdo em 4 " 0 L
(3 lincosamidas, Mus,culo — Re-extracdo com 20 mL ACN  mL MeOH — SPE: percolacéo de 4 A) Agua/O,lSAJ (vv) acido XIE et al., 2012
. suino T férmico, B) ACN e C) MeOH
9 macrolideos, (2 vezes) — Combinacéo dos mL do extrato no cartucho C18
15 quinolonas e sobrenadantes — centrifugacdo  (condicionamento com 5 mL MeOH,
16 sulfonamidas) (20000 rpm/10 min) percolacéo por gravidade e eluicao
com 6 mL MeOH) — Evaporagdo —
Reconstituicdo em 2 mL 4gua:MeOH - )
(70:30, vIv) — agitagdo (vortex/60 s) 0,8 mL min/ 23 min
— filtragdo (PTFE 0,22 pm)
55, d-SPE: sobrenadante + 400 mg C18 Zorbax SB-C18 (100 x 2,1
incluindo - . — agitacéo (5 min) — centrifugacéo mm; 3,5 um) / 40 °C
5 B-agonistas e QUEChERS modificado: 4 g (4200 rpm/5 min) — Evaporacéo (4
I . . amostra + 16 mL ACN/5% (v/v)
37 antimicrobianos Musculo . " mL do sobrenadante) — < .-
. - . . 4cido acético+2 gNaCl+4 g S = A) Agua/0,1% (v/v) acido
(2 lincosamidas, suino, bovino ® Reconstituicdo em 1 mL de solugéo > KANG et al., 2014a
. - Na>S04 — Ultra-Turrax® (13200 e férmico e B) ACN
4 macrolideos, e ovino aquosa 0,1% (v/v/) acido

13 quinolonas,
17 sulfonamidas e
trimetoprima)

rpm/1 min) — centrifugacéo

(4200 rpm/5 min)

formico:ACN (90:10, v/v) — agitagdo
(vortex/30 s) — filtragdo (nylon 0,22
um)

0,3 mL min1/40 min
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Tabela 5 — Revisdo de métodos de preparo de amostra e condicdes cromatograficas empregados na determinacao de residuos de

medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e -agonistas, em matrizes de origem suina por LC-MS/MS
(continuacao)

Preparo de amostra Condigdes cromatograficas
Coluna/ Temperatura L
Referéncia

Fase movel

Limpeza e/ou Concentracdo

Analitos Matriz .
Extracao
Vazdo / Tempo de andlise
Musculo Agella Durashell RP (100 x 2,1
bovino mm; 5 pm) / 30 °C
A) Agua e B) ACN, ambas
JANK et al., 2015

2 g amostra + 10 mL ACN —
contendo 0,1% (v/v) acido

7 antimicrobianos de (validado);

2 classes Musculo Ultra-Turrax® — agitagdo (20 min) NA

(2 lincosamidas e suinoe de  — centrifugagéo (3000 g/5 min/5 f6rmico
5 macrolideos) frango °C)
(eﬂzzgsg)do 0,3 mL mint/ 12 min
Symmetry C18 (75 x 4,6 mm;

23 antimi . F'g"’.‘do 5 g amostra + 500 yL EDTA 150 Baixa temperatura (-20 °C/30 min) — 35um)/-

antimicrobianos bovino 1 . : ~ . -

. . . mmol Lt - aguardar 10 min —» 5  centrifugacdo (3000 rpm/10 min) — A) Agua e B) ACN, ambas
(9 quinolonas, (validado); P e x - MARTINS et al.,
- : K mL ACN/0,1% (v/v) &cido formico  Evaporagdo — Reconstituicdo em 1 contendo 0,1% (v/v)

10 sulfonamidas e Figado suino o : L : ~ s O 2015

4 tetraciclinas) e de frango — agitacado (agltador de mesa/10 mL FM inicial — centrlf_ugagao acido férmico

(aplicaco) min) (22000 rpm/10 min)
plicag 0,3 mL min1/ 24 min
43, Cortecs C18 (100 x 2,1 mm;
incluindo 1,6 ym) /40 °C
4%9618:[;%5;{%?'0%205 Musculo 2 g amostra + 10 mL de d-SPE: sobrenadante + 300 mg C18 ]
5 Iincosamidas, suino. bovino ACN:4gua (80:20, viv) — — agitac¢éo (1 min) — centrifugacéo A) Agua/0,1% (v/v) acido YAMAGUCHI et al.,
’ ’ Polytron® (20000 rpm/30 s) — (1500 g/5 min) — diluicdo em agua férmico e B) ACN 2015
(1:1, viv) — filtracdo (PTFE)

e de frango centrifugagao (1500 g/5 min)
- /19 min

10 macrolideos,
9 quinolonas,
11 sulfonamidas e

trimetoprima)
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Tabela 5 — Revisdo de métodos de preparo de amostra e condicdes cromatograficas empregados na determinacao de residuos de
medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e -agonistas, em matrizes de origem suina por LC-MS/MS

(continuacao)

Analitos

62 antimicrobianos

Matriz

Preparo de amostra

Condigdes cromatograficas

Extragao Limpeza e/ou Concentracéo

Coluna/ Temperatura

) Referéncia
Fase movel

Vazdo / Tempo de andlise

(3 anfenicois,
17 B-lactamicos,
1 lincosamida,
11 macrolideos,
10 quinolonas,
1 rifacimina,
11 sulfonamidas,
4 tetraciclinas e
3 epimeros,
trimetoprima)

Musculo
suino, bovino
e de frango

1,5 g amostra + 100 uyL EDTA 0,1
-1 A .
r\zs; l; ; ?t;n ;?iNézﬁzﬁégg‘é% Evaporacdo — Reconstituicdo em
gitag 9ag 1,5 mL acetato de amonio 2 mol L1
— Re-extracdo com 3 mL ACN — . =
o . ~ — ultracentrifugagao
agitacdo — centrifugagéo —
Combinacéo dos sobrenadantes

Poroshell 120 EC-C18 (100 x
3,0 mm; 2,7 um) / 30 °C

A) Agua/0,1% (v/v) acido

MORETTI et al.,
férmico B) MeOH

2016

0,250 mL minY/ 30 min

46,
incluindo
10 B-agonistas e
36 antimicrobianos
(14 quinolonas,
18 sulfonamidas e
4 tetraciclinas)

Musculo
suino,
bovino, de
frango e de
carneiro

5 g amostra + 10 mL ACN:agua
(80:20, VIV)/2% (viv) TCA —
agitagdo (vortex/30 s) —
. ultras~som (10 min) — . Evaporacdo — Reconstituicdo em 2
centrifugagéo (10000 rpm/10 min) mL FM inicial — filtragdo (0,45 pm)
— Re-extragcdo com 10 mL '
ACN:agua (80:20, v/v)/2% (viv)
TCA — Combinacéo dos
sobrenadantes

ACQUITY BEH C18 (100 x 2,1
mm; 1,7 um) / 30 °C

A) Agua/0,05% (v/v) acido
formico e B) MeOH TIAN etal., 2016

0,250 mL min't/ 13 min
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Condigdes cromatograficas
Coluna/ Temperatura
Fase movel

Referéncia

Preparo de amostra

Analitos Matriz . ) .
Extracao Limpeza e/ou Concentracéo
Vazdo / Tempo de andlise
d-SPE: sobrenadante + 1,2 g de Venusil >_<PB cls (1000 x2,1
QUECHERS modificado: 5g 19504 * 1gdeNaCl+04gC18 + mm: 3 km) 1497
amostra + 10 mL ACN/1% (v/v) gign?rﬁl? ; ;3';2888 Evcr)r:;%/?noinS/L A) Agua e B) ACN, ambas
1 B-agonista: Musculo acido acético — agitagao °C) — Evago(r;a 50 — R(laoconstitui 50 contendo acetato de amdnio VALESE et al.,
ractopamina suino (agitador orbital/20 min) — em 1 mE FMginiciaI _, agita éog 5 mmol Lt e 0,1% (v/v) 2016
centrifugagéo (4000 rpm/10 min/4 . . gitag acido férmico
°C) (agitador orbital/10 min) —
ultracentrifugag&o (13000 rpm/10
min/4 °C) 0,3 mL min/ 16 min
210,
i i . Eclipse XDB-C18 (150 x 2,1
|nc|um_do Sobrenadante + Baixa temperatura P . ( o
17 B-agonistas e o . . - mm; 3,5 um) / 40 °C
antimicrobianos (=20 °C/30 min) - centrifugagéo
(4 aminoglicosideos, 2 g amostra + 10 mL ACN:agua sét?gr?g drzfr:?elzlfdrfnrlr?ll_‘lAgl)\I:a?uglaa
1 anfenical, Musculo (80:20, vv) + 200 uL EDTA 0,1 com hexano — centrifugacéo (10000
Suino mol |_..1 — agitacdo (vortex/30s + rpM/5 min/4 °C) — d-gSIEE- 1 mL A) Agua/0,1% (v/v) acido YIN et al., 2016
15 mm)r_)m(;igt:rl]filisz(%’%(; (13000 camada organica + 80 mg PSA — féormico e B) MeOH
P agitacao (voértex/30 s) —
centrifugacéo (13000 rpm/15 min/4
0,3 mL min*t/ 20 min

10 B-lactamicos,
2 lincosamidas,
4 macrolideos,
13 quinolonas,
7 sulfonamidas,
2 tetraciclinas e outras
classes minoritarias)

°C) — filtracéo (0,2 pm)




49

Tabela 5 — Revisdo de métodos de preparo de amostra e condicdes cromatograficas empregados na determinacao de residuos de
medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e -agonistas, em matrizes de origem suina por LC-MS/MS

(continuacao)

Preparo de amostra

Condigdes cromatograficas

Limpeza e/ou Concentracéo

Coluna/ Temperatura .
) Referéncia
Fase movel

Vazdo / Tempo de andlise

SPE: percolac¢édo do sobrenadante no
cartucho Oasis HLB (200 mg)
(condicionamento com 5 mL MeOH e
5 mL &gua, percolacéo por
gravidade, lavagem com 5 mL agua e
5 mL 4gua/20% (v/v) MeOH,
secagem com vacuo 5 min e eluicdo
com 10 mL MeOHy/acetato de etila
(1:1, v/v) — Evaporacdo —
Reconstituicdo em 1 mL agua:MeOH
(90:10, v/v)/0,1% (v/v) &cido formico
— agitacéo (vortex/1 min) — filtragdo
(0,2 um)

ACQUITY BEH C18 (50 x 2,1
mm; 1,7 ym) / 40 °C

A) Agua e B) MeOH:ACN
(20:80, v/v), ambas contendo ZHANG et al., 2016
0,1% (v/v) acido férmico

0,4 mL min1/9 min

Analitos Matriz B
Extracédo
1 g amostra + 8 mL tampé&o
Mcllvaine-EDTA (pH 5) —
38 antimicrobianos de Musculo agit_a(;éo (vc';rte_x multiposicao/15
3 classes suino, bovino min) — centrifugagdo (10000
(13 quinolonas e de ’fran o rpm/10 min/2 °C) — Re-extracédo
q N . 90; com 8 mL tampéo fosfato —
21 sulfonamidas e Figado e rim L ! o
4 tetraciclinas) suino agitagao (vorte_x multlposu;ao/15
min) — centrifugacéo (10000
rpm/10 min/2 °C) — Combinagéo
dos sobrenadantes
Musculo de
(V;‘iidnif;o)_ 2 g amostra + 10 mL ACN/1%
. . . ’ (v/v) &cido férmico — Ultra-
9 antimicrobianos da Musculo

Turrax® — agitagéo (20 min) —
centrifugagéo (3500 g/10 min/0
OC)

classe fluoroquinolonas suino, bovino
e de peixe
(extenséo do
€scopo)

Sobrenadante + Baixa temperatura
(=20 °C/1 h) — camada superior —
centrifugag&o (12000 g/10 min) —
Diluicdo 1:4 (v/v) em agua/0,1% (v/v)
acido férmico

XTerra C18 (100 x 2,1 mm;
3,5um) /40 °C

A) Agua e B) ACN, ambas
contendo 0,1% (v/v)
4cido férmico

BARRETO et al.,
2017

0,3 mL min1/18 min
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Tabela 5 — Revisdo de métodos de preparo de amostra e condicdes cromatograficas empregados na determinacéo de residuos de
medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e -agonistas, em matrizes de origem suina por LC-MS/MS

(continuacao)

Analitos

Matriz

Preparo de amostra

Condigdes cromatograficas

Extragao

Limpeza e/ou Concentracéo

Coluna/ Temperatura

) Referéncia
Fase movel

Vazdo / Tempo de andlise

29 antimicrobianos

(3 anfenicois,

7 B-lactamicos,

1 lincosamida,

2 macrolideos,
7 quinolonas,

4 sulfonamidas,

4 tetraciclinas e
trimetoprima)

Musculo
suino
(animais com
160-170 kg
de peso vivo)

1 g amostra + 5 mL tampé&o
Mcllvaine-EDTA (pH 4) + 100 pL
solugdo aquosa 20% (m/v) TCA
— agitacao (vortex) — ultrassom
(20 min) — centrifugacao (2500

9/10 min/4 °C)

Sobrenadante + 3 mL hexano —
centrifugagéo (2500 g/5 min) —
repeticdo do processo com a camada
organica — SPE: percolagdo da
camada organica no cartucho Oasis
HLB (condicionamento com 3 mL
MeOH e 3 mL agua, percolagao,
lavagem com 2x3 mL 4gua:MeOH
(95:5, v/v) e eluicdo com 5 mL
MeOH) — Evaporacao —
Reconstituicdo em 200 pL
agua:MeOH (90:10, viv)

Synergi Hydro-RP (150 x 2
mm; 4 um) / -

A) Agua/0,1% (v/v) acido

CHIESA et al.,
férmico e B) MeOH

2017

0,2 mL min1/ 40 min

39 antimicrobianos
(17 quinolonas,
21 sulfonamidas e
trimetoprima)

Musculo
suino, de
frango e de
peixe; Ovos

2 g amostra + 10 mL ACN:agua
(90:10, v/v)/0,1% (v/v) &cido
férmico — ultrassom (10 min/20
°C) — centrifugacéo (8000
rpm/15 min/4 °C)

SPE (pass-through): 2 mL
sobrenadante através do cartucho
Oasis PRIME HLB (60 mg) —
Evaporacdo — Reconstituicdo em 1
mL de solugdo aquosa 0,1% (v/v)
acido férmico:MeOH (90:10, viv) —
agitacéo (vortex/30 s) — filtracéo
(nylon 0,22 ym)

Cortecs C18 (150 x 2,1 mm;
1,6 um) /25 °C

A) Agua/0,1% (viv) acido

férmico e B) MeOH HE etal., 2017

0,2 mL min1/ 16 min
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Tabela 5 — Revisdo de métodos de preparo de amostra e condicdes cromatograficas empregados na determinacao de residuos de
medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e -agonistas, em matrizes de origem suina por LC-MS/MS

(continuacao)

Analitos

Matriz

Preparo de amostra

Condigdes cromatograficas

Extragao

Limpeza e/ou Concentracéo

Coluna/ Temperatura .
) Referéncia
Fase movel

Vazdo / Tempo de andlise

46 antimicrobianos
(14 B-lactamicos,
2 lincosamidas,
5 macrolideos,
9 quinolonas,
10 sulfonamidas,
4 tetraciclinas e outras
classes minoritarias)

Mdusculo
bovino,
equino,
suino, de
aves, de
camarao e
de peixe;
Leite

2 g amostra + 200 pL EDTA 150
mmol L'* — agitagéo (30 s) —
aguardar 10 min — 10 mL
ACN/0,1% (v/v) acido féormico —
Ultra-Turrax® — agitacdo (mesa
agitadora/10 min) —
centrifugagéo (3500 g/5 min/5 °C)

d-SPE: sobrenadante + 200 mg C18
— agitacao (vortex/5 s) —
centrifugagéo (3500 g/5 min/5 °C) —
Sobrenadante + Baixa temperatura
(=18 °C /20-40 min) — centrifugagéo
(4000 g/10 min/5 °C) — Evaporagao
— Reconstituicdo em 1 mL agua

Durashell RP (100 x 2,1 mm; 5
pum) / -

A) Agua e B) MeOH, ambas
contendo formiato de aménio  JANK et al., 2017
5 mmol Lt e 0,1% (v/v)
acido férmico

0,3 mL min1/17 min

25 antimicrobianos
(12 quinolonas,
11 sulfonamidas,
dapsona e
trimetoprima)

Rim suino e
de frango

2 g amostra + 10 mL ACN/5%
(v/v) &cido acético — agitacao
(vortex/30s) - 4gMgSO4+1g
NaCl — agitagéo (vortex/30 s) —
centrifugagdo (3810 g/10 min)

1,5 mL sobrenadante + 25 mg C18 +
25 mg PSA — agitagdo (vortex/30 s)
— centrifugacao (17968 g/20 min/4
°C) — Evaporacéo — Reconstituicdo
em 2 mL 4gua:ACN (90:10, v/v)/0,1%
(v/v) &cido férmico — filtragcao (nylon
0,45 ym)

Eclipse XDB C18 (150 x 4,6
mm; 5 ym) /30 °C

A) Agua e B) ACN, ambas
contendo 0,1% (v/v) ROCHA et al., 2017

acido féormico

0,6 mL min1/ 15 min
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Tabela 5 — Revisdo de métodos de preparo de amostra e condicdes cromatograficas empregados na determinacéo de residuos de

medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e -agonistas, em matrizes de origem suina por LC-MS/MS

Preparo de amostra

(continuacao)

Condigdes cromatograficas

Coluna/ Temperatura .
Referéncia

Limpeza e/ou Concentracéo

d-SPE: 10 mL sobrenadante + 0,5 g

Fase movel

Vazdo / Tempo de andlise

Zorbax RRHD Eclipse Plus
(200 x 3 mm; 1,8 um) /

(manual/l min; mesa agitadora/1500
rpm/10 min) — centrifugacao (4000

NazS04 + 0,1 g PSA — agitacdo

40 °C

rpm//30 min/4 °C) — SPE (pass-
through): 3 mL do sobrenadante
através do cartucho ND-Lipid —
Evaporacdo — Reconstituicdo em
0,5 mL agua:MeOH (75:25, viv) —
filtragdo (PTFE 0,22 pm)

A) Agua e B) MeOH, ambas
contendo 0,05% (v/v)
acido férmico

WEN et al., 2017

0,3 mL min1/28 min

Analitos Matriz .
Extracédo
QUEChERS modificado: 5 g
Musculo amostra + 15 mL ACN/1% (v/v)
suino. bovino acido acético — agitagao
9 antimicrobianos da e de ’frango (homogenelzadores ceramlcgsll
classe sulfonamidas Figado min) > 19 NaCI. - agitagao
suino: Trioa (manual/l min; mesa
bo\‘/inap agitadora/1500 rpm/10 min) —
centrifugagdo (4000 rpm/5 min/4
OC)
QUEChERS modificado: 1 g
101 medicamentos amostra + 8 mL agua — agitagéo
veterinarios, incluindo  Alimentos de mAan!JaI (/hcl)mogenelzagores
antimicrobianos origem ceramicos/aiguns segun ,O.S) -
(3 anfencois animal 30 mL ACN/0,1% (v/v) acido
2 Iincosamida’s (leite, carne formico — agita(;é(_) mecanica
8 macrolideos, peixe, ovo e (1500 rpm/1,5 min) — 4.9
18 quinolonas, gordura), Na2S04 + 1 g NaCl + 1 g citrato
21 sulfonamidas produtos _de sodio d|-_h|dratadp * 059
trimetonrima. e outr,as acabados citrato de sddio sesqui-hidratado
P — agitacdo manual — agitacéo

mecénica (1500 rpm/3 min) —

classes minoritarias)
centrifugagdo (4000 g/10 min)

d-SPE: 6 mL sobrenadante + 900 mg

NazS04 + 50 mg PSA + 150 mg C18

— agitacdo mecanica (1500 rpm/1,5
min) — centrifugag&o (4000 g/10

min) — Evaporacado do sobrenadante

(3 mL) — Reconstituicdo em 0,250
mL agua:MeOH (85:15, viv) —
sonicacdo — ultracentrifugagéo

(17000 g/10 min)

ACQUITY BEH C18 LC (100 x
2,1 mm; 1,7 um) /40 °C

A) Agua e B) MeOH, ambas
contendo formiato de amonio
5 mmol Lt e 0,1% (v/v)
acido férmico

DESMARCHELIER
etal., 2018

0,4 mL min1/16 min
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Tabela 5 — Revisdo de métodos de preparo de amostra e condicdes cromatograficas empregados na determinacao de residuos de
medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e -agonistas, em matrizes de origem suina por LC-MS/MS

(continuacao)

Preparo de amostra Condigdes cromatograficas

) ) Coluna/ Temperatura L
Analitos Matriz . . . i Referéncia
Extracao Limpeza e/ou Concentracdo Fase movel

Vazdo / Tempo de andlise

_ 60, ) ACQUITY BEH C18 (100 x 2,1
incluindo Musculo mm; 1,7 ym) / 40 °C
10 B-agonistas e suino, SPE (pass-through): 5 mL Y
38 antimicrobianos bovino, de 2,5 gamostra + 10 mL ACN:agua  sobrenadante através do cartucho
(3 anfenicois, frango e de  (80:20, v/v) — agitacdo (vortex/10 Oasis PRIME HLB (200 mg) — A
4 B-lactamicos, ovelha; s) — ultrassom (30 min) — Evaporagdo — Reconstituicdo em 1 A) Ag;i:ngz)'\gi?/?(’ﬁ\g bas ZHANG et al., 2018
2 macrolideos, Figado centrifugagdo (7000 rpm/5 min/4 mL agua:ACN (80:20, viv) — acido fé’rmico
7 quinolonas, suino, de °C) agitacdo (vortex/30 s) — filtracéo
1 quinoxalina, frango e de (0,22 ym)
17 sulfonamidas e ovelha

_— :
4 tetraciclinas) 0,3 mL min** /12 min

2 g amostra + 2 mL EDTA 0,1

39, mol L — agitacdo (agitador
incluindo vertical/1500 rpm/2 min) — PogoihrﬁlrL-lgo7E%§:/1§0(%(5;o X
1 B-agonista , centrifugag&o (5000 rpm/5 min/4 ' el
. Musculo o = .
(ractopamina) e suino e C) — re-extragcdo com 8 mL SPE (pass-through): 5 mL
24 antimicrobianos bovino: ACN(gelada)/2% (v/v) &cido sobrenadante através do cartucho

(2 anfenicois, Figado formico e 2% (v/v) DMSO — Captiva EMR-Lipid® (600 mg) — 1,25  A) Agua e B) ACN, ambas ZHAO et al.. 2018
8 B-lactamicos, bovir?o e de agitacdo (agitador vertical/1500  mL agua:ACN (20:80, v/v) (segunda contendo 0,1% (v/v) "
1 lincosamida, f . rpm/5 min) — centrifugagéo eluicdo) — Diluicdo (0,5 mL eluato + acido formico

p rango; Rim . o . T .

2 macrolideos, bovino (5000 rpm/5 min/4 °C) — 0,3 mL agua) — agitacéo (vortex)

3 quinolonas,
2 sulfonamidas e
6 tetraciclinas)

Combinacéo dos sobrenadantes
— agitacdo (vortex/2 min) —
centrifugacdo (5000 rpm/5 min/4
OC)

0,3 mL min1/15 min
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(continuacao)

Condigdes cromatograficas

Coluna/ Temperatura .
Referéncia

Preparo de amostra

Analitos

Fase movel

Matriz

Extragao Limpeza e/ou Concentracéo
Vazdo / Tempo de andlise
ACQUITY HSS T3 C18 (100 x

2,1 mm; 1,7 ym) /37 °C

37 antimicrobianos
(6 B-lactamicos,
6 macrolideos,
11 quinolonas,

10 sulfonamidas e
4 tetraciclinas)

Mdusculo
suino

d-SPE: Camada superior + 50 mg
PSA + 50 mg C18 + 150 mg MgSOg4
— agitacéo (vortex/10 min) —
centrifugacdo — Evaporacdo —
Reconstituicdo em 2 mL agua:ACN
(90:10, v/iv) — filtrag&@o (nylon 0,2 pm)

QUEChERS modificado: 5 g
amostra + 4,5 mL de ACN + 0,3
mL de agua + 0,2 mL EDTA 0,2

mol L1 — agitac&o (vortex/10
min) — sonicagado (20 min/37 °C)
— centrifugacao (8000 g/10 min)
— Sobrenadante + 4 g MgSO4 —

agitacdo (vortex/1 min)

A) Agua e B) ACN, ambas
contendo 0,1% (v/v)
4cido férmico

CHEN et al., 2019

0,3 mL min1/15 min

Phenomenex Luna Omega
(100 x 2,1 mm; 1,6 pm) /

123,
incluindo
6 B-agonistas e
58 antimicrobianos
(2 anfenicois,
14 B-lactamicos,
2 lincosamidas,
9 macrolideos,
11 quinolonas,
5 sulfonamidas,
4 tetraciclinas,
trimetoprima e outras
classes minoritarias)

Musculo
suino, bovino
e de frango

9 mL sobrenadante + Baixa 40 °C
temperatura (=70 °C/30 min) —
centrifugagéo (4000 rpm/10 min) —
Evaporacéo (5 mL do sobrenadante)
— Reconstituicdo em 0,3 mL
agua:ACN (2:1, viv)/formiato de
amonio 5 mmol L e 0,1% (v/v) &acido
féormico — filtragdo (PVDF 0,22 um)

PUGAJEVA et al.,

A) Agua, B) ACN e C) MeOH,
2019

ambas contendo 0,1% (v/v)

2 g amostra + 10 mL ACN/0,1%
acido formico

(v/v) acido férmico — agitagdo
(20 min) — centrifugacao (4000
rpm/10 min)

0,2 mL min1/ 25 min
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(continuacao)

Preparo de amostra

Condigdes cromatograficas

Extragao

Limpeza e/ou Concentracéo

Coluna/ Temperatura .
) Referéncia
Fase movel

Vazdo / Tempo de andlise

Analitos Matriz
. . Mdusculo,
17 antimicrobianos da . .
- figado e rim
classe sulfonamidas .
suino

2 g amostra + 10 mL ACN/0,1%
(v/v) acido férmico — agitagdo
(vOrtex/5 min) — ultrassom (10
min/70 °C) — centrifugacao
(2862 rfc/10 min)

d-SPE: 5 mL agua + 1 g EMR-Lipid®
— agitacéo (vortex/15s) — 5 mL
sobrenadante — agitagao (vortex/5
min) — ultrassom (10 min) —
centrifugacédo (2862 rcf/10 min) — 5
mL sobrenadante + EMR-Lipid Polish
(1,6 g MgSOa4 + 0,4 g NaCl) —
agitacao (vortex/5 min) — ultrassom
(20 min) — centrifugacéo (2862
rcf/10 min) — Evaporagdo —
Reconstituicdo em 1 mL ACN

Poroshell 120 EC-C18 (100 x
2,1 mm; 2,7 pm) / 40 °C

SPE (pass-through): 5 mL
sobrenadante através do cartucho
Oasis PRIME HLB (200 mg) —
Evaporacdo — Reconstituicdo em 1
mL ACN

WANG et al., 2019

A) Agua e B) ACN, ambas
contendo 0,1% (v/v)
acido férmico

Extracéo liquido-liquido:
sobrenadante + 10 mL ACN saturada
com hexano — agita¢ao (vortex/30 s)

— camada organica + repeticdo do

processo — Evaporacdo da camada

organica — Reconstituicdo em 1 mL
ACN

0,2 mL min1/ 7 min
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medicamentos veterinarios, incluindo antimicrobianos e -agonistas, em matrizes de origem suina por LC-MS/MS

(concluséo)

Analitos

Matriz

Preparo de amostra

Condigdes cromatograficas

Extragao

Limpeza e/ou Concentracéo

Coluna/ Temperatura
Fase movel
Vazdo / Tempo de andlise

Referéncia

141,
incluindo
15 B-agonistas e
57 antimicrobianos
(3 anfenicois,
2 lincosamidas,
4 macrolideos,
19 quinolonas,
22 sulfonamidas,
6 tetraciclinas e
trimetoprima)

Musculo
suino

2 g amostra + 500 uL EDTA 0,1
mol L1 + 6 mL ACN:agua (80:20,
vlv) — agitacé@o (end-over-end/10

min) — centrifugacao (4600
rpm/10 min)

SPE (pass-through): sobrenadante
através do cartucho C18 (500 mg)

(condicionamento com 3 mL
ACN:4gua (80:20, viv) —

Evaporacdo — Reconstituicdo em

0,5 mL agua:ACN (95:5, viv)

contendo formiato de amonio 5 mmol
Lte 0,1% (v/v) &cido férmico —

filtragdo (0,22 ym)

Poroshell 120 EC-C18 (150 x
2,1 mm; 2,7 ym) / -

A) Agua/0,1% (v/v) acido
formico/acetato de amonio 10
mmol L (modo positivo) ou
Agua (modo negativo) e
B) ACN

0,250 mL min't/ 27 min

Ll et al., 2020

155,
incluindo
15 B-agonistas e
68 antimicrobianos
(3 anfenicois,
11 B-lactamicos,
8 macrolideos,
15 quinolonas,
23 sulfonamidas,
5 tetraciclinas e
2 epimeros,
trimetoprima)

Musculo
suino
(validado);
Musculo
bovino, de
carneiro, de
frango;
Figado suino
e de frango
(aplicacéo)

2 g amostra + 10 mL ACN:agua
(80:20, v/v)/0,2% (v/v) &cido
férmico — agitagdo (30 min) —
centrifugacéo (4000 rpm/3 min)

SPE (pass-through): 5 mL

sobrenadante através do cartucho
Oasis PRIME HLB — Evaporacédo —
Reconstituicdo em 0,5 mL a4gua/0,1%

(v/v) &cido férmico — agitacéo
(vortex/30 s)

Eclipse plus C18 (150 x 3 mm;
1,8 um) /40 °C

A) Agua/0,1% (viv) acido
férmico (modo positivo) ou
Agua/acetato de amonio 5
mmol L** (modo negativo) e

B) ACN

0,5 mL min1/28 min

ZHAO et al., 2021




57

NA: ndo aplicado; -: ndo informado; ACN: acetonitrila; MeOH: metanol; EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético; TCA: acido tricloroacético; DMSO:
dimetilsulféxido; (v/v): volume por volume; (m/v): massa por volume; pH: potencial hidrogenidnico; rpm: rotagBes por minuto; rfc: forca centrifuga relativa;
QUEChERS: quick, easy, cheap, effective, rugged and safe; SPE: extracdo em fase solida; d-SPE: extracdo em fase soélida dispersiva; C18: octadecilsilano;
PSA: amina primaria secundaria; EMR-Lipid®: Enhanced Matrix Removal — Lipid; PTFE: politetraflioretileno; PVDF: fluoreto de polivinilideno; FM: fase movel;
(A): fase movel aquosa; (B) e (C): fase moével organica.
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Na Tabela 5 foram apresentados 24 artigos envolvendo a determinacao de
residuos de antimicrobianos e 3-agonistas em alimentos de origem suina. Dos artigos
relacionados a determinacéo de antimicrobianos, 8 foram desenvolvidos para até trés
classes e 15 englobavam acima de quatro classes, a maioria destes com mais de 30
analitos. As classes de antimicrobianos comumente determinadas foram as
lincosamidas, os macrolideos, as quinolonas, as sulfonamidas e as tetraciclinas. Um
estudo mostrado na Tabela 5 foi desenvolvido para a determinacéo seletiva da
ractopamina (B-agonista). Do total de publicacdes compreendendo a determinacéo de
varias classes de residuos de medicamentos veterinarios, em 8 foram desenvolvidos
meétodos que incluiam tanto antimicrobianos como -agonistas.

Entre as diferentes técnicas utilizadas no preparo de amostra, a mais frequente
foi a extracéo por solvente, que pode ser acompanhada por diferentes abordagens na
etapa de limpeza: uso de solventes de baixa polaridade, como o hexano; particdo a
baixa temperatura; extracdo em fase sélida (SPE, do inglés solid-phase extraction);
elou extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE, do inglés dispersive solid-phase
extraction). Modificacdes do método QUEChERS (rapido, facil, econémico, efetivo,
robusto e seguro, do inglés quick, easy, cheap, effective, rugged and safe) também
foram empregadas em alguns estudos.

Considerando o exposto, a seguir, dar-se-a énfase as técnicas de extracao por
solvente e de particdo a baixa temperatura, assim como para as que utilizam um
material sorvente na etapa de limpeza do extrato. Ao final, serd abordado o método
QUECHhERS.

2.6.1 Extracao por solvente

A extracdo por solvente € a abordagem mais popular na etapa de preparo de
amostra para a determinacéo de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos
de origem animal. Neste tipo de extracdo, a amostra sélida € agitada vigorosamente
com um solvente adequado, o qual deve maximizar a extracao do analito e minimizar
a extracao de constituintes da matriz (DASENAKI, THOMAIDIS, 2017; REGAL et al.,
2018).

De acordo com a Tabela 5, o solvente de extracdo mais utilizado foi a
acetonitrila, uma vez que ela €& capaz de extrair compostos com diferentes

7

polaridades, € eficaz na precipitagdo de proteinas e minimiza a coextracdo de
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interferéncias da matriz. Além disso, a acetonitrila possui baixa toxicidade, &
completamente solivel em &agua e altamente compativel com a analise por
cromatografia (KAUFMANN et al., 2014; MASIA et al., 2016; ZHANG et al., 2019).

O metanol, apesar de ndo constar em nenhuma descricdo dos métodos da
Tabela 5, também pode ser utilizado como solvente ou ser misturado a acetonitrila
para regular a polaridade. Entretanto, ele resulta em um extrato com uma maior
guantidade de coextrativos (ZHANG et al., 2019).

A adicao de 4gua a acetonitrila foi relatada por varios autores (YAMAGUCHI et
al., 2015; MORETTI et al., 2016; TIAN et al., 2016; YIN et al., 2016; HE et al., 2017,
ZHANG et al., 2018; ZHAO et al., 2018; LI et al., 2020; ZHAO et al., 2021). A 4gua tem
a funcdo de favorecer a extracdo de compostos mais polares e facilitar a
homogeneizag¢do da amostra (KAUFMANN et al., 2008; ZHAO et al., 2018).

Conforme também observado na Tabela 5, alguns aditivos podem ser
adicionados ao solvente de extracdo, como € o0 caso de &cidos e de agentes
complexantes.

Os acidos organicos podem ser misturados ao solvente para auxiliar na
extracdo dos compostos e melhorar a eficiéncia de precipitacdo de proteinas. O mais
empregado foi o 4cido formico (MARTINS et al., 2015; BARRETO et al., 2017; HE et
al., 2017; JANK et al., 2017; ZHAO et al., 2018; PUGAJEVA et al., 2019; WANG et al.,
2019; ZHAO et al., 2021). O &cido tricloroacético (TCA, do inglés trichloroacetic acid),
que por ser um &cido forte resulta na desnaturacéo das proteinas da matriz, também
foi utilizado (TIAN et al., 2016; CHIESA et al., 2017). Porém, nestas circunstancias,
deve-se ter cuidado com analitos sensiveis a baixos valores de pH, como o0s
macrolideos (MANIMEKALAI et al., 2019).

A utilizacdo de um agente complexante é recomendada na extracdo de
compostos que possuem a capacidade de formar complexos com cations metalicos
bivalentes presentes na matriz alimentar, como € o caso de alguns macrolideos bem
como das quinolonas e das tetraciclinas (BERENDENSEN; STOLKER; NIELEN, 2005;
FREITAS; BARBOSA; RAMOS, 2015). Neste sentido, diversos autores relataram a
utilizacdo do &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA, do inglés ethylenediamine
tetraacetic acid) (MARTINS et al., 2015; MORETTI et al., 2016; YIN et al., 2016; JANK
etal., 2017; ZHAO et al., 2018; LI et al., 2020) e do tampé&o Mcllvaine-EDTA, composto
por acido citrico, fosfato de sodio dibasico e EDTA (ZHANG et al., 2016; CHIESA et
al., 2017).
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2.6.2 Particdo a baixa temperatura

Apbs a extracdo dos analitos, alguns autores reportaram a realizagdo de uma
etapa de separagao de fases por particdo a baixa temperatura (MARTINS et al., 2015;
YIN et al., 2016; BARRETO et al., 2017; PUGAJEVA et al., 2019). Este procedimento
consiste no resfriamento do extrato a —20 °C por um determinado tempo. Desta forma,
h& o congelamento da fase aquosa, enquanto os analitos particionam para a fase
organica (acetonitrila, por exemplo), que permanece liquida. A utilizacdo da baixa
temperatura faz com que os coextrativos lipidicos precipitem, ficando aprisionados na
fase aquosa congelada, e assim promove também a limpeza do extrato (LOPES et al.,
2011; GOULART et al., 2012; ZHAN et al., 2013).

2.6.3 Técnicas de limpeza baseadas na extracdo em fase solida (SPE)

A SPE é uma técnica classica para a etapa de limpeza do extrato durante o
preparo de amostra visando a determinacdo de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos de origem animal. Quando o material sélido (sorvente) esta
contido dentro de um cartucho, ha dois modos de operacéao:

a) SPE para retencdo do analito: o extrato € aplicado sobre o sorvente, o qual foi

previamente condicionado com solvente. Os analitos ficam retidos no sorvente, sendo
que em seguida é realizada uma etapa de lavagem para remocao de interferéncias da
matriz e, por fim, a eluicdo dos analitos com um solvente adequado. Assim, este modo
de operaco permite também a pré-concentracdo dos analitos (SOCAS-RODRIGUEZ
et al., 2015).

Xie et al. (2012) desenvolveram um método para determinacdo multiclasse de
residuos de medicamentos veterinarios em musculo suino e na etapa de limpeza
utilizaram o sorvente C18 previamente condicionado com 5 mL de metanol. Apés a
percolacdo de 4 mL do extrato, a eluicdo dos compostos foi realizada com 6 mL de
metanol. J& Chiesa et al. (2017), para determinacao de residuos de antimicrobianos
em mauasculo suino, empregaram o sorvente Oasis HLB na etapa de limpeza. O
condicionamento foi realizado com 3 mL de metanol e 3 mL de agua. Em seguida,
houve a percolacéo do extrato e a lavagem do sorvente com mistura de agua:metanol

(95:5, v/v). Ao final, os analitos foram eluidos com 5 mL de metanol.
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b) SPE para isolamento da matriz: ha a passagem do extrato através do sorvente, por

gravidade ou aplicacdo de vacuo. Os interferentes séo retidos no sorvente e o eluato
contendo os analitos € coletado em um tubo (SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2015). As
publicacdes na literatura denominam este modo como pass-through.

Conforme a Tabela 5, para a etapa de limpeza de extratos provenientes de
matrizes suinas foi relatado o uso dos seguintes sorventes no modo SPE — pass-
through: Oasis PRIME HLB (HE et al., 2017; ZHANG et al., 2018; WANG et al., 2019;
ZHAO et al., 2021), Captiva EMR-Lipid® (ZHAO et al., 2018) ou C18 (LI et al., 2020),
0s quais sado indicados para a remocao de lipidios.

Outra variacdo da técnica € a d-SPE, em que uma aliquota do extrato &
colocada em um tubo contendo o sorvente. Este tubo é agitado vigorosamente para
distribuir o sorvente e facilitar o processo de limpeza, sendo que, ao final, extrato e
sorvente sdo separados por uma etapa de centrifugacdo. Os interferentes ficam
retidos no sorvente que é descartado, enquanto o sobrenadante € submetido ao
restante do processo analitico (CABRERA et al., 2012; SOCAS-RODRIGUEZ et al.,
2015). Embora possa ser utilizada como etapa de limpeza do extrato apés a extracao
por solvente, a d-SPE foi introduzida em métodos de preparo de amostra a partir da
publicacdo do método QUEChERS (ANASTASSIADES et al., 2003).

Um esquema representativo das variacbes da técnica de SPE, com as

principais diferencas, é mostrado na Figura 4.

Figura 4 — VariacOes da técnica de extracao em fase sélida

a) SPE - retenc¢ao do analito b) SPE - pass-through c) d-SPE
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e® Passagem do
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@ Sorvente ® ® ® Interferentes Analitos

Fonte: Adaptacdo de SOCAS-RODRIGUEZ et al. (2015).
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A d-SPE é um processo rapido e simples, que utiliza equipamentos comuns de
laboratorio (balanca, agitador e centrifuga). Se comparada com a SPE no modo de
retencdo do analito, ela consome menos solvente, pois nenhuma etapa de
condicionamento e eluicdo € necessaria. Aléem disso, tem um custo reduzido e a
possibilidade de utilizar diferentes quantidades ou combinacdes de sorventes
(KINSELLA et al., 2009; CABRERA et al., 2012; ZHANG et al., 2019).

Os sorventes no modo dispersivo frequentemente utilizados na etapa de
limpeza de extratos provenientes de amostras de origem suina sdo o C18 (KANG et
al., 2014a; YAMAGUCHI et al., 2015; JANK et al., 2017), o amina primaria secundaria
(PSA, do inglés primary secondary amine) (YIN et al., 2016; WEN et al., 2017) ou uma
combinacgao dos dois (VALESE et al., 2016; ROCHA et al., 2017; DESMARCHELIER
et al., 2018; CHEN et al., 2019) e também o EMR-Lipid® (WANG et al., 2019).

A escolha do material sorvente, tanto em SPE no modo pass-through quanto
em d-SPE, depende da sua capacidade de reter os interferentes presentes na matriz,
mas sem promover a retencgdo analitos (SOCAS-RODRIGUEZ et al., 2015). Em vista
disso, as caracteristicas de alguns sorventes que podem ser utilizados na etapa de
limpeza de extratos oriundos de matrizes de origem animal serdo apresentadas a
sequir.

O C18 é um sorvente de fase reversa e remove com boa eficiéncia coextrativos
apolares, como lipidios, por meio de intera¢ées hidrofébicas (SOCAS-RODRIGUEZ et
al., 2015).

O PSA atua como um trocador anibnico fraco e pode interagir com compostos
por meio de ligacdo de hidrogénio ou dipolo-dipolo. Ele é indicado para remocao de
acidos organicos polares, pigmentos, aclUcares e acidos graxos. Em razdo da
presenca dos grupos amino primario e secundario em sua estrutura, o PSA possui
efeito quelante (CABRERA et al., 2012; ZHANG et al., 2019).

Os sorventes de fase normal, como 0 PSA, o aminopropil e a terra diatomécea,
sao indicados para remover interferentes polares. Os dois primeiros sorventes, assim
como o C18, sdo a base de silica de fase ligada ao grupo funcional (SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2015), enquanto que a terra diatoméacea é um material inorganico,
constituido principalmente de silica (cerca de 90%), com pequenas quantidades de
alumina e oxido de ferro. Este sorvente possui estrutura porosa e alta area superficial
(TSAI; LAI; HSIEN, 2006).
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O sorvente Enhanced Matrix Removal — Lipid, conhecido por EMR-Lipid® foi
desenvolvido em 2015 para remocéo seletiva de lipidios. Apesar de ainda nao ter sua
estrutura revelada, é divulgado que as longas cadeias de hidrocarbonetos néo
ramificados dos lipidios séo retidas nos poros do sorvente, mediante um mecanismo
combinado de exclusdo por tamanho e interacdo hidrofobica, promovendo assim a
remocao seletiva dos lipidios do extrato. Destaca-se que este sorvente esta disponivel
tanto no modo dispersivo (EMR-Lipid®) quanto acondicionado em cartucho (Captiva
EMR-Lipid®) (ZHAO; LUCAS, 2015; ANUMOL et al., 2017).

Outro sorvente que € indicado para limpeza de matrizes com alto teor de lipidios
€ 0 Z-Sep+, constituido por uma particula de silica funcionalizada tanto com C18
quanto ZrOz. Desta forma, o C18 retém lipidios através de intera¢des hidrofébicas e o
ZrO2 atua como um &cido de Lewis, ou seja, atraindo compostos com grupos doadores
de elétrons, como por exemplo, o grupo fosfato dos fosfolipidios (MASIA et al., 2016;
REJCZAK; TUZIMSKI, 2015).

2.6.4 Método QUEChERS

Desenvolvido em 2003 por Anastassiades et al. (2003), o método QUEChERS,
acrobnimo do inglés para as suas principais vantagens: rapido, facil, econémico,
efetivo, robusto e seguro, foi inicialmente aplicado para a extracdo de residuos de
agrotéxicos em amostras de frutas e vegetais, as quais contém um alto teor de agua
(aproximadamente 90%). Entretanto, estd ganhando espa¢o na determinacdo de
residuos e contaminantes em amostras de origem animal (ZHANG et al., 2019).

O método QUEChERS original pode ser caracterizado por 3 etapas: 1) extracdo
da amostra com acetonitrila, com auxilio de agitacdo; 2) adicao de sais (NaCl e
MgSOa) para promover o efeito salting out* e a remocéao de agua; 3) limpeza do extrato
realizada por d-SPE. Para aumentar a recuperacdo de analitos sensiveis ao pH,
algumas modificagbes foram necessarias a fim de realizar o processo em um meio
tamponado. No método QUEChERS citrato, o efeito tamponante € obtido pela adi¢do

da mistura de sais citrato di e sesquiidratados (pH 5,0-5,5) aos sais de particéo,

4 Efeito salting out: A adicdo de sais a uma mistura de agua e solvente organico miscivel em agua
(neste caso, acetonitrila) induz a uma separac¢éo de fases, diminuindo a solubilidade dos analitos na
fase aquosa e a quantidade de 4gua na fase organica. Com isso, os analitos migram da fase aquosa
em direcao a fase organica (GRECCO et al., 2018).
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enquanto que no método QUEChERS acetato, o tamponamento € realizado com a
inclusédo de acido acético (1% v/v) no solvente e uso do acetato de sddio como sal de
particdo (pH 4,8) (ZANELLA et al.,, 2015). Um fluxograma das principais etapas,
comparando as trés versoes do método QUEChERS, pode ser visualizado na Figura
5.

Figura 5 — Comparacgéo dos métodos QUEChERS original, acetato e citrato
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Fonte: Adaptacdo de ZANELLA et al. (2015).

Modificagbes do método QUEChERS também tém sido realizadas para a
extracdo multiclasse de residuos de medicamentos veterinarios em musculo suino,
conforme demonstrado na Tabela 5. O musculo suino apresenta uma menor
porcentagem de agua em sua composicao centesimal (cerca de 70%) do que frutas e
vegetais. Nesse sentido, Desmarchelier et al. (2018) relataram a adi¢cao de 20% (v/v)
de 4gua a acetonitrila, a fim de promover a interacéo efetiva do solvente com a matriz.
Além disso, utilizaram o sal Na2SO4 em substituicdo ao MgSOa4, uma vez que este
seria capaz de induzir a quelagéo de alguns analitos incluidos no método (quinolonas).

Em outro estudo, Chen et al. (2019) adicionaram 10% (v/v) de agua a acetonitrila,
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visando melhorar a extracdo de analitos polares presentes no método, como as

tetraciclinas e os B-lactamicos.

2.7 VALIDACAO

A etapa de validacdo implica na realizacdo de um estudo experimental e
documentado, o qual visa demonstrar que o procedimento analitico € adequado ao
seu propésito, sendo que os parametros de desempenho devem atender aos critérios
de aceitacdo preconizados. Dessa forma, ela fornece evidéncias que garantem a
qgualidade metrologica do resultado, conferindo rastreabilidade, comparabilidade e
confiabilidade para a tomada de decisdes (PASCHOAL et al., 2008; MAPA, 2011).

Embora ndo haja um procedimento de validagdo padréo, os parametros de
desempenho e os critérios de aceitacdo aplicados nesta etapa estdo estabelecidos
em documentos oficiais. Alguns destes documentos sdo direcionados para 0S
métodos analiticos que envolvem a determinacdo de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos. No Brasil, 0 MAPA desenvolveu o Manual de Garantia da
Qualidade Analitica — Residuos e Contaminantes em Alimentos (MAPA, 2011).
Internacionalmente, o documento de maior expresséao era a Decisdo 2002/657/EC, da
Unido Europeia (EC, 2002). Porém, em marco de 2021, este foi revogado e substituido
pelo Regulamento (EU) 2021/808, que estabelece regras para amostragem e métodos
de analises laboratoriais em relacé@o a residuos de substancias farmacologicamente
ativas em animais produtores de alimentos vivos (partes corporais, como fluidos e
excrementos), produtos de origem animal, racdo e agua, as quais devem ser seguidas
pelos laboratorios oficiais (EC, 2021).

A definicdo e a aplicacdo de alguns parametros envolvidos no processo de

validacdo sao apresentadas na Tabela 6.
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Tabela 6 — Parametros envolvidos no processo de validacdo de métodos analiticos

Parametro Definicao Aplicacao
Disting&o da resposta do analito
Seletividade na presenca de interferentes da  Extracdo de matriz branco
matriz
Linearidade Correlacao entre a resposta Curva analitica
analitica (y) e a concentracdo (x) (y=ax+Db)

Intervalo de concentracdes em
gue y e x correlacionam-se
linearmente

Curva analitica
(y=ax+Db)

Faixa linear de
trabalho

Comparacao da resposta
analitica em solvente e em
extrato da matriz branco

Influéncia dos componentes da

Efeito matriz matriz na resposta analitica (y)

Proximidade do resultado do . ~
Ensaios de recuperacdo com

Exatidao ensaio em relacédo a um valor de i b fortificad
referancia uma matriz branco fortificada
Precisio Concordancia de resultados Repetibilidade e
entre ensaios independentes Reprodutibilidade
Limite de deteccao SIR=3
(LOD) Concentragéo limite de distingao
. L x entre analito e ruido
Limite de quantificagéo S/R = 10

(LOQ)

Matriz branco: matriz isenta dos analitos em estudo; S/R: razao sinal/ruido.
Fonte: Adaptagéo de MAPA (2011); EC (2021).

Os parametros LOD e LOQ nao estdo incluidos nas recomendacdes de
nenhuma versédo do documento da Unido Europeia (EC, 2002; EC, 2021). No entanto,
nestes é estabelecido a avaliacdo de outros dois parametros, o limite de decisao
(CCa) e a capacidade de deteccéo (CCB). O CCa corresponde ao limite a partir do
qual se pode concluir gue uma amostra € ndo conforme com uma probabilidade de
erro a. O CCp é o teor mais baixo da substancia que pode ser detectado, identificado
e/ou quantificado numa amostra com uma probabilidade de erro B (EC, 2021). Cabe
destacar que estes dois parametros também constam no Manual do MAPA (MAPA,
2011).

Atualmente, a maioria dos estudos publicados visando a determinacdo de
residuos de medicamentos veterinarios em matrizes de origem animal realiza a

validagdo do meéetodo conforme as diretrizes da Unidao Europeia. Assim, algumas
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orientacdes desse documento serdo descritas a seguir, com base na revisao atual
(EC, 2021).

2.7.1 OrientacOes do Regulamento (EU) 2021/808

O Regulamento (EU) 2021/808 estabelece uma divisdo entre métodos de
screening (ou triagem) e confirmatérios. Este udltimo fornece informagdes que
permitem que a substancia seja identificada e, se necessario, quantificada (EC, 2021).

No caso de métodos confirmatérios que englobam substancias proibidas® ou
ndo autorizadas®, devem ser obrigatoriamente empregadas técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de massas (EC, 2021).

Como critério do espectrébmetro de massas, um sistema de pontos de
identificacdo deve ser usado ao selecionar o modo de aquisicdo, com o intuito de
confirmar a identidade das substancias na matriz. Este sistema estabelece um minimo
de 4 pontos de identificacdo para substancias autorizadas e de 5 para substancias
ndo autorizadas ou proibidas. Tais pontos séo originados da técnica cromatografica e
do nimero de ions monitorados do analito. Por exemplo, quando a LC é empregada
como técnica de separacao e 1 ion precursor e 2 ions produtos sdo monitorados por
MS/MS, o numero de pontos de identificacdo € 5, o qual € o somatério dos pontos
referentes a técnica cromatogréfica (1), ao ion precursor (1) e aos ions produtos (3,
pois cada ion deve ser multiplicado por 1,5) (EC, 2021).

Além disso, as intensidades relativas entre os ions (do inglés, ion ratio) sédo
expressas como uma porcentagem da transicdo mais intensa. A razao entre ions do
analito a ser confirmado na amostra deve corresponder a de solu¢des padrao, padréo
na matriz branco fortificado ou padrdo no extrato da matriz branco fortificado, em
concentracfes comparaveis e analisadas sob as mesmas condi¢cdes (isto é, no
mesmo lote de andlises), dentro da tolerancia definida (+ 40% de desvio relativo) (EC,
2021).

Dependendo do tipo de método (screening ou confirmatério), diferentes

parametros de desempenho devem ser verificados. Alguns destes parametros levam

5 Substancias proibidas: substancias farmacologicamente ativas incluidas na Tabela 2 do anexo do
Regulamento (EU) 37/2010 e as abrangidas no ambito de aplicacédo da Diretiva 96/22/EC.

6 Substancias ndo autorizadas: substancias farmacologicamente ativas que ndo estdo incluidas na
Tabela 1 do anexo do Regulamento (EU) 37/2010 para a matriz em analise.
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em consideragdo um “nivel de interesse”, que corresponde a uma concentracao
significativa de acordo com o analito. Para as substancias de uso permitido, esse nivel
€ a concentracdo do LMR referente ao analito em determinada matriz. No caso das
substancias ndo autorizadas ou proibidas, este nivel corresponde ao ponto de
referéncia para acdo (RPA, do inglés reference point for action), quando for
estabelecido no Regulamento (EU) 2019/1871, ou ao menor nivel de calibracédo (LCL,
do inglés lowest calibrated level) (EC, 2021).

O RPA é baseado tanto em limitagbes analiticas quanto no potencial
toxicoldgico da substancia, diferentemente do limite minimo de desempenho requerido
(LMDR), que constava na antiga versdo do regulamento. O LMDR correspondia
somente a menor quantidade da substancia na amostra que podia ser detectada e
confirmada com um método analitico validado (EC, 2019).

A seguir, serdo descritos detalhadamente parametros de desempenho e
critérios de aceitacdo requeridos para métodos confirmatdrios quantitativos,
compreendendo seletividade, efeito matriz, curva analitica, veracidade (em termos de
recuperacao), precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial) e CCa.

A seletividade do método deve ser avaliada pela analise de um namero de
amostras branco representativas (n = 20, por exemplo), observando se ha possiveis
interferéncias (sinais) no tempo de retencéo do analito (EC, 2021).

A avaliacdo do efeito matriz relativo também é indicada. Para isso, o extrato da
matriz branco é fortificado apos a extracao no nivel de interesse do analito e a resposta
€ comparada com a de uma solucao do analito em solvente, na mesma concentracao,
e empregando correcdo com padréo interno (EC, 2021).

A curva analitica usada para a quantificacéo deve possuir pelo menos 5 niveis
de concentracao, preferencialmente equidistantes, e incluir o nivel zero. Devem ser
descritos a faixa de trabalho, a equacao da reta e o coeficiente de determinacao (r?)
(EC, 2021).

A exatidao deve ser avaliada pela veracidade e preciséo. A veracidade, quando
um material de referéncia certificado n&o esta disponivel, € medida a partir de ensaios
de recuperacdo, em que a matriz branco é fortificada com quantidade conhecida do
analito. Nos ensaios de recuperacdo, no minimo 18 amostras da matriz branco séo
fortificadas, divididas em 3 niveis de concentracdo em sextuplicata. Para substancias
autorizadas, os niveis sdo em torno do LMR (0,1; 1,0 e 1,5 vezes LMR), onde destaca-

se que caso a concentracdo de 0,1 x LMR néo for alcancgavel pelo sistema analitico,
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esta pode ser substituida por uma concentracdo de até 0,5 x LMR. Para as
substancias néo autorizadas ou proibidas, os niveis estao relacionados ao LCL (1,0;
2,0 e 3,0 vezes LCL), desde que ndo haja RPA estabelecido para elas. Apos a analise,
deve ser calculada a concentracdo, a veracidade em termos de recuperagéo (razéo
entre a concentracdo medida e o nivel de fortificacdo tedrico, multiplicada por 100), e
entdo a veracidade média e o coeficiente de variacdo (CV%), para cada nivel (EC,
2021). A faixa de aceitacdo para a recuperacao é dependente da fracdo méssica
(concentracao do analito na amostra), conforme Tabela 7.

Tabela 7 — Faixa de aceitagdo para veracidade (em termos de recuperagao) para
meétodos quantitativos

Fracdo massica (ug kg™?) Faixa de aceitacdo (%)
<1 50 a 120
lal0 70 a 120
210 80 a 120

Fonte: EC (2021).

A precisdo é avaliada pela repetibilidade (WL, do inglés within-laboratory
repeatability) e reprodutibilidade intralaboratorial (WLRr, do inglés within-laboratory
reproducibility). A WL: deve ser realizada pela analise de no minimo 18 amostras da
matriz branco divididas em 3 niveis de concentracdo, conforme descrito para a
veracidade. Esse procedimento deve ser repetido no minimo em trés ocasides,
mantendo as mesmas condi¢cfes. Entdo, calcula-se a concentracdo média, o desvio
padrdo e o coeficiente de variacdo em condi¢cdes de repetibilidade intralaboratorial
(CVi%) (EC, 2021). Na WLRr, novamente sao analisadas 18 amostras da matriz branco
divididas em 3 niveis de concentracdo, em pelo menos 3 ocasides, conforme realizado
para a WL, contudo variando analista, lote de solvente e/ou condi¢des instrumentais,
por exemplo. A concentracdo média, o desvio padréo e o coeficiente de variacdo em
condi¢cdes de reprodutibilidade intralaboratorial (CVr%) devem ser calculados. O
CVr% néo deve exceder os valores listados na Tabela 8 de acordo com a fracdo
massica, enquanto o CV:% deve ser menor ou igual a dois tercos destes valores (EC,
2021).
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Tabela 8 — Critério de aceitacdo para o coeficiente de variacdo em termos de
reprodutibilidade intralaboratorial (CVr %)

Fracdo massica (ug kg™) CVr (%)
<10 30*
10a 120 25*
120 a 1000 22%*
> 1000 16**

* esse valor é uma diretriz e deve ser o mais baixo possivel.

** esse valor é adaptado da Equagéo de Horwitz: CVr=2(-05109C) onde C é a fracdo massica expressa
na forma de expoente 10.

Fonte: EC (2021).

O CCa pode ser calculado a partir da curva analitica de acordo com a norma
ISO 11843. Neste caso, utilizam-se amostras branco fortificadas em niveis de
concentracdo equidistantes relacionados ao LMR para as substancias autorizadas ou
ao LCL para as nao autorizadas ou proibidas desde que ndo haja RPA estabelecido.
Abaixo estdo descritas as equacdes que sdo utilizadas para o célculo do CCa para
substancias autorizadas (Equacédo 1) e para as substancias ndo autorizadas ou
proibidas (Equagéo 2), onde or € o0 desvio padrédo da reprodutibilidade intralaboratorial
(EC, 2021).

CCa = LMR + 1,64 og no LMR Equacao 1
CCa = LCL + 2,33 og no LCL Equacgéo 2

Para as substancias autorizadas, o CCa deve ser superior, mas 0 mais proximo
possivel da concentracdo do LMR. Para substancias ndo autorizadas ou proibidas, o
CCa deve ser tao baixo quanto razoavelmente possivel, porém no caso de existir um
valor de RPA estabelecido, o CCa deve ser menor ou igual ao RPA (EC, 2021).

Destaca-se que o calculo da CC nao é requerido para métodos confirmatorios
(EC, 2021).
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3 MATERIAIS E METODOS

A parte experimental deste estudo foi realizada no Laboratério de Analises de
Residuos de Pesticidas (LARP), do Departamento de Quimica, da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM).

3.1 INSTRUMENTACAO

e Agitador vortex Genie® 2, modelo G560E (Scientific Industries, EUA);
e Agitador vértex multi tubo (Troemner, EUA);
e Balancas analiticas de precisdo, modelos AUW220D, UX420H e AUX220
(Shimadzu, Japéo);
e Bomba a vacuo, modelo TE-058 (Tecnal, Brasil);
e Centrifugas refrigeradas para tubos de 50 mL e 15 mL, modelo NT 825 (Nova
Técnica, Brasil);
e Evaporador TurboVap® LV (Biotage, EUA);
e Manifold Vac Elut para SPE, com 12 posi¢cdes para tubos de 16 x 100 mm
(Agilent Technologies, EUA);
e Micropipetadores automaticos com capacidade variavel (Brand, Alemanha);
¢ pHmetro de bancada equipado com eletrodo de vidro combinado (Cole Parmer,
Singapura);
e Purificador de 4gua Milli-Q Direct 3UV® (Millipore, Franca);
e Sistema GC-MS/MS, modelo Agilent Intuvo 9000 (Agilent Technologies, EUA),
equipado com:
o Amostrador automético, modelo Agilent 7693 (Agilent Technologies,
EUA);
o Analisador de massas tipo triplo quadrupolo, modelo Agilent 7010 B
Series (Agilent Technologies, EUA);
o Coluna capilar planar HP-5 MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum) (Agilent
Technologies, EUA);
e Sistema UHPLC-MS/MS Xevo-TQ® (Waters, EUA) equipado com:
o Cromatografo liquido, modelo ACQUITY, composto por amostrador

automético, com sistema de injecdo com agulha de poli(éter-éter-cetona)
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(PEEK) dentro da agulha de aco, sistema controlador de solventes
(sistema binario de bombas) para operacao de gradientes a alta presséo
e controlador de temperatura de coluna (Waters, EUA);
o Detector MS do tipo triplo quadrupolo, modelo Xevo-TQ® (Waters, EUA);
o Interface/Fonte de ionizacao por eletronebulizacdo (Waters, EUA);
o Coluna analitica ACQUITY UPLC® BEH C18 (100 x 2,1 mm d.i.; 1,7 um)
(Waters, EUA);
o Coluna analitica ACQUITY UPLC® HSS T3 (100 x 2,1 mm d.i.; 1,8 pm)
(Waters, EUA);
o Nitrogénio com pureza = 99%, obtido a partir de gerador de nitrogénio,
modelo NM30L-MS (Peak Scientific, Escdcia);
o Sistema de aquisi¢cao de dados, com o software MassLynx 4.2 (Waters,
EUA);
e Ultrassom USC-1400 (Unique, Brasil);
e Ultrassom Sonorex RK 510 (Bandelin, Alemanha);
e Ultra-Turrax® T25 digital (IKA, Alemanha).

3.2 MATERIAIS, REAGENTES E SOLVENTES

e Padrbes solidos dos analitos adquiridos das empresas LGC Standards
(Alemanha) e Witega (Alemanha).

e Acetona grau HPLC (Merck, Alemanha);

e Acetonitrila grau HPLC (Merck, Alemanha);

e Acido citrico anidro (J. T. Baker, EUA);

e Acido etilenodiamino tetra-acético dissodico dihidratado - Titriplex® lll (Merck,
Espanha);

e Acido férmico = 98% (Fluka™ HoneyWell, Alemanha);

 Acido tricloroacético = 99% (Sigma Aldrich, Reino Unido);

e Agua purificada em sistema Milli-Q Direct 3UV® com resistividade de 18,2 MQ
cm (Millipore, Franca);

e Cloreto de sodio (J. T. Baker, EUA);

e Fosfato de sddio dibasico = 99% (Sigma Aldrich, Japao);

e Hexano (95% n-hexano) (Merck, Alemanha);
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e Metanol grau HPLC (Merck, Alemanha);

e Sulfato de aménio (Supelco, Alemanha);

e Sorvente amina priméaria e secundaria (PSA), tamanho de particula de 50 pm
— Supelclean™ PSA SPE Bulk Packing (Supelco, EUA);

e Sorvente octadecilsilano (C18), tamanho de particula de 50 um — Discovery®
DSC-18 SPE Bulk Packing (Sigma-Aldrich, EUA);

e Sorvente EMR-Lipid® — Bond Elut Enhanced Matrix Removal - Lipid dispersive
SPE (Agilent Technologies, EUA);

e Sorvente Supel™ QUE Z-Sep+, tamanho de particula de 50 um (Sigma-Aldrich,
EUA);

e Sorvente terra diatomacea, fluxo-calcinada (Sigma-Aldrich, EUA);

e Sorvente Bond Elut PSA, 500 mg/3 mL (Agilent Technologies, EUA);

e Sorvente Bond Elut NH2, 500 mg/3 mL (Agilent Technologies, EUA);

e Sorvente Captiva EMR-Lipid®, 300 mg/3 mL (Agilent Technologies, EUA);

e Sorvente Sep-Pak® C18, 500 mg/3 mL (Waters, EUA);

e Gas argbnio 6.0 usado como gas de colisdo no sistema UHPLC-MS/MS (White
Martins, Brasil);

e Gas nitrogénio 2.2 usado para evaporacao dos extratos (Air Liquide, Brasil);

e Extran® neutro (Merck, Brasil);

¢ Filtros de seringa de nylon, diametro de 13 mm e porosidade de 0,2 um (Agilent
Technologies, EUA);

e Frascos de vidro (vial), capacidade de 2 mL (Agilent Technologies, EUA);

e Microtubos tipo Eppendorf, capacidade de 2 mL (Capp, Dinamarca);

e Tubos de polipropileno de fundo cbnico, com tampas de rosca, capacidade de
50 mL e 15 mL (Sarstedt, Alemanha);

e Vidraria comum de laboratorio.
3.3 SELECAO DOS COMPOSTOS
Os compostos avaliados neste estudo foram selecionados com base no plano

de amostragem do PNCRC/Animal para suinos, referente ao ano de 2019. Além disso,

realizou-se uma pesquisa em artigos da literatura a fim de verificar quais sdo os
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compostos normalmente monitorados e encontrados na matriz musculo suino. Apos,
verificou-se a disponibilidade dos padrdes no laboratorio.

Na Tabela 9 sé&o listados os 36 compostos de interesse, que abrangeram 33
antimicrobianos de vérias classes e 3 (B-agonistas. Nesta Tabela consta também a
estrutura, a massa molecular e as propriedades fisico-quimicas (pKa e log Kow) de

cada composto.

Tabela 9 — Estrutura, massa molecular e propriedades fisico-quimicas (pKa e log Kow)
dos compostos avaliados neste estudo

(continua)
Classe/Composto Estrutura Massa mol_elcular pKa log Kow
(g mol™)
Lincosamidas
Clindamicina 424 7,55 1,76
Lincomicina 406 7,97 0,50
Macrolideos
Eritromicina 733 8,38 2,37
/j\ e
Gy N
Tilosina o LA 916 7,20 1,46
aH ]T){H
Be S
Pleuromutilinas
Tiamulina 493 9,51 4,47
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Tabela 9 — Estrutura, massa molecular e propriedades fisico-quimicas (pKa e log Kow)
dos compostos avaliados neste estudo

(continuacao)

Massa molecular

Classe/Composto Estrutura (g mol?) pKa log Kow
Quinolonas
o (o]
P Lo = OH
Acido nalidixico A 232 5,95 0,95
—
° 0
Acido oxolinico <Ojd:j* 261 5,58 0,86
/N 0.
Cinoxacina A D 262 4,93 1,25
o] o]
F OH
Ciprofloxacina h;@ﬁ)‘\ 331 5,76/ 8,68 -0,57
. H‘C\N‘E; | o
Danofloxacina iy . 357 5,65/6,73 0,33
A
oo
Difloxacino O @ 399 564/645 116
e S OH
Enrofloxacina - Py 359 5,69 / 6,68 0,58
HC. e \v) )\
Flumequina 261 6,00 1,62
- Sy OH
Lomefloxacina P 351 5,64 /8,70 0
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Tabela 9 — Estrutura, massa molecular e propriedades fisico-quimicas (pKa e log Kow)
dos compostos avaliados neste estudo

(continuacao)

Massa molecular

Classe/Composto Estrutura (g mol?) pKa log Kow
Marbofloxacina Iﬁj ) 362 538/6,16  -0,53
SRe
e T e,
Norfloxacino K\":Cdj)k 319 5,77 /1 8,68 -0,47
w_J i\%
- Ry, oH
Ofloxacina ~y Py 361 5,45/6,2 -0,02
H,C/N\) O\)\cu
Sarafloxacina Q | 385 5,74/ 8,68 0,29
Sulfonamidas
o RN i |
Sulfaclorpiridazina /@/S\n S 284 2,02/6,6 0,97
Sulfadiazina /O/S\NH <, 250 2.01/6,99 0,25
N
Sulfadimetoxina : A 310 1,95/6,91 1,08
QOCH;
Moo, .
Sulfadoxina POy 310 2,55/ 6,12 0,72
H
NF
0\/0
Sulfamerazina \5%*\/1 : 264 2,01/6,99 0,44



77

Tabela 9 — Estrutura, massa molecular e propriedades fisico-quimicas (pKa e log Kow)
dos compostos avaliados neste estudo

(continuacao)

Massa molecular

Classe/Composto Estrutura (g mol?) pKa log Kow
NF
Sulfametazina /O‘}s/{; PN 278 2,04 /6,99 0,43
N I
Sulfametizol /©/ \uAs)\CH! 270 1,95/6,71 0,53
O
0\3/0 ! / CHy
Sulfametoxazol /O/ ™y 253 1,97 /6,16 0,79
Sulfaquinoxalina O:NJ\P/ 300 2,13/6,79 1,24
N /OD

Sulfatiazol /@ Sy 255 2,04/6,93 0,88
HoN

Tetraciclinas

e

Clortetraciclina 478 33/7,6/9,3 -0,13
e

Doxiciclina O‘,‘ 444 33/80/92  -0,72
HO, CH: OHHJC\N/CHJ

Oxitetraciclina 460 32/75/89  -0,99
oH [
HO, CHs H)D\N/DHJ

Tetraciclina O"‘ " 444 33/7,8/9,6  -0,56
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Tabela 9 — Estrutura, massa molecular e propriedades fisico-quimicas (pKa e log Kow)
dos compostos avaliados neste estudo

(concluséo)

Massa molecular

Classe/Composto Estrutura 1
(g mol™)

pPKa log Kow

Derivados de
diaminopirimidina

N OCH;
Trimetoprima ﬁm 290 7,16 1,26

B-agonistas

Clembuterol :Q/QX 277 9,63 2,94

Ractopamina /@AAMY@/ 301 9,89 2,17
OH

Salbutamol 2 I dai 239 9,40 0,44
v CH,

HO’

Fonte: Adaptagcdo de ANDERSON; RUPP; WU (2005); DRUG BANK (2021).

3.4 PREPARO DAS SOLUCOES ANALITICAS

As solucdes estoque individuais foram preparadas na concentracdo de 1000
mg L considerando a pureza dos padrdes sélidos (93 a 100%), para o volume de 10
mL. A massa de cada padrdo solido foi solubilizada em solvente apropriado
(acetonitrila ou metanol). As solucdes estoque individuais foram acondicionadas em
frascos de vidro ambar e armazenadas em freezer (< -=10 °C).

A partir da diluicdo das solugdes estoque, preparou-se uma solucéo de trabalho
(mistura) contendo todos os antimicrobianos e $-agonistas, na concentracéo de 10 mg
L1, em acetonitrila. De modo semelhante, foi preparada uma solugéo de trabalho
(mistura) contendo os padrbes deuterados acido nalidixico-ds, sulfadimetoxina-de e
clembuterol-dy. Estas solu¢des foram utilizadas para os testes cromatogréaficos e nos

ensaios de fortificacdo durante a avaliacdo da etapa de preparo de amostra.
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Para a etapa de validacao, as solucdes de trabalho (mistura) foram preparadas
em acetonitrila, em concentracdes relacionadas ao LMR, no caso das substancias
permitidas, e ao LCL para as substancias proibidas ou ndo autorizadas.

Destaca-se que os padrdes deuterados foram utilizados como padrédo de
controle, ou seja, adicionados antes da etapa de extracdo para avaliar a eficiéncia do

procedimento.

3.5 OBTENCAO E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE MUSCULO SUINO

As amostras branco de musculo suino (lombo), utilizadas para o
desenvolvimento do método de preparo de amostra, foram adquiridas em
propriedades rurais da cidade de Roque Gonzales/RS. Ap6s o recebimento no
laboratorio, a gordura aparente dos tecidos foi removida, e realizou-se o corte em
pequenos pedacos com o auxilio de faca. Em seguida, a amostra picada foi
homogeneizada manualmente, acondicionada em recipientes plasticos e armazenada
em freezer (< -10 °C). Antes da realizacdo dos ensaios, aguardou-se que a amostra
atingisse a temperatura ambiente.

Adicionalmente foram obtidas 25 amostras de musculo suino, diretamente de
propriedades rurais ou em centros comerciais (supermercados e acougues), de
cidades do estado do Rio Grande do Sul. Entretanto, conforme constava na
embalagem ou informado pelo responséavel da venda/estabelecimento, algumas eram
provenientes de outros estados, como Santa Catarina, Parana, Mato Grosso do Sul e
Minas Gerais. A procedéncia de todas as amostras pode ser conferida na Tabela 10.
Quando possivel, coletou-se cerca de 500 g, conforme recomendacao do Manual de
Coleta de Amostras do PNCRC/Animal (MAPA, 2010). Uma porc¢ao representativa das
amostras foi processada da mesma maneira relatada acima e armazenada em freezer
(<-10 °C).
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Tabela 10 — Procedéncia das amostras de musculo suino

Amostra

Procedéncia

Tipo Cidade/Estado
Al Propriedade rural Roque Gonzales/RS
A2 Propriedade rural Guarani das Miss0es/RS
A3 Propriedade rural Roque Gonzales/RS
A4 Propriedade rural Séo Pedro do Butia/RS
A5 Centro comercial Poco das Antas/RS
A6 Centro comercial Jaguaracu/MG
A7 Centro comercial Santa Cruz do Sul/RS
A8 Centro comercial Santa Maria/RS
A9 Centro comercial Chapada/RS
Al0 Centro comercial Santa Rosa/RS
All Centro comercial* Jaguari/RS
Al2 Centro comercial* Herval d'Oeste/SC
Al3 Centro comercial* Carlos Barbosa/RS
Al4d Centro comercial* Medianeira/PR
Al5 Centro comercial* Pelotas/RS
Al6 Centro comercial Seberi/RS
Al7 Centro comercial Frederico Westphalen/RS
Al8 Centro comercial Osorio/RS
Al9 Propriedade rural S&do Martinho da Serra/RS
A20 Centro comercial* Rio do Sul/SC
A21 Centro comercial Santo Angelo/RS
A22 Centro comercial Santo Angelo/RS
A23 Centro comercial* Sananduva/RS
A24 Centro comercial* Dourados/MS
A25 Propriedade rural Guarani das Missdes/RS

* Adquirida em embalagem com a carne pesada, pronta para venda.

Fonte: A autora (2022).

3.6 CONDICOES DO SISTEMA UHPLC-MS/MS

As analises cromatograficas foram realizadas utilizando um sistema UHPLC-

MS/MS, contendo um cromatégrafo de ultra-eficiéncia, modelo ACQUITY UPLC®,

acoplado a um espectrometro de massas em série, modelo Xevo-TQ® MS/MS,

equipado com interface de ionizac&o por eletronebulizacdo (ESI). O software utilizado

para controle de instrumento e processamento de dados foi o MassLynx 4.2 (Waters,

EUA).
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3.6.1 Testes de avaliacdo das condicdes do sistema cromatografico

Inicialmente, diferentes condicbes de fase mével (composicdo, gradiente e
vazao) foram testadas para o método cromatografico, considerando aquelas descritas
em artigos da literatura (Tabela 5, item 2.6). Empregou-se a coluna cromatografica
ACQUITY UPLC® HSS T3 (100 x 2,1 mm d.i.; 1,8 um), a 60 °C, para a separac¢édo dos
compostos de interesse. Diversos testes foram realizados para ajustar o gradiente de
eluicdo, a partir das condicdes descritas por Zhang et al. (2016).

O gradiente de eluicao final (Tabela 15, no item 4.1), com tempo de anélise de
8 min, foi avaliado em relacdo a composicao da fase mével organica (B), em que foram
testados os solventes acetonitrila e metanol (separadamente), bem como uma mistura
de acetonitrila:zmetanol (80:20, v/v), todos contendo 0,1% (v/v) &cido férmico. Como
fase movel aguosa (A) foi utilizada agua/0,1% (v/v) acido formico. Em seguida, com a
fase movel definida, avaliou-se a coluna cromatografica ACQUITY UPLC® BEH C18
(100 x 2,2 mm d.i.; 1,7 pm). O volume de injecao foi 10 pL e o amostrador foi mantido
a 10 °C.

Para a avaliacdo da separacédo cromatografica, injetou-se uma solucéo padrao
contendo todos os analitos, que foi preparada em solvente (acetonitrila) e diluida 5
vezes em agua ultrapura, com concentragdo final de 20 pg L. A avaliacdo destes
testes foi realizada de forma qualitativa, ou seja, a partir do cromatograma de cada
teste observou-se o formato e a separacao dos picos cromatograficos e a retencéo

dos compostos.

3.6.2 Condicbes do espectrometro de massas

O espectrémetro de massas operou com ionizacao por eletronebulizacdo no
modo positivo (ESI+), empregando o modo SRM para aquisicdo dos dados.
As condicOes gerais sao as utilizadas na rotina do laboratério (LARP/UFSM), e
estdo descritas a seguir:
e Temperatura da fonte: 150 °C;
e Voltagem capilar: 0,5 kV (ESI+);
e Temperatura de dessolvatacao: 500 °C;

e Vazdo do gas de dessolvatacdo (N2): 600 L h;
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e Vazdo do spray: 80 L h'%;
e Vazdo do gas de colisdo (Ar): 0,15 mL min,

As condicBes de monitoramento de ions precursores e produtos (transi¢des),
bem como as energias de colisdo e tenséo do cone foram obtidas no banco de dados
“‘Quanpedia”, disponivel no software do equipamento, e também em artigos da
literatura. Somente para a clortetraciclina, as condicfes foram ajustadas por infusao

direta do analito no sistema MS/MS, na concentracédo de 100 ug L.

3.7 TESTES DE AVALIACAO DA ETAPA DE PREPARO DE AMOSTRA

Os testes da etapa de preparo de amostra foram avaliados em relacdo as
condi¢des de extracdo dos compostos e de limpeza do extrato, conforme descrito nos
itens a seguir. Em todos os testes foi realizada a fortificacdo da amostra branco de
musculo suino no nivel de concentracdo de 125 ug kg, a partir de duas solucdes de
trabalho mistura (“antimicrobianos e B-agonistas” e “padrées deuterados”). Apds a
fortificacdo, a amostra foi agitada (vértex/1 min) e aguardou-se 10 min antes da
realizacdo da etapa de extracao.

A recuperacao (%) foi calculada pela comparacao da area de cada analito na
amostra branco fortificada antes da etapa de extracdo e no extrato da amostra branco
fortificado apds todo o preparo de amostra, de acordo com a Equacao 3. Os testes
foram realizados em triplicata e os resultados de repetibilidade foram expressos como
coeficiente de variacdo (CV%). Os critérios de aceitacdo utilizados para fins de
comparacdo entre os ensaios foram recuperacao entre 80 e 120% e CV < 15%
(adaptado do CV% para condicdes de repetibilidade) (EC, 2021).

- area na amostra branco fortificada ~
Recuperacao (%) = x 100 Equacao 3

area no extrato da amostra branco fortificado

Cabe salientar que em todos 0s ensaios, os extratos foram diluidos na
proporcao 1:4 (v/v) em &gua ultrapura antes da andlise por UHPLC-MS/MS, a fim de

obter melhor formato de pico cromatogréfico.
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3.7.1 Avaliacdo da etapa de extragcéo

A etapa de extragéo foi avaliada em relagéo ao solvente utilizado (acetonitrila e
agua), presenca de aditivos (acido e agente complexante) e inclusdo de etapa de
particao.

Em todos os testes, 2 g de amostra foram previamente pesados em tubo de
polipropileno com capacidade de 50 mL. Apés a adicdo do solvente de extracao foi
realizada a agitacdo dos tubos em um agitador multi tubo (2160 rpm/10 min) e a
centrifugacéo (6000 rpm/8 min/5 °C). A seguir, empregou-se uma etapa de limpeza
por d-SPE, em que uma aliquota de 2 mL do sobrenadante foi transferida para um
tubo de polipropileno com capacidade de 15 mL contendo 100 mg de C18, com
posterior agitacdo (vortex/1 min) e centrifugacdo (6000 rpm/8 min/5 °C). Os extratos
foram filtrados com filtro de seringa (nylon; 0,2 um) antes da diluicéo 1:4 (v/v) em agua
ultrapura.

Nos testes T1 a T4, uma aliquota de 200 uL de EDTA 0,1 mol L™! foi adicionada
a amostra branco de musculo suino antes da adi¢cdo do solvente, e o tubo foi agitado
(vortex/1 min).

Os testes T1 a T3, demonstrados na Figura 6, visaram avaliar a influéncia da
acidificacdo do solvente de extracdo, constituido por 10 mL de acetonitrila:agua
(80:20, v/v). Foram realizados testes sem a etapa de acidificacéo (T1) e acidificacao
com 0,1% ou 1% (v/v) acido férmico (T2a e T2b, respectivamente) e 0,1% ou 1% (m/v)
TCA (T3a e T3b, respectivamente).

Definida a condicdo de acidificacdo, esta foi comparada frente a extracao
somente com solvente orgénico (acetonitrila), a fim de avaliar a influéncia da adigéo
de agua ao solvente. Assim, no teste T4, a extracdo foi conduzida com 10 mL de
acetonitrila/1% (v/v) acido férmico. Apds a adicdo do solvente, realizou-se uma etapa
de homogeneizacdo em Ultra-Turrax® (24000 rpm/20 s). A representacéo deste teste

também é mostrada na Figura 6.



84

Figura 6 — Esquema do preparo de amostra realizado nos testes T1 a T4

2 g amostra
200 pL EDTA 0,1 mol L'

= Agitagéo (vortex/1 min)

A

/ T T2eT3 T4 \

[ 10 mL ACN:H,0O (80:20 v/v) ] [ 10 mL ACN:H,O (80:20 v/v)/acidificado J [ 10 mL ACN/1% (v/v) acido formico ]

T2a) 0,1% (v/v) acido férmico = Ultra-Turrax® (24000 rpm/20 s)
T2b) 1% (v/v) acido férmico

T3a) 0,1% (m/v) TCA

T3b) 1% (m/v) TCA

~

= Agitagéo (2160 rpm/10 min)
= Centrifugagéo (6000 rpm/5 °C/8 min)

2 mL sobrenadante
100 mg C18

» Agitagéo (vortex/1 min)
= Centrifugagédo (6000 rpm/S °C/8 min)
» Filtragdo (nylon, 0,2 pm)

[ Diluigao 1:4 (v/v) em H,O ultrapura }

Fonte: A autora (2022).

Nos testes seguintes (T5 a T7), outras abordagens com o uso de EDTA como
agente complexante foram investigadas, mas sempre mantendo a proporcao solvente
organico:aquoso (80:20, v/v).

No teste T5 foram utilizados 2 mL de solugéo tampéao Mcllvaine-EDTA 0,1 mol
Lt (pH 4) e no teste T6a foram utilizados 2 mL de solugdo EDTA 0,1 mol L, seguido
de agitacdo (vortex/30 s) e posterior extracdo com 8 mL de acetonitrila em ambos.

Adicionalmente, a extracdo com 2 mL EDTA 0,1 mol L™ foi avaliada com a re-
extracdo do pellet com 8 mL acetronitrila/1% (v/v) acido férmico (teste T6b). Neste
caso, os tubos foram agitados (2160 rpm/5 min) e centrifugados (6000 rpm/5 °C/8 min)
entre cada adicdo de solvente e apds a mistura dos sobrenadantes.

O teste T7 foi realizado com 2 mL de agua contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1%
(v/v) acido férmico, seguido de agitacdo (vortex/30 s) e extracdo com 8 mL de

acetonitrila.
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Um esquema dos testes T5, T6 e T7 pode ser visualizado na Figura 7, abaixo.

Figura 7 — Esquema do preparo de amostra realizado nos testes T5a T7

‘ 2 g amostra ’
A
TS5 Tea Teb 7 A
C o2mL tampéo ) 2 mL EDTA 2 mL EDTA 2 mL H,O contendo 0,1% (m/v)
Mcllvaine-EDTA 0,1 mol L 0,1 mol L1 EDTA e 1% (v/v) acido férmico

0,1 mol L' (pH 4,0) )

= Agitagdo (vortex/30s) = Agitagéo (2160 rpm/5 min) = Agitagdo (vortex/30 s)

= Agitagdo (vortex/30 s) ZBC)CC:J%H:SI:;I}?SE?(??S min)

Re-extragédo

8 mL ACN ‘ 8 mL ACN ’ 8 mLACN/1% (v/v) ‘ 8 mLACN ’
acido férmico Y s

= Agitacao = Agitagao = Agitagdo

(2160 rpm/10 min) (2160 rpm/10 min) = Agitagdo (2160 rpm/5 min) (2160 rpm/10 min)

= Centrifugagéo = Centrifugacio = Centrifugagdo = Centrifugagao

(6000 rpm/5 °C/8 min) (6000 rpm/5 °C/8 min) (6000 rpm/5 °C/8 min) (6000 rpm/5 °C/8 min)

[ Juntar sobrenadante ]

= Agitagdo (2160 rpm/5 min)
= Centrifugagéo
(6000 rpm/5 °C/8 min)

~

2 mL sobrenadante
100 mg C18
= Agitagdo (vértex/1 min)
= Centrifugagéo (6000 rpm/5 °C/8 min)
= Filtragao (nylon, 0,2 pm)

‘ Diluigdo 1:4 (v/v) em H,0O ultrapura

Fonte: A autora (2022).

A incluséo de uma etapa de particao foi avaliada durante o desenvolvimento do
método de preparo de amostra por meio da adicdo de sais ou pelo uso de baixa
temperatura, apos a condi¢éo de extracdo do teste T7. A etapa de limpeza por d-SPE
com C18 foi mantida.

A representacéo dos testes com incluséo da etapa de particdo (T8 a T10) esta
demonstrada na Figura 8.
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Figura 8 — Esquema do preparo de amostra realizado nos testes T8 a T10

L 2 g amostra J

[ 2 mL H,0 contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico J

= Agitacdo (vortex/30 s)

L 8 mL ACN J
= Agitacdo (2160 rpm/10 min)
r T10 N
TS T9a ou T9b = Centrifugagdo (6000 rpm/5 °C/8 min)
8 mL sobrenadante
[ Log e J L 3 e ) (Kr =0k J L Baixa temperatura (-20 °C/1 h) J
= Agitagdo manual (1 min) = Centrifugagao (6000 rpm/5 °C/8 min)
= Centrifugagéo (6000 rpm/5 °C/8 min)
N N J
2 mL sobrenadante
100 mg C18

= Agitagdo (vortex/1 min)
= Centrifugacéo (6000 rpm/5 °C/8 min)
= Filtragdo (nylon, 0,2 pm)

L Diluigao 1:4 (v/v) em H,O ultrapura J

Fonte: A autora (2022).

Conforme a Figura 8, para a etapa de particdo pela adicdo de sais foram
utilizados 0,5 g de NaCl (teste T8) ou de (NH4)2SOa4 (teste T9a). Adicionalmente, a
quantidade de 2 g de (NH4)2SO4 também foi avaliada (teste T9b). Os sais foram
adicionados aos tubos apds os 10 min de agitacdo no agitador multi tubo. Em seguida,
os tubos foram agitados manualmente (1 min) e centrifugados (6000 rpm/5 °C/8 min).

Por sua vez, o teste com particdo a baixa temperatura (teste T10) foi realizado
com o sobrenadante da etapa de extracdo apds centrifugacdo, em que 8 mL deste
sobrenadante foram transferidos para um tubo de polipropileno de 15 mL, e mantido
a —20 °C/1 h, seguido de centrifugacao (6000 rpm/5 °C/8 min).



87

3.7.2 Avaliacdo da etapa de limpeza

A etapa de limpeza do extrato foi avaliada por meio da utilizagao de diferentes
sorventes, tanto no modo dispersivo (d-SPE) quanto em cartucho (SPE — pass-
through), conforme a sua disponibilidade no laboratério. Os sorventes e as

quantidades utilizadas em cada modo de trabalho estédo descritos na Tabela 11.

Tabela 11 — Descricdo dos sorventes empregados em d-SPE e SPE — pass through
para avaliagdo da etapa de limpeza dos extratos

Modo d-SPE SPE - pass-through
e 100 mg C18 (T7) e Sep-Pak® C18 (500 mg)
. e 300 mg C18 e Captiva EMR-Lipid® (300 mg)
D:‘gf\;:fn"’:‘; 20 e 400 mg EMR-Lipid® « Bond Elut PSA (500 mg)
quantidade e 50 mg Z-Sep+ e Bond Elut NH2 (500 mg)
e 100 mg PSA

e 100 mg terra diatoméacea

Fonte: A autora (2022).

Nestes testes, a extracdo de 2 g de amostra branco de musculo suino foi
realizada com 2 mL de agua contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico e 8
mL acetonitrila, conforme condicdo do teste T7.

Para a etapa de limpeza por d-SPE, 2 mL do sobrenadante (obtido na etapa de
extracao) foram transferidos para um tubo de polipropileno com capacidade de 15 mL
contendo a quantidade de sorvente descrita na Tabela 11. Apds, realizou-se a
agitacao (vortex/1 min) e centrifugacdo (6000 rpm/8 min/5 °C). Os extratos foram
filtrados com filtro de seringa (nylon; 0,2 um) antes da diluicdo 1:4 (v/v) em &agua
ultrapura.

J& para as limpezas empregando SPE — pass-through, 3 mL do sobrenadante
(obtido na etapa de extragcdo) foram passados através do sorvente listado na Tabela
11, sem etapa de pré-condicionamento do cartucho e utilizando vacuo quando
necessario. O eluato foi coletado em um novo tubo, seguido de diluigdo 1:4 (v/v) em

agua ultrapura.
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Considerando os resultados de percentual de recuperacdo, alguns destes
testes com sorventes também foram avaliados em relacéo a presenca de coextrativos

da matriz no extrato, de acordo com o item abaixo.

3.7.2.1 Verificacdo da presenca de coextrativos da matriz

Duas abordagens foram empregadas para verificar os coextrativos presentes
nos extratos da matriz masculo suino: monitoramento de fosfolipidios por UHPLC-
MS/MS e analise de varredura por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas em série (GC-MS/MS, do inglés gas chromatography coupled to tandem
mass spectrometry). Em ambas, avaliou-se o perfil cromatografico obtido, sendo que
o cromatograma dos extratos apos a etapa de limpeza com o sorvente foi comparado

com o do extrato bruto (sem limpeza).

a) Monitoramento de fosfolipidios por UHPLC-MS/MS

A fim de avaliar a presenca de fosfolipidios no extrato, realizou-se o
monitoramento de 11 transi¢cdes usuais destas moléculas no sistema UHPLC-MS/MS,
as quais possuem o mesmo ion produto (m/z 184), referente ao grupo polar da
molécula de fosfolipidio, neste caso, o grupamento fosfato ligado ao substituinte colina
(PETERSON; CUMMINGS, 2006; XU et al., 2009). Conforme a Tabela 12, monitorou-
se os ions precursores de m/z igual a 808, 806, 786, 784, 760, 758, 704, 524, 522,
520 e 496, sendo que para todas estas transicbes foi monitorado apenas um ion
produto, de m/z igual a 184, com energia de colisdo de 30 eV. Na Tabela 12 também
pode ser observado o respectivo acido graxo da regido apolar do fosfolipidio.

O método cromatogréfico utilizado para este monitoramento empregou a coluna
cromatografica ACQUITY UPLC® HSS T3 (100 x 2,1 mm d.i.; 1,8 um), a 60 °C. A fase
movel utilizada foi (A) agua e (B) acetonitrilazmetanol (80:20, v/v), ambas contendo
0,1% (v/v) acido formico. O gradiente de elui¢édo foi programado como: 95% (A) e 5%
(B) de 0 a 0,25 min; alterando até 0% (A) e 100% (B) em 7,75 min (permanecendo até
8,50 min); e em seguida alterando para 95% (A) e 5% (B) em 8,51 min (permanecendo
até 12 min). A vazao foi 0,225 mL min-! e o volume de injecéo foi 10 pL. As condicdes

do espectrometro de massas foram as mesmas descritas no item 3.6.2. Para esta
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analise nédo foi realizada a diluicdo dos extratos em agua ultrapura antes da injecao

no sistema cromatografico.

Tabela 12 — Transicbes monitoradas por UHPLC-MS/MS para cada classe de
fosfolipidio, bem como o &cido graxo correspondente

fon precursor fon Produto . Acido graxo
(m/2) (m/z) Classe de fosfolipidio correspondente
496 Liso-fosfatidilcolina 16:0 Acido palmitico
520 Liso-fosfatidilcolina 18:2 Acido linoleico
522 Liso-fosfatidilcolina 18:1 Acido oleico
524 Liso-fosfatidilcolina 18:0 Acido estearico
704 Esfingomielina 34:1 -
758 184 Fosfatidilcolina 34:2 -
760 Fosfatidilcolina 34:1 -
784 Fosfatidilcolina 36:3 -
786 Fosfatidilcolina 36:2 -
806 Fosfatidilcolina -
808 Fosfatidilcolina -

-: fosfolipidios que contém 2 cadeias de &cidos graxos.
Fonte: Adaptagéo de XU et al. (2009).

b) Analise de varredura por GC-MS/MS

A presenca de coextrativos da matriz também foi avaliada empregando anélise
de varredura (full scan) em um sistema GC-MS/MS (Agilent Technologies, EUA).
Neste caso, uma aliquota de 1 mL do extrato foi evaporada até a secura, sob fluxo de
N2 (45 °C) e, em seguida, reconstituida com 1 mL de acetonitrila e filtrada com filtro
de seringa (nylon; 0,2 um) antes da injecéo.

Para a analise de varredura, a aquisicdo dos dados foi monitorada na faixa de
m/z 100 a 500. As demais condi¢des utilizadas, de acordo com sugestdes do
fabricante do equipamento, séo listadas abaixo:

e Coluna: Coluna capilar planar HP-5 MS Ul (30 m x 0,25 mm x 0,25 pm);
e Programacéo do forno: 100 °C de 0 a 3 min; aumento de 15 °C min* até 300
°C (mantendo por 10 min);

e Gas carreador: Hélio (vazdo de 1,2 mL min-t);
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e Volume de inje¢cdo: 1 pL (modo de injeg&o: splitless);
e Temperatura do injetor: 280 °C;

e Linha de transferéncia: 325 °C;

e Fonte de ionizacdo: Impacto por elétrons;

e Temperatura da fonte: 300 °C;

e Temperatura dos quadrupolos: 150 °C;

e Vazdo do gas de colisdo (N2): 1,5 mL min.

3.8 VALIDACAO DO METODO

A validagdo do método proposto no item 4.2.3 foi realizada de acordo com o
Regulamento (EU) 2021/808, da Unido Europeia (EC, 2021), e do Manual da Garantia
de Qualidade Analitica do MAPA (MAPA, 2011). Os parametros de desempenho
avaliados estdo descritos detalhadamente a seguir, sendo que englobaram
seletividade, linearidade, veracidade (em termos de recuperacdo), precisdao (em
condicBes de repetibilidade — WL e reprodutibilidade intralaboratorial — WLR) e limite
de decisao (CCa). O efeito matriz foi calculado utilizando a abordagem de estimativa
quantitativa descrita por Hoff et al. (2015), a qual foi adaptada de Matuszewski,
Constanzer e Chavez-Eng (2003). Além disso, para a analise por UHPLC-MS/MS
foram selecionadas 2 transi¢des por analito, e a razdo entre ions foi calculada a partir
de fortificacbes na matriz branco na concentracdo correspondente ao nivel de
interesse de cada composto.

O nivel de interesse para as substancias autorizadas, as quais representam a
maioria dos antimicrobianos avaliados (26), correspondeu ao LMR em musculo suino
definido no Regulamento (EU) 37/2010 (EC, 2010), anteriormente mostrado na Tabela
3 (item 2.4.1). Para as substéncias proibidas como os B-agonistas, 0s quais nao
possuem RPA estabelecido no Regulamento (EU) 2019/1871 (EC, 2019), e também
para as substancias ndo autorizadas, isto é, para os 7 antimicrobianos que nao
possuem LMR segundo o Regulamento (EU) 37/2010 (EC, 2010), adotou-se como
nivel de interesse a concentracédo do LCL igual 5 pug kg*.

A seletividade do método foi avaliada de forma qualitativa, observando se
existiam interferentes com as mesmas transicdes no tempo de retencdo dos

compostos em estudo. Para isso, extratos de 20 amostras branco diferentes de
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musculo suino foram injetadas no sistema UHPLC-MS/MS. Também foi injetado o
extrato obtido na auséncia de matriz, denominado de branco reagente, para o qual a
massa de agua foi substituida por igual quantidade de agua ultrapura, o que visou
avaliar se os solventes e reagentes utilizados poderiam ser fonte de interferentes.

Os cromatogramas obtidos para cada analito foram comparados visualmente
ao da amostra branco fortificada no menor nivel de concentracdo da respectiva curva
analitica. Caso exista sinal interferente na regido de eluicdo do composto, este deve
ser < 30% do sinal do menor nivel de concentracdo da curva analitica, para cumprir o
critério de aceitacdo da seletividade (MAPA, 2011).

O efeito matriz foi calculado comparando as areas obtidas (n=3) em solucao
padrdo em solvente (A) e em extrato da matriz branco fortificado apds o procedimento
de extracao (B), ambas na concentracdo do nivel de interesse (1,0 x LMR ou LCL,
dependendo do composto), conforme a Equacéo 4, a qual foi descrita por Hoff et al.
(2015). De acordo com essa equacao, valores positivos e negativos significam que a

matriz causou aumento e supressao de sinal, respectivamente.
: : B ~
Efeito matriz (%) = (X X 100) — 100 Equacio 4

Os resultados do efeito matriz (%) foram interpretados conforme a seguinte
classificacéo: (a) leve, no intervalo entre —20% a +20%; (b) moderado, quando se situa
entre —-50% a -21% ou entre +21% a +50%; e (c) elevado, quando esta abaixo de
-51% ou acima de +51% (AMATE et al., 2010; VALESE et al., 2016; ARIAS et al.,
2018).

A linearidade foi analisada por meio de curvas analiticas na matriz branco de
musculo suino fortificadas antes da etapa de extracdo. Para as substancias
permitidas, a curva analitica envolveu 7 niveis de concentracdo em torno do respectivo
LMR (0; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0; 1,5 e 2,0 x LMR), enquanto que para as substancias
proibidas ou ndo autorizadas, a curva analitica foi construida com 6 niveis de
concentracdo, em que o primeiro nivel apds o zero foi a concentracdo do LCL (0; 1,0;
1,5; 2,0; 3,0 e 4,0 x LCL). As curvas analiticas foram preparadas diariamente durante
os ensaios de WLr e WLr. ApOs a andlise por UHPLC-MS/MS, as é&reas de cada
composto foram relacionadas com as concentracdes para a obtencdo da equacéo de

regressao linear e do coeficiente de determinacgéo (r?), utilizando o software Microsoft
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Office® Excel 16. O critério de aceitacdo estabelecido foi r? 2 0,95, conforme valor
adotado para curvas analiticas preparadas em matriz, descrito em diversas
publicacdes da literatura (JANK et al., 2015; VALESE et al., 2016; BARRETO et al.,
2017).

A veracidade (em termos de recuperacao) e a precisao foram determinadas por
meio de estudos de WLr e WLRr, em que 24 amostras da matriz branco foram
fortificadas em 3 niveis de concentracdo, correspondendo a 0,5; 1,0 e 1,5 x LMR ou
1,0; 2,0 e 3,0 x LCL, em oito repeticdes por nivel. Em condi¢cBes de repetibilidade, os
ensaios foram conduzidos pelo mesmo analista em trés dias diferentes, enquanto que
no caso da reprodutibilidade intralaboratorial, os ensaios foram repetidos variando
analista e lotes de solvente, em trés dias distintos. A instrumentag&o foi a mesma em
ambos os casos. Apds a analise por UHPLC-MS/MS, as concentracdes dos
compostos em todos os niveis foram determinadas por meio da curva analitica
preparada e analisada nas mesmas condi¢cdes, e em seguida, calculou-se a média
das concentracoes, o desvio padréo, o CV% e a veracidade (por comparagcdo com o
valor tedrico do nivel de concentracdo) para as 24 amostras obtidas a cada nivel de
fortificacéo, utilizando o software Microsoft Office® Excel 16. Os critérios de aceitacdo
para recuperacdo e o CV% em condi¢cdes de repetibilidade (CVr) e reprodutibilidade
intralaboratorial (CVR) de acordo com a fragdo massica avaliada em cada nivel, estao
indicados na Tabela 13, a seguir.

O CCa foi obtido a partir das fortificagcdes realizadas para o estudo de WLr €
calculado utilizando as Equagbes 1 e 2, descritas no item 2.7.1. Como critério de
aceitagao, segundo o Regulamento (EU) 2021/808, o CCa para as substancias
autorizadas deve ser superior, mas 0 mais préximo possivel da concentracéo do LMR.
Para substancias proibidas ou n&o autorizadas, o CCa deve ser tdo baixo quanto

razoavelmente possivel (EC, 2021).
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Tabela 13 — Critérios de aceitacdo para recuperacao e coeficiente de variacdo em
condi¢Oes de repetibilidade (CVr) e reprodutibilidade intralaboratorial (CVr) de acordo
com a fracdo massica de cada nivel avaliado

LCL ou LMR Niveis avaliados Recuperacéao CV: CVr
(ug kg™) (ug kg™) (%) (%) (%)
5 70a 120 20 30
5 10
15 80 a 120 17 25
25
50 50 80 a 120 17 25
75
50
100 100 80a 120 17 25
150 15 22
75 17 25
150 150 80a 120
995 15 22
100 17 25
200 200 80 a 120
300 15 22
200
400 400 80 a 120 15 22
600

Fonte: Adaptacéo de EC (2021).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONDICOES DO SISTEMA UHPLC-MS/MS

Os 36 compostos avaliados neste estudo apresentaram ionizacdo no modo
positivo (ESI+), formando o ion molecular protonado [M+H]*, o qual foi escolhido como
0 ion precursor. Para aquisicdo no modo SRM, um ion precursor e dois ions produtos
foram selecionados para 0s compostos, cumprindo critérios exigidos pelo
Regulamento (EU) 2021/808 (EC, 2021). A transicdo mais intensa foi utilizada para a
quantificacdo e a segunda mais intensa para a identificacdo do analito.

As condicbes definidas do espectrometro de massas no modo de ionizagéo
ESI+ e no modo de aquisicdo SRM, bem como a razdo entre ions e 0s tempos de
retencdo dos compostos determinados por UHPLC-MS/MS sédo apresentados na

Tabela 14.

Tabela 14 — Compostos determinados no sistema UHPLC-MS/MS com seus
respectivos tempos de retencdo (tr), tensdo do cone (V), transicbes monitoradas
(m/z), energia de colisdo (eV) e razdo entre ions

(continua)
to Tensdo  TransicGes SRM, m/z (EC,eV) Razdo
Classe/Composto (min)? do Cone Quantificaca Identifi N gntre
V) cao entificacao ionsb
Lincosamidas
Clindamicina 5,25 45 425> 126 (40) 425> 377 (20) 0,09
Lincomicina 3,71 27 407 > 126 (24) 407 > 359 (24) 0,05
Macrolideos
Eritromicina 5,80 25 734 > 158 (30) 734 >522 (25) 0,07
Tilosina 5,84 57 916 > 174 (40) 916 > 101 (45) 0,09
Pleuromutilinas
Tiamulina 5,87 30 494 > 192 (22) 494 > 119 (35) 0,23
Quinolonas
Acido nalidixico 5,92 27 233 >215(14) 233 >187 (25) 0,66
Acido oxolinico 5,45 24 262 > 244 (19) 262 > 216 (30) 0,18
Cinoxacina 5,24 30 263 > 189 (28) 263 > 217 (23) 0,83
Ciprofloxacina 4,28 32 332>314(22) 332>288(18) 0,81
Danofloxacina 4,47 32 358 > 314 (20) 358 > 96 (25) 0,85
Difloxacino 4,81 37 400 > 299 (27) 400 > 356 (21) 0,85
Enrofloxacina 4,56 32 360 > 316 (22) 360 > 245 (20) 0,24
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Tabela 14 — Compostos determinados no sistema UHPLC-MS/MS com seus
respectivos tempos de retencao (tr), tensdo do cone (V), transicbes monitoradas
(m/z), energia de colisdo (eV) e razdo entre ions

(concluséo)

Tensdo  TransicGes SRM, m/z (EC,eV) Razdo
Classe/Composto IR do Cone - ~ - ~ entre
(min)? W) Quantificagdo  Identificagdo ) .cb
Flumequina 5,95 26 262 > 244 (21) 262 > 202 (32) 0,68
Lomefloxacina 4,48 31 352 > 265 (22) 352> 308 (16) 0,76
Marbofloxacina 3,98 27 363 >72(20) 363> 320 (15) 0,86
Norfloxacino 4,14 32 320 > 276 (20) 320 > 233 (25) 0,98
Ofloxacina 4,17 31 362 > 318 (20) 362 > 261 (25) 0,78
Sarafloxacina 4,78 37 386 > 299 (27) 386 > 342 (18) 0,90
Acido nalidixico-ds 5,91 27 237 > 187 (25)
Sulfonamidas
Sulfacloropiridazina 4,85 22 285 > 156 (15) 285> 92 (28) 0,56
Sulfadiazina 3,26 25 251 > 156 (15) 251 > 92 (27) 0,87
Sulfadimetoxina 5,54 28 311 >156 (20) 311>92(32) 0,46
Sulfadoxina 5,12 27 311> 156 (15) 311>92(32) 0,56
Sulfamerazina 3,95 26 265 > 156 (15) 265 > 92 (28) 0,79
Sulfametazina 4,53 30 279 > 186 (16) 279 > 92 (28) 0,60
Sulfametizol 4,36 19 271> 156 (15) 271 >92 (30) 0,64
Sulfametoxazol 4,99 25 254 > 156 (16) 254 > 92 (26) 0,93
Sulfaguinoxalina 5,58 23 301 > 156 (16) 301 > 92 (30) 0,67
Sulfatiazol 3,48 23 256 > 156 (15) 256 > 92 (25) 0,74
Sulfadimetoxina-ds 5,49 40 317 > 156 (20) 317 > 162 (20) 0,74
Tetraciclinas
Clortetraciclina 5,07 27/20 479 >444 (18) 479>154(25) 0,60
Doxiciclina 5,22 25 445 > 428 (20) 445 > 154 (28) 0,10
Oxitetraciclina 4,23 22 461 > 426 (19) 461 > 444 (13) 0,57
Tetraciclina 4,45 22 445 > 410 (20) 445 > 154 (26) 0,61
Derivados de
diaminopirimidina
Trimetoprima 3,97 35 291 > 230 (25) 291 >123(27) 0,80
B-agonistas
Clembuterol 4,79 20 277 > 132 (28) 277 > 203 (15) 0,54
Ractopamina 4,32 17 302 > 164 (15) 302> 284 (12) 0,44
Salbutamol 2,73 20 240 > 148 (20) 240> 222 (12) 0,54
Clembuterol-dg 4,77 20 286 > 204 (16) 286 > 268 (10) 0,56

& tr com base no método cromatogréafico final.
brazdo das areas do ion de identificacéo pelo ion de quantificacéo.

Fonte: A autora (2022).
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Conforme pode ser observado na Tabela 14, alguns compostos possuem ions
precursores e produtos idénticos, sendo denominados de compostos isobaricos. E o
caso dos pares de compostos acido oxolinico e flumequina (262 > 244),
sulfadimetoxina e sulfadoxina (311 > 156 e 311 > 92); doxiciclina e tetraciclina (445 >
154).

A separacdo cromatografica € particularmente importante quando os
compostos isobaricos estdo presentes. Por causa disso, a sele¢do de fase movel e
coluna apropriadas sédo importantes, mesmo ao se utilizar o modo de aquisicdo SRM
(ZHANG et al., 2016; HE et al., 2017). Neste sentido, as condi¢cdes cromatograficas
foram testadas para proporcionar uma adequada separacdo dos compostos de
interesse, bem como formato de pico cromatografico, em curto tempo de analise.

A coluna cromatogréfica empregada para os testes iniciais foi a ACQUITY
UPLC® HSS T3 (100 x 2,1 mm d.i.; 1,8 um), recentemente utilizada no estudo de
Rizzetti et al. (2018) para a determinacao multiclasse de residuos de medicamentos
veterinarios em musculo, rim e figado bovino, o qual foi desenvolvido no LARP/UFSM.

Das condi¢cdes de fase movel (composicdo, gradiente de eluicdo e vazao)
testadas com base na Tabela 5 (item 2.6), a que promoveu a melhor separacéo foi a
utilizada por Zhang et al. (2016), que consistia de fase movel (A) agua e (B)
acetonitrila:metanol (80:20, v/v), ambas contendo 0,1% (v/v) acido féormico, sendo o
tempo de anadlise de 9 min. Apesar desta condicdo ter sido usada somente para a
determinacdo de residuos de antimicrobianos (quinolonas, sulfonamidas e
tetraciclinas), o gradiente de eluicao € similar ao utilizado por Zhang et al. (2018) para
a determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios, incluindo p-agonistas e
antimicrobianos, porém este possuia um tempo de analise de 12 min.

Assim, com base no método de Zhang et al. (2016), algumas modificacbes
foram realizadas no gradiente de eluicdo. O gradiente final para separacdo dos
compostos, com tempo de analise de 8 min, encontra-se descrito na Tabela 15. A

vazao utilizada de fase moével foi de 0,4 mL min-1.



97

Tabela 15 — Gradiente de eluicdo utilizado no sistema UHPLC-MS/MS para a
determinacao de residuos de medicamentos veterinarios em musculo suino

Tempo (min) Fase movel aquosa, A (%) Fase moével organica, B (%)
Inicial 99 1
0,50 99 1
3,50 80 20
5,00 55 45
5,50 1 99
6,50 1 99
6,51 99 1
8,00 99 1

A) dgua e B) acetonitrila:metanol (80:20, v/v), ambas contendo 0,1% (v/v) &cido férmico.
Fonte: A autora (2022).

Um programa de gradiente, além de ser utilizado para alcancar a separacao
cromatografica desejada, € importante quando se trabalha com matrizes complexas.
A alta proporcdo de agua no inicio da analise cromatografica favorece a eluicdo de
componentes polares da matriz, enquanto que a alta proporcao de solvente organico
no final proporciona a limpeza da coluna, evitando a transferéncia de constituintes
apolares da matriz para a andlise subsequente (MARTINS et al., 2015; DASENAKI;
THOMAIDIS, 2015).

O gradiente de eluicdo demonstrado na Tabela 15 foi, entédo, avaliado com 3
composicdes de fase movel. Estas diferenciavam-se no solvente empregado na fase
movel organica (B): acetonitrila, metanol ou mistura acetonitrila:metanol (80:20, v/v),
todos contendo 0,1% (v/v) acido férmico. Como fase mével aquosa (A) foi utilizada
agua/0,1% (v/v) acido férmico. A acidificacdo da fase movel é frequentemente utilizada
para melhorar a ionizagéo dos analitos no modo ESI+ (LI et al., 2020).

Quanto a separacao dos pares de compostos isobaricos, a Figura 9 apresenta
a comparacao dos cromatogramas de ions totais obtidos por UHPLC-MS/MS a partir

das diferentes composi¢cOes de fase movel avaliadas.
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Figura 9 — Cromatogramas de ions totais obtidos por UHPLC-MS/MS para os pares
de compostos isobaricos doxiciclina/tetraciclina, sulfadoxina/sulfadimetoxina e acido
oxolinico/flumequina, na coluna cromatografica ACQUITY UPLC® HSS T3, de acordo
com a fase mével organica testada: (a) acetonitrila, (b) acetonitrila:metanol (80:20, v/v)
e (c) metanol, todas contendo 0,1% (v/v) acido férmico
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99

De acordo com a Figura 9, os pares de compostos isobaricos
sulfadoxina/sulfadimetoxina e doxiciclina/tetraciclina apresentaram separacao
satisfatoria entre os picos cromatograficos independente da fase movel organica
empregada. Por sua vez, a separacao entre 0s picos cromatograficos do par isobarico
acido oxolinico/flumequina foi mais adequada quando se utilizou fase moével organica
constituida por acetonitrila ou mistura de acetonitrila:metanol (80:20, v/v), visto que
com 0 uso de metanol, esses compostos apresentavam uma menor separacao.

Se comparada ao emprego de somente acetonitrila, a mistura
acetonitrila:metanol (80:20, v/v) proporcionou uma maior retencdo dos compostos.
Como exemplo, na Figura 10, podem ser observados os cromatogramas de ions totais
obtidos por UHPLC-MS/MS para alguns compostos de elui¢éo inicial, em cada uma
das composicfes de fase mével avaliadas.

Assim, diante dos resultados, a fase movel constituida por (A) agua e (B)
acetonitrila:metanol (80:20, v/v), ambas contendo 0,1% (v/v) acido formico, foi
selecionada para o método cromatografico.

A escolha de acetonitrila ou metanol como solvente organico da fase movel, em
conjunto com outros parametros do sistema, afeta a separacdo, o formato de pico
cromatografico e a intensidade de sinal, mas ndo de maneira uniforme para todos os
analitos (LEHOTAY; LIGHTFIELD, 2018). Contudo cabe destacar que, uma vez que
a acetonitrila é o solvente de extracao preferencial no preparo de amostra para a
determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios em matrizes de origem
animal, a utilizacdo de uma fase movel organica constituida somente por metanol,

poderia acarretar problemas de compatibilidade com o extrato da amostra.
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Figura 10 — Cromatogramas de ions totais obtidos por UHPLC-MS/MS para alguns
compostos de eluicéo inicial, na coluna cromatografica ACQUITY UPLC® HSS T3, de
acordo com a fase mével organica testada: (a) acetonitrila, (b) acetonitrila:metanol
(80:20, v/v) e (c) metanol, todas contendo 0,1% (v/v) acido férmico
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SDZ: Sulfadiazina, STZ: Sulfatiazol, LCM: Lincomicina, MBF: Marbofloxacina, SMR: Sulfamerazina.
Fonte: A autora (2022).
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A seguir, a performance na coluna ACQUITY UPLC® HSS T3 foi comparada a
da coluna ACQUITY UPLC® BEH C18 (100 x 2,1 mm d.i; 1,7 um). Essas colunas foram
avaliadas em funcdo do histérico de uso para a determinacdo de residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos de origem suina (Tabela 5, item 2.6) e
também devido a sua disponibilidade no laboratorio. A temperatura da coluna foi
mantida a 60 °C, tal como utilizada em outras publicacbes da literatura para a
determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem
animal, a fim de evitar depésitos de lipidios (GADAJ et al., 2014; RIZZETTI et al.,
2018).

Como demonstrado nos cromatogramas de ions totais da Figura 11.a, 0s pares
de compostos isobaricos doxiciclina/tetraciclina, suldoxina/sulfadimetoxina e acido
oxolinico/flumequina também apresentaram separacao satisfatéria entre os picos
cromatograficos na coluna ACQUITY UPLC® BEH C18. Entretanto, ao comparar 0s
mesmos compostos de eluicdo inicial apresentados na Figura 10.b (referente a coluna
ACQUITY UPLC® HSS T3, na mesma condicdo de fase movel), foram observados
piores formatos de pico cromatografico, isto é, picos com ombros ou assimétricos, na
coluna ACQUITY UPLC® BEH C18 (Figura 11.b), principalmente para sulfadiazina (tr
= 2,65) e sulfatiazol (tr = 2,91) (Figura 11.b). Kaufmann et al. (2014) e Chen et al.
(2019) também verificaram este mesmo comportamento quando avaliaram colunas
com particulas HSS T3 e BEH C18.

A coluna ACQUITY UPLC® BEH C18 é formada por um octadecilsilano ligado
a superficie de uma particula BEH (do inglés ethylene-bridged hybrid), a qual é
baseada em uma particula de silica hibrida com pontes de etano inseridas em sua
estrutura. A combinacdo de material inorganico e orgéanico confere uma alta
estabilidade mecénica e também a capacidade de operar em uma ampla faixa de pH
(1 a 12) (WATERS, 2015). Por sua vez, a coluna ACQUITY UPLC® HSS T3 é
composta por particula de silica de alta resisténcia (HSS, do inglés high strenght silica)
ligada a um octadecilsilano com uma baixa densidade de ligantes. De acordo com o
fabricante, esta tecnologia € capaz de promover uma maior retencdo de compostos
polares, compatibilidade com a fase aquosa e melhores formatos de pico
cromatografico (simetria), quando comparada com as colunas BEH C18, por exemplo.

Ainda, possui também uma alta estabilidade mecanica (WATERS, 2015).
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Diante do exposto e com base nos resultados acima, a coluna ACQUITY

UPLC® HSS T3 apresentou uma melhor performance, sendo assim selecionada para

0 método cromatografico.

Figura 11 — Cromatogramas de ions totais obtidos por UHPLC-MS/MS para (a) pares
de compostos isobaricos doxiciclina/tetraciclina, sulfadoxina/sulfadimetoxina e acido
oxolinico/flumequina e (b) compostos de elui¢do inicial, na coluna ACQUITY UPLC®
BEH C18 e utilizando fase movel (A) agua e (B) acetonitrila:metanol (80:20, v/v),
ambas contendo 0,1% (v/v) acido formico
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SDZ: Sulfadiazina, STZ: Sulfatiazol, LCM: Lincomicina, MBF: Marbofloxacina, SMR: Sulfamerazina.

Fonte: A autora (2022).

Desta forma, o método cromatografico final utilizado para a determinacéo

multiclasse de residuos de medicamentos veterinarios em musculo suino empregou a
coluna cromatografica ACQUITY UPLC® HSS T3 (100 x 2,1 mm d.i.; 1,8 um), a 60 °C.
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A fase movel consistiu de (A) agua e (B) acetonitrila:metanol (80:20, v/v), ambas
contendo 0,1% (v/v) acido formico. O tempo total da analise cromatografica foi de 8
min, com vazédo a 0,4 mL min e gradiente de eluicdo demonstrado na Tabela 15. A
vélvula de desvio foi programada para enviar o eluato da coluna para o descarte de 0
a 1 min e de 6,5 a 8 min, a fim de reduzir a introducdo de componentes da matriz no
espectrometro de massa, visto que nao haviam analitos que eluiam nestas faixas.

A Figura 12 apresenta o cromatograma de ions totais obtido de uma amostra
branco de musculo suino fortificada no nivel de interesse de cada composto na
condicao final do método cromatografico. O tempo de retencdo para todos os
compostos é o descrito anteriormente na Tabela 14. A separagdo completa dos pares
de compostos isobaricos foi alcancada e eles puderam ser diferenciados com base

em seu tempo de retencéo.

Figura 12 — Cromatograma de ions totais obtido por UHPLC-MS/MS de uma amostra
branco de musculo suino fortificada no nivel de interesse de cada composto (1,0 x
LMR ou LCL)
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Fonte: A autora (2022).
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4.2 TESTES DE AVALIACAO DA ETAPA DE PREPARO DE AMOSTRA

Conforme comentado anteriormente, o desenvolvimento do método de preparo
de amostra para determinacdo multiclasse de residuos de medicamentos veterinarios
em amostras de origem animal € uma etapa desafiadora em termos de extracao dos
compostos e obtencdo de extratos apropriados quanto aos coextrativos da matriz.
Neste estudo, os 36 compostos avaliados (antimicrobianos e (3-agonistas) possuem
diferencas nas propriedades fisico-quimicas, como pKa e log Kow (Tabela 9, item 3.3),
sendo que o conhecimento destas informacfes € fundamental para explicar o
comportamento dos analitos frente as condi¢cdes dos testes (GRUTES et al., 2019).
Ja a matriz de interesse (musculo suino) contém proteinas, lipidios e sais minerais em
sua composicao (Tabela 1, item 2.2), os quais podem atuar como interferentes.

Neste sentido, os testes da etapa de preparo de amostra englobaram diferentes
procedimentos para a extracdo dos compostos e limpeza do extrato, visando
encontrar condicbes experimentais para abranger a extragdo de compostos
multiclasse associada a remocao de coextrativos da matriz. Além disso, priorizou-se
utilizar reagentes (solventes, aditivos, sorventes) disponiveis no laboratério, em vista
de um futuro emprego do método para as analises de rotina realizadas no mesmo.

Os resultados dos testes da etapa de preparo de amostra para determinacao
multiclasse de residuos de medicamentos veterinarios em musculo suino por UHPLC-

MS/MS seréo apresentados e discutidos a seguir.

4.2.1 Avaliacdo da etapa de extracao

A etapa de extracao foi avaliada inicialmente quanto a composi¢ao do solvente
de extracdo e ao emprego de aditivos (acido e agente complexante).

Os testes T1 a T3 foram realizados utilizando como solvente de extracdo a
mistura acetonitrila:agua, na proporcao 80:20 (v/v), com diferentes condicbes de
acidificacdo. Esta proporcdo é a recomendada para a precipitacdo de proteinas
quando ha a adi¢édo de agua a acetonitrila (DESMARCHELIER et al., 2018). Conforme
visto na Tabela 5 (item 2.6), a acetonitrila € amplamente utilizada como solvente para
a extragao de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal.
A agua tem a funcédo de auxiliar na extracdo de compostos polares e facilitar a

homogeneizagao da amostra (KAUFMANN et al., 2008; ZHAO et al., 2018).
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Além disso, uma aliquota 200 pL de solugdo aquosa de EDTA 0,1 mol L™ foi
adicionada a amostra previamente ao solvente. O agente complexante € utilizado para
prevenir a quelacdo de alguns compostos (como os das classes dos macrolideos,
quinolonas e tetraciclinas) com céations metélicos presentes na amostra
(BERENDENSEN; STOLKER; NIELEN, 2005; FREITAS; BARBOSA; RAMOS, 2015;
ZHANG et al., 2016). Neste sentido, em todos os testes adicionou-se EDTA como
agente complexante na etapa da extracdo, mas diferentes abordagens foram
testadas, conforme seréo apresentadas no decorrer deste item.

A acidificacdo do solvente de extracdo foi investigada com acido formico ou
TCA. Os resultados de percentual de recuperacdo e CV% para os testes realizados
com o solvente de extracdo acetonitrila:agua (80:20, v/v) na auséncia de acidificacdo
(T1) e na presenca de 0,1% e 1% (v/v) acido férmico (T2a e T2b, respectivamente) ou
0,1% (m/v) TCA (T3a) sdo apresentados na Tabela 16.

Tabela 16 — Resultados de recuperacéo e CV% dos testes para avaliacédo do solvente
de extracao e aditivos (acido formico e TCA)

(continua)
T1 T2a T2b T3a T4
Classe/Compostos Recuperacdo, % (CV, %)*
Lincosamidas
Clindamicina 80 (1) 81 (3) 89 (4) 90 (2) 79 (1)
Lincomicina 81 (2) 85 (1) 84 (1) 86 (0) 62 (2)
Macrolideos
Eritromicina 86 (1) 88 (3) 99 (14) 89 (4) 96 (13)
Tilosina 81 (5) 83 (2) 89 (3) 84 (4) 79 (4)
Pleuromutilinas
Tiamulina 85 (1) 90 (1) 94 (3) 83 (2) 80 (3)
Quinolonas
Acido nalidixico 73 (2) 79 (3) 87 (1) 78 (3) 81 (3)
Acido oxolinico 86 (2) 85 (3) 91 (2) 88 (1) 99 (9)
Cinoxacina 80 (3) 81 (4) 87 (3) 87 (6) 84 (2)
Ciprofloxacina 74 (7) 85 (6) 89 (3) 88 (1) 92 (10)
Danofloxacina 81 (4) 84 (4) 91 (1) 92 (4) 92 (12)
Difloxacino 77 (3) 86 (4) 90 (2) 96 (3) 86 (6)
Enrofloxacina 77 (8) 86 (4) 89 (3) 88 (2) 90 (8)
Flumequina 79 (2) 80 (3) 84 (1) 81 (2) 85 (5)
Lomefloxacina 82 (3) 88 (3) 91 (4) 87 (2) 88 (3)

Marbofloxacina 74 (6) 75 (5) 88 (2) 98 (4) 92 (7)
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Tabela 16 — Resultados de recuperacéo e CV% dos testes para avaliacdo do solvente
de extracao e aditivos (4cido férmico e TCA)

(concluséo)

T1 T2a T2b T3a T4
Classe/Compostos Recuperacao, % (CV, %)*
Norfloxacino 79 (2) 84 (2) 86 (2) 94 (1) 90 (12)
Ofloxacina 80 (4) 86 (2) 89 (1) 93 (1) 91 (4)
Sarafloxacina 86 (2) 94 (1) 93 (3) 89 (1) 82 (3)
Acido nalidixico-ds 72 (2) 73 (2) 100 (4) 85 (4) 90 (1)
Sulfonamidas
Sulfaclorpiridazina 86 (2) 87 (3) 88 (4) 94 (2) 82 (1)
Sulfadiazina 87 (2) 89 (2) 88 (2) 87 (1) 84 (0)
Sulfadimetoxina 87 (3) 83 (5) 91 (5) 90 (5) 85 (3)
Sulfadoxina 88 (4) 86 (4) 89 (3) 94 (4) 89 (3)
Sulfamerazina 80 (5) 87 (3) 89 (3) 95 (1) 89 (2)
Sulfametazina 87 (1) 89 (3) 88 (4) 90 (3) 86 (3)
Sulfametizol 83 (2) 85 (1) 87 (2) 84 (3) 86 (3)
Sulfametoxazol 91 (1) 89 (3) 86 (3) 91 (4) 85 (2)
Sulfaquinoxalina 87 (2) 84 (0) 88 (4) 87 (3) 86 (1)
Sulfatiazol 90 (2) 81 (2) 86 (3) 87 (1) 83 (0)
Sulfadimetoxina-de 85 (4) 80 (3) 91 (3) 99 (3) 91 (3)
Tetraciclinas
Clortetraciclina 72 (8) 65 (3) 77 (5) 70 (3) 52 (2)
Doxiciclina 67 (5) 64 (2) 69 (4) 73 (6) 47 (3)
Oxitetraciclina 67 (4) 68 (5) 74 (8) 74 (4) 36 (4)
Tetraciclina 67 (8) 67 (8) 65 (1) 75 (5) 40 (5)
Derivados de
diaminopirimidina
Trimetoprima 82 (2) 87 (2) 86 (1) 87 (2) 81 (3)
B-agonistas
Clembuterol 82 (1) 88 (1) 88 (2) 87 (2) 84 (2)
Ractopamina 87 (2) 88 (1) 89 (2) 88 (2) 82 (2)
Salbutamol 79 (1) 86 (1) 86 (3) 85 (0) 74 (3)
Clembuterol-dg 84 (2) 83 (2) 92 (3) 86 (1) 83 (1)
Recuperacéo 80 a Somatoério dos compostos
120% e CV = 15% 24 30 32 31 28

CondigGes da etapa de extragdo: T1) 200 uL EDTA 0,1 mol L't + 10 mL ACN:H20 (80:20, v/v); T2) 200
pL EDTA 0,1 mol Lt + 10 mL ACN:H20 (80:20, v/v)/0,1% (v/v) &cido férmico; T3) 200 uL EDTA 0,1 mol
L1+ 10 mL ACN:H20 (80:20, v/v)/1% (v/v) acido férmico; T4) 200 uL EDTA 0,1 mol L2 + 10 mL ACN/1%
(v/v) acido férmico.

* Nivel de fortificagdo: 125 pg kg? (n=3). Os valores em negrito estdo fora da faixa aceitavel de
recuperacado (80 a 120%) e CV (= 15%).

Fonte: A autora (2022).
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Conforme a Tabela 16, a acidificacdo do solvente ocasionou um aumento no
percentual de recuperacdo para compostos da classe das quinolonas, assim como
relatado em outros estudos (SCHNEIDER; LEHOTAY; LIGHTFIELD, 2012; BARRETO
et al.,, 2017; WANG et al., 2017; ZHANG et al., 2018). Os compostos desta classe
apresentam em sua estrutura o grupo carboxila (pKa 5,5), de caracteristica acida. Das
13 quinolonas avaliadas, 4 possuem apenas propriedades acidas, sendo elas acido
nalidixico, &cido oxolinico, cinoxacina e flumequina. As demais, por conter também o
grupo amina basico, apresentam caracteristicas anfotéricas (pKa1 5,5 e pKaz 6 a 9).

Os compostos das classes tetraciclinas (pKa1 3,3; pKaz 7,5 e pKas 9,0) e
sulfonamidas (pKa: 2 e pKaz 6,5) também s&o anfotéricos, mas ndo foram
influenciados pela adicdo de &cido nas condi¢cdes estudadas, apresentando
recuperagbes em torno de 70% e 85%, respectivamente, em todos os testes. O
mesmo comportamento para estas classes de compostos foi observado por
Schneider, Lehotay e Lightfield (2012), ao avaliar o efeito da incluséo de 1% (v/v) acido
férmico ao solvente de extracdo (acetonitrila:agua 80:20, v/v) na determinacdo de
residuos de medicamentos veterinarios em rim bovino.

Para os compostos das classes lincosamidas, macrolideos, pleuromutilinas,
derivados de diaminopirimidina e B-agonistas, embora os valores de pKa > 7 indiqguem
gue sua extracdo em meio acido ndo seja favorecida, ndo se observou diminuicdo do
percentual de recuperacéo na presenca dos solventes acidificados testados. Contudo,
no teste T2b (acidificacdo do solvente com 1% (v/v) acido férmico), a eritromicina,
analito da classe dos macrolideos, apresentou formato de pico com deformacdes.

Segundo Dasenaki e Thomaidis (2010), bem como Grutes et al. (2019), o
ambiente acido melhora a precipitacdo das proteinas e 0s compostos podem ser
extraidos devido a menor interagdo com 0os componentes da matriz.

O extrato obtido por meio da utilizagcdo de 1% (m/v) TCA no solvente de
extracao (teste T3b) ndo foi injetado no sistema cromatografico, pois apresentava-se
turvo e havia dificuldade para a filtracdo com filtro 0,2 um. Como o TCA & um acido
muito forte (pKa 0,77), possivelmente interferentes ainda estavam presentes no extrato
apos a etapa de limpeza. Para Rizzetti et al. (2018), na matriz musculo bovino, a
extracdo com acetonitrila/5% (m/v) TCA também resultou em um extrato turvo mesmo
apos a etapa de limpeza por SPE — pass-through com o sorvente Oasis HLB (60 mg).

De um modo geral para os testes T1 a T3, os melhores resultados foram obtidos

na condicdo de extracdo com acetonitrila:agua (80:20, v/v)/1% (v/v) acido férmico
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(teste T2b), em que 32 compostos estavam dentro da faixa aceitavel de percentual de
recuperacédo (80 a 120%) e CV (< 15%). O acido férmico é um acido fraco (pKa 3,75)
e que por ser volatil, tem boa compatibilidade com o espectrdbmetro de massas (ZHAO
et al., 2018). Maiores porcentagens de &cido formico ndo foram consideradas neste
estudo, pois aumentariam a quantidade de coextrativos da matriz (YIN et al., 2016;
ZHAO et al., 2018), dificultando assim a etapa de limpeza.

A fim de avaliar a influéncia da adi¢cdo de agua para a extragdo dos compostos,
a melhor condicéo de acidificacdo (1% (v/v) acido férmico) foi entdo testada somente
com solvente organico, ou seja, 10 mL acetonitrila (teste T4). Neste teste, empregou-
se um Ultra-Turrax® para homogeneizacdo da amostra com o solvente, de forma a
evitar a aglomeracdo da matriz durante a etapa de agitacdo. Os resultados em
percentual de recuperacdo e CV% também estdo descritos na Tabela 16, acima.
Observou-se que para a mesma condicdo de acidificacdo, a auséncia da agua no
solvente (teste T4), se comparada a extracdo realizada na presenca de 20% (v/v) de
agua (teste T2b), teve uma influéncia negativa na recuperacéo de alguns compostos,
como lincomicina (62%) e salbutamol (74%), mas principalmente para todas as
tetraciclinas (< 52%). Estes compostos possuem caracteristicas hidrofilicas (log Kow
0,50; 0,44 e =<-0,13, respectivamente) e provavelmente por isso, apresentaram
menores recuperacdes quando foram extraidos somente com solvente organico.

A maioria das quinolonas anfotéricas, entre as quais lomefloxacina e
marbofloxacina, também possuem valores log Kow préximo ou abaixo de zero, mas
nao apresentaram recuperacao inferior a 80%, possivelmente, porque como o Ultra-
Turrax® causa a disrupcdo do tecido, a superficie de contato amostra/solvente acido
aumenta, favorecendo a extragcdo (KINSELLA et al., 2009; BARRETO et al., 2017).

Os compostos clindamicina, tilosina e tiamulina possuem caracteristicas
lipofilicas (log Kow 1,76; 1,46; 4,47, respectivamente), mas apresentaram diminui¢cao
da recuperacdo para cerca de 80%. Este comportamento também pode estar
relacionado com a utilizacdo do Ultra-Turrax®; neste caso a maior interagdo entre
amostra/solvente acido pode ter acarretado as perdas, devido aos problemas de
estabilidade desses analitos em meio acido (MANIMEKALAI et al., 2019).

Considerando os resultados expostos, decidiu-se manter a agua no solvente
de extracdo, na proporcao acetonitrila:dgua 80:20 (v/v). Apesar de que maiores
porcentagens de agua poderiam favorecer a extragcdo de compostos polares, mais

interferéncias de matriz seriam coextraidas. Assim diversos autores relatam que essa
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proporcdo € também um compromisso entre extracdo dos compostos e menos
interferentes (YIN et al., 2016; ZHAO et al., 2017; ZHANG et al., 2018; LI et al., 2020).

A seguir, outras abordagens empregando o EDTA como agente complexante
foram realizadas, onde foi avaliado seu uso na solugéo de extracado aquosa (2 mL),
com posterior adicdo do solvente organico (8 mL), diferentemente dos testes
anteriores, em que uma aliquota de 200 uL de EDTA 0,1 mol L foi adicionada
previamente ao solvente. Desta forma, nos testes T5 e T6a foram utilizados o tampao
Mcllvaine-EDTA 0,1 mol L* (pH 4,0) e a solucdo aquosa de EDTA 0,1 mol L7,
respectivamente, seguido da adicdo de acetonitrila. No teste T6b foi realizada a
extracdo com solucdo aquosa de EDTA 0,1 mol L e, apds, a re-extracédo do pellet
com acetonitrila/1% (v/v) acido formico. E no teste T7, utilizou-se solu¢cdo aquosa
contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) &cido férmico com posterior adicdo de
acetonitrila para a extracdo. Os resultados para estes testes sdo apresentados na

Tabela 17, em termos de percentual de recuperacdo e CV%.

Tabela 17 — Resultados de recuperacédo e CV% dos testes para avaliacdo do agente
complexante

(continua)
T5 T6a T6b T7
Classe/Compostos Recuperacao, % (CV, %)*
Lincosamidas
Clindamicina 81 (1) 83 (1) 77 (3) 89 (2)
Lincomicina 60 (2) 69 (2) 74 (3) 82 (1)
Macrolideos
Eritromicina 93 (2) 96 (2) 77 (5) 93 (4)
Tilosina 93 (8) 103 (4) 79 (4) 89 (4)
Pleuromutilinas
Tiamulina 95 (1) 92 (3) 85 (7) 88 (3)
Quinolonas
Acido nalidixico 85 (2) 86 (1) 85 (7) 83 (1)
Acido oxolinico 93 (2) 92 (4) 85 (2) 94 (2)
Cinoxacina 91 (3) 88 (1) 84 (6) 88 (2)
Ciprofloxacina 74 (5) 73 (4) 71 (4) 101 (4)
Danofloxacina 71 (11) 76 (7) 77 (3) 101 (6)
Difloxacino 83 (1) 88 (6) 81 (6) 91 (2)
Enrofloxacina 72 (8) 75 (10) 80 (3) 97 (6)
Flumequina 88 (1) 91 (4) 81 (5) 84 (2)

Lomefloxacina 79 (1) 81 (6) 80 (2) 94 (3)
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Tabela 17 — Resultados de recuperacdo e CV% dos testes para avaliacdo do agente
complexante

(concluséo)

T5 T6a T6b T7

Classe/Compostos Recuperacao, % (CV, %)*
Marbofloxacina 75 (1) 69 (6) 80 (2) 94 (4)
Norfloxacino 70 (9) 69 (7) 76 (4) 99 (7)
Ofloxacina 77 (2) 74 (5) 80 (4) 98 (4)
Sarafloxacina 89 (4) 88 (5) 78 (4) 94 (2)
Acido nalidixico-ds 86 (3) 88 (3) 75 (2) 89 (2)
Sulfonamidas
Sulfaclorpiridazina 89 (6) 93 (3) 85 (7) 85 (2)
Sulfadiazina 92 (1) 93 (3) 86 (3) 89 (1)
Sulfadimetoxina 96 (2) 95 (3) 89 (5) 88 (2)
Sulfadoxina 95 (3) 97 (1) 85 (2) 89 (3)
Sulfamerazina 94 (2) 88 (3) 84 (1) 89 (2)
Sulfametazina 94 (2) 95 (2) 86 (5) 89 (3)
Sulfametizol 98 (0) 95 (1) 85 (3) 90 (1)
Sulfametoxazol 95 (1) 97 (3) 84 (5) 86 (3)
Sulfaquinoxalina 92 (2) 91 (3) 82 (7) 93 (5)
Sulfatiazol 93 (3) 92 (1) 80 (3) 88 (1)
Sulfadimetoxina-ds 94 (1) 92 (7) 85 (5) 90 (3)
Tetraciclinas
Clortetraciclina 65 (9) 78 (4) 59 (4) 80 (2)
Doxiciclina 68 (6) 71 (2) 65 (5) 71 (4)
Oxitetraciclina 60 (3) 64 (4) 62 (1) 66 (2)
Tetraciclina 66 (4) 70 (5) 58 (3) 73 (3)
Derivados de
diaminopirimidina
Trimetoprima 84 (1) 84 (4) 82 (4) 86 (3)
B-agonistas
Clembuterol 87 (2) 89 (2) 86 (4) 85 (4)
Ractopamina 88 (1) 87 (8) 82 (5) 87 (0)
Salbutamol 68 (0) 73 (3) 78 (3) 83 (2)
Clembuterol-dg 89 (1) 87 (3) 85 (4) 90 (2)
Recuperacéo 80 a Somatério dos compostos
120% e CV £ 15% 23 24 23 23

CondicGes da etapa de extracdo: T5) 2 mL tampao Mcllvaine-EDTA 0,1 mol L* (pH 4,0) + 8 mL ACN;
T6a) 2 mL EDTA 0,1 mol L't + 8 mL ACN; T6b) 2 mL EDTA 0,1 mol L + re-extracdo 8 mL ACN/1%
(v/v) acido férmico; T7) 2 mL agua contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido formico + 8 mL ACN.
* Nivel de fortificacdo: 125 pg kg* (n=3). Os valores em negrito estdo fora da faixa aceitavel de
recuperacéo (80 a 120%) e CV (= 15%).

Fonte: A autora (2022).
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De acordo com a Tabela 17, os testes T5, T6a e T6b mostraram resultados
semelhantes entre si. A maioria das quinolonas anfotéricas apresentaram
recuperacoes entre 70 e 80% mesmo na presenca do solvente organico acidificado
(teste T6b), sendo que provavelmente a re-extragdo ndo proporcionou uma boa
homogeneizacdo do pellet com o solvente e/ou nao foi criado um ambiente acido
suficiente para aumento dos percentuais de recuperacdo desses compostos.

Para a classe das tetraciclinas, a recuperagéo variou entre 58 e 78% nestes
testes, e de uma maneira geral, estes resultados estdo de acordo com os descritos
por Zhao et al. (2018), que relataram uma recuperagcdo em torno de 60% em musculo
suino quando a extracao foi realizada com 2 mL de solucdo aquosa de EDTA 0,1 mol
Lt seguido de re-extragcdo com 8 mL acetonitrila/2% (v/v) acido férmico.

A lincomicina e o salbutamol apresentaram recuperacdes abaixo de 80% nos 3
testes realizados, enquanto que a clindamicina, a eritromicina e a tilosina, somente no
teste de re-extracdo com solvente acifidificado (teste T6b).

O teste empregando solucao aquosa 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico
no solvente aquoso (T7) resultou em recuperagdes similares as da extragcdo com
aliquota de 200 pL EDTA 0,1 mol L* e mistura de acetonitrila:agua (80:20, v/v)/1%
(v/v) &cido férmico (teste T2b), também promovendo uma homogeneizacdo adequada
da amostra/solvente. Ressalta-se, que a eritromicina ndo apresentou deformacdes no
formato do pico cromatografico. Neste teste, 33 compostos estavam dentro da faixa
aceitavel de percentual de recuperacdo (80 a 120%) e CV (= 15%), conforme também
pode ser observado na Tabela 17.

O teste T7 foi uma modificacdo do método proposto por Dasenaki e Thomaidis
(2015), no qual a extracdo de 1 g de amostra foi realizada com agua contendo 0,1%
(m/v) EDTA e 0,1% (v/v) &cido férmico seguida de metanol e acetonitrila (adi¢cdo
subsequente de 2 mL de cada solvente); o método foi aplicado para determinacéo
multiclasse de residuos de medicamentos veterinarios em leite em pd, manteiga,
musculo de peixe e ovos. Ao comparar com as recuperacoes descritas para masculo
de peixe, observou-se 0 mesmo intervalo para as classes em comum (macrolideos,
guinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas) ou compostos (trimetoprima, clembuterol).

Assim, a condic¢ao utilizada no teste T7 (2 mL de solugcdo aquosa contendo
0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico seguida da adicdo de 8 mL de acetonitrila)

foi selecionada para os proximos testes, em que apoés a etapa de extracdo, investigou-
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se a separacao das fases aquosa e organica, por meio da adi¢cdo de sais ou utilizando
baixa temperatura.

Na etapa de particdo pela adicdo de sais foram empregados os sais NaCl (teste
T8), utilizado no método QUEChERS original, e o (NH4)2S0O4 (teste T9), que apresenta
melhor compatibilidade com o espectrdmetro de massas, uma vez que 0s sais de
amonio sao facilmente evaporados na fonte de ionizacdo. Ambos os sais foram
descritos em publicagbes da literatura (BISELLI et al., 2013; WEN et al.,, 2017;
GRANDE-MARTINEZ et al., 2018).

A guantidade de 0,5 g utilizada nos testes T8 e T9a foi selecionada com base
na proporcao utilizada no método QUEChERS original (Figura 5, item 2.6.4), isto €, 1
g de NaCl para cada 10 g de “agua”, pois como o método foi desenvolvido para
amostras com alto teor de 4gua, considera-se 10 g de amostra como “massa de agua”.
Nas condi¢cdes do presente estudo, a “massa de agua” refere-se a soma da massa de
musculo suino (2 g) e ao volume do solvente aquoso (2 mL = 2 g), resultando em 4 g
de “agua”. Adicionalmente, no teste T9b foi testada uma maior quantidade de
(NH4)2S0a4 (2 9).

Os resultados em termos de percentual de recuperacao e CV% dos testes com
particdo pela adicdo de sais estdo demonstrados na Tabela 18 e indicaram uma
reducado expressiva do percentual de recuperacéo para as lincosamidas, tetraciclinas
e diversas quinolonas, além da trimetoprima e do salbutamol (< 60% para a maioria)
e também maiores CV% foram obtidos (até 23%). Isso indicou que tais compostos
tiveram um pobre particionamento para a fase organica (acetonitrila), mesmo quando

foi empregada uma maior quantidade de sal.
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Tabela 18 — Resultados de recuperacao e CV% dos testes para avaliacdo da incluséo
de etapa de particdo

(continua)
T8 T9a T9b T10
Classe/Compostos Recuperacao, % (CV, %)*
Lincosamidas
Clindamicina 59 (3) 62 (2) 63 (4) 40 (4)
Lincomicina 11 (1) 20 (2) 22 (1) 5(5)
Macrolideos
Eritromicina 113 (4) 95 (9) 110 (4) 72 (2)
Tilosina 96 (0) 86 (4) 85 (4) 65 (2)
Pleuromutilinas
Tiamulina 101 (2) 88 (2) 78 (3) 90 (1)
Quinolonas
Acido nalidixico 97 (1) 91 (2) 80 (1) 94 (1)
Acido oxolinico 85(13) 100 (13) 80 (7) 105 (20)
Cinoxacina 97 (1) 81 (5) 86 (3) 89 (4)
Ciprofloxacina 55 (12) 49 (8) 35 (6) 46 (16)
Danofloxacina 51 (16) 61 (15) 47 (23) 47 (3)
Difloxacino 76 (8) 81 (6) 64 (13) 79 (14)
Enrofloxacina 64 (3) 66 (15) 56 (22) 58 (7)
Flumequina 96 (3) 90 (1) 84 (6) 92 (4)
Lomefloxacina 72 (5) 76 (21) 54 (11) 62 (9)
Marbofloxacina 58 (7) 58 (11) 51 (18) 56 (5)
Norfloxacino 49 (4) 44 (4) 36 (18) 47 (8)
Ofloxacina 57 (3) 57 (4) 51 (14) 54 (9)
Sarafloxacina 78 (4) 80 (18) 68 (9) 73 (7)
Acido nalidixico-ds 96 (2) 86 (2) 87 (3) 93 (3)
Sulfonamidas
Sulfaclorpiridazina 100 (3) 87 (1) 83 (2) 95 (2)
Sulfadiazina 95 (2) 87 (1) 89 (1) 91 (1)
Sulfadimetoxina 95 (1) 90 (3) 88 (3) 95 (5)
Sulfadoxina 92 (3) 88 (3) 88 (0) 95 (4)
Sulfamerazina 100 (3) 91 (6) 87 (4) 98 (3)
Sulfametazina 99 (5) 86 (1) 88 (1) 90 (5)
Sulfametizol 92 (1) 88 (4) 88 (3) 98 (6)
Sulfametoxazol 97 (3) 85 (2) 92 (1) 101 (1)
Sulfaquinoxalina 96 (5) 83 (1) 89 (1) 92 (6)
Sulfatiazol 91 (2) 83 (3) 87 (1) 91 (3)
Sulfadimetoxina-ds 100 (2) 86 (3) 90 (3) 106 (3)
Tetraciclinas
Clortetraciclina 39 (11) 54 (20) 40 (9) 40 (3)
Doxiciclina 34 (8) 46 (15) 35 (18) 32 (10)
Oxitetraciclina 16 (12) 34 (10) 34 (12) 19 (2)

Tetraciclina 27 (14) 42 (9) 39 (3) 29 (13)
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Tabela 18 — Resultados de recuperacdo e CV% dos testes para avaliacdo da incluséo
de etapa de particdo

(concluséo)

T8 T9a T9b T10
Classe/Compostos Recuperacao, % (CV, %)*
Derivados de
diaminopirimidina
Trimetoprima 78 (3) 66 (2) 72 (0) 62 (0)
B-agonistas
Clembuterol 95 (1) 81 (4) 84 (2) 80 (4)
Ractopamina 85 (1) 80 (4) 80 (1) 78 (1)
Salbutamol 45 (2) 35(2) 36 (1) 25 (2)
Clembuterol-dg 100 (2) 81 (4) 81 (2) 79 (1)
Recuperacio 80 a Somatério dos compostos
120% e CV = 15% 19 20 18 14

Condicdes da etapa de extragdo: 2 mL 4gua contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) &cido férmico + 8
mL ACN — Particdo: T8) 0,5 g NaCl; T9a) 0,5 g (NH4)2SO4; T9b) 2 g (NH4)2SO4; T10) Baixa
temperatura.

* Nivel de fortificacdo: 125 pg kg* (n=3). Os valores em negrito estdo fora da faixa aceitavel de
recuperacao (80 a 120%) e CV (< 15%).

Fonte: A autora (2022).

Uma relevante diminuicdo do percentual de recuperagcdo e aumento dos
desvios para lincomicina, trimetoprima, tetraciclinas e algumas quinolonas também
foram publicados no estudo de Zhao et al. (2017), ao testar os sais de particdo (2 g
Na:SO4 + 0,5 g NaCl) durante o preparo de amostra para determinagdo multiclasse
de residuos de medicamentos veterinarios em musculo de peixe por cromatografia
liguida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas de alta resolucéo
(UHPLC-HRMS, do inglés ultra-high performance liquid chromatography coupled to
high resolution mass spectrometry).

Ao relacionar o percentual de recuperacdo para os testes na auséncia (T7) e
presenca de sais de particdo NaCl (T8) e (NH4)2SO4 (T9a e T9b) com o log Kow de
cada composto (Figura 13), observou-se que a maioria dos compostos com reducéo
acentuada no percentual de recuperacao nos testes com inclusdo da etapa de particdo
apresentam caracteristicas hidrofilicas, isto €, log Kow préximo ou abaixo de zero.
Dessa forma, eles possivelmente foram retirados do extrato juntamente com a fase

aguosa. De acordo com Chen, Ying e Deng (2019), compostos hidrofilicos sdo mais
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sollveis em agua do que em acetonitrila, mesmo utilizando a particdo pela adicédo de

sais.

Figura 13 — Percentual de recuperacdo versus log Kow de cada composto para 0s
testes na auséncia de particao (T7) e com particao pela adi¢cao de 0,5 g NaCl (T8), 0,5
g (NH4)2SO04 (T9a) e 2 g (NH4)2S04 (T9b)
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Fonte: A autora (2022).

Entretanto, como também pode ser visto na Figura 13, outros compostos com
caracteristicas hidrofilicas ndo foram afetados, entre eles a sulfadiazina (log Kow 0,25).
Além disso, compostos com carater lipofilico foram afetados de maneiras diferentes:
a clindamicina (log Kow 1,76) apresentou uma diminuicdo de recuperacdo mais
pronunciada do que a trimetoprima (log Kow 1,26), enquanto a recuperagdo da
tiamulina (log Kow 4,47) foi um pouco abaixo de 80% somente no teste T9b.

Perante o exposto, a particdo de um analito entre uma fase aquosa e outra
organica pela adicdo de sais constitui-se em um processo complexo e dinamico. Além
de depender do tipo e quantidade de sal, € afetada pela estrutura da molécula; da
distribuicdo das espécies em funcdo do pH, em decorréncia dos valores de pKa dos
grupos ionizaveis; e das mudangas de solubilidade de acordo com a forca iGnica
(KAUFMANN, 2014 et al., 2014; GRECCO et al., 2018; GRUTES et al., 2019).
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Em relacdo ao teste com particdo a baixa temperatura (T10), os resultados de
percentual de recuperacdo e CV% também estdo listados na Tabela 18, e
demonstraram um comportamento analogo, com recuperacfes abaixo de 80% para
0S mesmos compostos dos testes com particdo pela adicdo de sais. Destaca-se que
neste teste a lincomicina praticamente nao foi extraida (5%). Além disso, compostos
com caracteristicas lipofilicas, como os macrolideos eritromicina (log Kow 2,37) €
tilosina (log Kow 1,46), também foram afetados, com diminui¢cdo de recuperacéo para
cerca de 70%, mas no caso dos B-agonistas como clembuterol (log Kow 2,94) e
ractopamina (log Kow 2,17), a recuperagdo manteve-se proxima a 80%, conforme

demonstrado na Figura 14.

Figura 14 — Percentual de recuperacao versus log Kow de cada composto para os
testes na auséncia de particdo (T7) e com particdo a baixa temperatura (T10)
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Fonte: A autora (2022).

Como este modo de particdo € também utilizado na remocao de coextrativos
lipidicos (ZHAN et al., 2013), provavelmente alguns compostos apolares podem ter
sido retirados do extrato juntamente com os interferentes, enquanto 0s compostos

polares ficaram aprisionados na agua congelada, ndo migrando para a fase organica.
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Em sintese, os resultados demonstrados acima indicaram que a inclusdo de
uma etapa de particdo (separacdo das fases) nao foi vantajosa e, por isso, ndo foi
mantida no método de preparo de amostra. Portanto, para os testes seguintes, nos
quais foi avaliada a etapa de limpeza do extrato, manteve-se somente a extragao com
2 mL de agua contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico seguida da adicéo

de 8 mL de acetonitrila.

4.2.2 Avaliacao da etapa de limpeza

A etapa de limpeza do extrato foi avaliada com o uso de sorventes no modo
dispersivo (d-SPE) ou em cartucho (SPE — pass-through). Primeiramente, serdo
apresentados os resultados em termos de percentual de recuperacao e CV% destes
testes, seguido da verificacdo da presenca de coextrativos no extrato, culminando na

escolha do sorvente para o método de preparo de amostra.

4.2.2.1 Limpeza empregando d-SPE

Na etapa de limpeza empregando d-SPE investigou-se a utilizacdo de
diferentes quantidades e tipos de sorvente (C18, EMR-Lipid®, Z-Sep+, PSA e terra
diatoméacea). Em todos os testes foram utilizados 2 mL do sobrenadante obtido apés
a etapa de extracao.

A Tabela 19 mostra os resultados de percentual de recuperacdo e CV% para
os testes de limpeza do extrato da matriz (musculo suino) no modo dispersivo (d-
SPE). Para uma melhor visualizacdo, nesta Tabela também foram incluidos os
resultados do teste T7, que corresponde a 100 mg C18.
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Tabela 19 — Resultados de recuperacdo e CV% dos testes de limpeza do extrato

empregando d-SPE

(continua)
400 mg 100 mg
100 mg 300 mg 50mg 100 mg
c18 c18 E':)"ig;) 7-Sep+  PSA diattjrr;gcea

Classe/Compostos Recuperacao, % (CV, %)*
Lincosamidas
Clindamicina 89 (2) 88 (2) 82 (3) 71 (4) 87 (3) 90 (1)
Lincomicina 82 (1) 83 (3) 66 (2) 79 (1) 86 (4) 85 (3)
Macrolideos
Eritromicina 93 (4) 99 (6) 106 (1) 80 (5) 87 (0) 93 (4)
Tilosina 89 (4) 86 (4) 99 (2) 81 (10) 83 (4) 88 (2)
Pleuromutilinas
Tiamulina 88 (3) 84 (3) 93 (5) 79 (3) 93 (1) 94 (0)
Quinolonas
Acido nalidixico 83 (1) 64 (3) 92 (1) 15 (6) 89 (3) 91 (1)
Acido oxolinico 94 (2) 79 (11) 81 (4) 31(11) 90 (1) 95 (2)
Cinoxacina 88 (2) 78 (2) 80 (0) 34 (3) 68 (4) 93 (2)
Ciprofloxacina 101 (4) 83 (4) 69 (2) 31 (13) 70 (2) 98 (2)
Danofloxacina 101 (6) 84 (6) 62 (8) 21 (18) 91 (3) 98 (2)
Difloxacino 91 (2) 87 (7) 75 (14) 32 (9) 86 (5) 98 (3)
Enrofloxacina 97 (6) 91 (3) 71(13) 28(15) 84 (2) 107 (7)
Flumequina 84 (2) 72 (2) 92 (2) 23 (6) 87 (3) 93 (1)
Lomefloxacina 94 (3) 87 (3) 73 (5) 32 (6) 80 (1) 95 (1)
Marbofloxacina 94 (4) 91 (3) 68 (6) 34 (8) 82 (2) 89 (5)
Norfloxacino 99 (7) 84 (1) 69 (10) 32 (8) 78 (2) 94 (4)
Ofloxacina 98 (4) 91 (2) 71 (8) 31 (6) 85 (1) 95 (6)
Sarafloxacina 94 (2) 88 (2) 76 (5) 36 (7) 89 (2) 101 (4)
Acido nalidixico-ds 89 (2) 66 (3) 90 (2) 15 (8) 91 (3) 93 (1)
Sulfonamidas
Sulfaclorpiridazina 85 (2) 85 (2) 89 (3) 85 (3) 89 (1) 93 (1)
Sulfadiazina 89 (1) 87 (2) 89 (1) 88 (1) 88 (2) 89 (2)
Sulfadimetoxina 88 (2) 87 (2) 90 (1) 85 (3) 90 (3) 90 (2)
Sulfadoxina 89 (3) 92 (1) 93 (2) 91 (4) 89 (1) 89 (2)
Sulfamerazina 89 (2) 84 (5) 98 (2) 89 (2) 86 (2) 96 (4)
Sulfametazina 89 (3) 86 (4) 89 (2) 84 (3) 86 (1) 91 (1)
Sulfametizol 90 (1) 88 (3) 93 (2) 82 (4) 81 (5) 93 (3)
Sulfametoxazol 86 (3) 89 (4) 95 (4) 88 (2) 89 (4) 94 (2)
Sulfaquinoxalina 93 (5) 81 (4) 89 (3) 85 (7) 88 (4) 95 (0)
Sulfatiazol 88 (1) 87 (3) 90 (2) 82 (2) 89 (3) 90 (2)
Sulfadimetoxina-ds 90 (3) 88 (2) 94 (1) 89 (2) 86 (2) 94 (1)
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Tabela 19 — Resultados de recuperacdo e CV% dos testes de limpeza do extrato
empregando d-SPE

(concluséo)

100mg 300 mg 42&2‘_9 50mg 100 mg 1?3:219
Cl8 Cl8 Lipid® Z-Sep+ PSA" diatomacea

Classe/Compostos Recuperacao, % (CV, %)*
Tetraciclinas
Clortetraciclina 80 (2) 62 (1) 53 (9) 17 (24) 57 (9) 79 (15)
Doxiciclina 71 (4) 50 (5) 57 (6) 14 (13) 62 (6) 75 (5)
Oxitetraciclina 66 (2) 59 (5) 48 (8) 23 (13) 51 (9) -
Tetraciclina 73 (3) 64 (7) 48 (24) 20(14) 60 (2) 64 (8)
Derivados de
diaminopirimidina
Trimetoprima 86 (3) 87 (1) 89 (1) 80 (4) 89 (2) 88 (1)
B-agonistas
Clembuterol 85 (4) 90 (3) 93 (2) 83 (4) 93 (4) 90 (3)
Ractopamina 87 (0) 91 (3) 93 (2) 87 (1) 89 (0) 91 (2)
Salbutamol 83 (2) 86 (1) 82 (1) 80 (2) 87 (1) 86 (1)
Clembuterol-dg 90 (2) 88 (2) 95 (2) 81 (3) 93 (1) 90 (2)

Recuperacéao 80 a Somatério dos compostos

120% e CV £ 15% 33 28 22 16 29 32

Condicao da etapa de extragdo: 2 mL agua contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico + 8
mL ACN.

* Nivel de fortificacdo: 125 pg kg* (n=3). Os valores em negrito estdo fora da faixa aceitavel de
recuperacéo (80 a 120%) e CV (= 15%).

- O composto ndo apresentou sinal analitico para a fortificagdo na matriz.

Fonte: A autora (2022).

De acordo com a Tabela 19, uma maior quantidade de sorvente C18 (300 mg)
acarretou em diminuicdo da quantidade de compostos dentro da faixa aceitavel de
recuperacdo (80 a 120%). As quinolonas acidas (acido nalidixico, acido oxolinico,
cinoxacina e flumequina) apresentaram recuperacdes entre 64 e 79%, enquanto as
tetraciclinas entre 50 e 64%.

Em muitas publicacfes disponiveis na literatura, a etapa de limpeza do extrato
também foi avaliada frente a diferentes quantidades do sorvente C18, o que pode
afetar as recuperagOes e/ou a remocgao de coextrativos. Yamaguchi et al. (2015),
visando a determinacdo multiclasse de residuos de medicamentos veterinarios em
muasculo suino, bovino e de frango por UHPLC-MS/MS, misturaram 10 mL do

sobrenadante obtido da etapa de extracdo com diferentes quantidades de sorvente
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(100 a 500 mg C18). Resultados similares foram obtidos em termos de percentuais de
recuperacdo (70 a 120%), mas aliando recuperacao, custo e limpeza, os autores
selecionaram a quantidade de 300 mg de sorvente.

Em um método de screening multiclasse para a quantificacdo e identificacédo
de residuos de medicamentos veterinarios em leite em pé por UHPLC-HRMS, Kang
et al. (2014b) aumentaram a quantidade de C18 de 100 para 400 mg na limpeza de 5
mL do sobrenadante da etapa de extracdo, e observaram que maiores percentuais de
recuperacéo foram obtidos com 200 mg deste sorvente.

No teste em que se avaliou o EMR-Lipid®, a quantidade de sorvente foi baseada
na proporcao de extrato:sorvente recomendada pelo fabricante, isto €, 5 mL de extrato
para 1 g de sorvente (ZHAO; LUCAS, 2015). Por isto, a limpeza de 2 mL do
sobrenadante foi efetuada com 400 mg de EMR-Lipid®. Neste teste, 22 compostos
ficaram dentro da faixa aceitavel de percentual de recuperacgéo (80 a 120%) e CV (=
15%).

Em estudos publicados na literatura (ANUMOL et al., 2019, WANG et al., 2019),
o emprego do EMR-Lipid® no modo dispersivo para limpeza de extratos provenientes
de amostras de origem animal é realizado com uma etapa prévia de ativacdo do
sorvente em agua, seguida da adicdo do extrato bruto e, ap0s agitacao vigorosa e
centrifugacéo, realiza-se uma etapa de polimento, a qual consiste de uma particdo
com o uso de sais. Neste protocolo, que também é recomendado pelo fabricante, a
adicdo de agua tem por objetivo melhorar a interacédo do sorvente com os coextrativos
para uma remocao eficiente dos mesmos, sendo que o indicado é uma propor¢ao 1:1
(v/v) extrato organico:agua. Por sua vez, a particao pela adicdo de sais € utilizada para
remocdo da agua e de sdlidos dissolvidos, e é feita com MgSOa4:NaCl na proporcao
4:1 (m/m) (ZHAO; LUCAS, 2015).

Entretanto, conforme visto nos resultados dos testes de particdo pela adicao de
sais (T8 e T9), discutido no item 4.2.1, a inclusdo de etapa de particdo acarretou a
perda de compostos hidrofilicos. Em vista disso, decidiu-se néo realizar esse protocolo
de ativacdo/polimento. Porém, mesmo assim, compostos com caracteristicas
hidrofilicas (log Kow préximo ou abaixo de zero), como a lincomicina, as quinolonas
anfotéricas e as tetraciclinas, foram retidos na estrutura do sorvente, que atua pela
combinacdo de mecanismos de exclusdo por tamanho e interacbes hidrofobicas

(ANUMOL et al., 2017). Tais compostos apresentaram recuperacoes entre 48 e 76%.
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O teste em que foi utilizado 50 mg de Z-Sep+ apresentou o0s piores resultados,
com somente 16 compostos com recuperacdes acima de 80%. As classes mais
afetadas foram as quinolonas (recuperagdes entre 15 e 34%) e as tetraciclinas
(recuperacoes entre 14 e 23%). A retencao destes compostos pode ser explicada pela
presenca de grupo com par de elétrons livres, pois conforme mencionado
anteriormente, o mecanismo deste sorvente envolve tanto interacdes hidrofébicas,
onde o C18 interage com os interferentes apolares, quanto de acido-base de Lewis,
em razéo da zircOnia (&cido de Lewis) interagir com grupos doadores de elétrons
(bases de Lewis) (REJCZAK; TUZIMSKI, 2015).

Geis-Asteggiante et al. (2012) jA4 haviam descrito que as classes dos
macrolideos, quinolonas e tetraciclinas apresentavam forte retencdo pelo sorvente Z-
Sep+. Por isto, neste estudo, optou-se por empregar uma menor quantidade deste
sorvente (50 mg) em relacdo aos demais. Porém, mesmo nestas condi¢cfes, 0s
percentuais de recuperagdo foram insatisfatorios (< 80% para a maioria dos
compostos avaliados).

No teste com 100 mg do sorvente PSA, 7 compostos (entre quinolonas e
tetraciclinas) apresentaram recuperacbes abaixo de 80%, os quais também
mostraram um menor percentual de recuperac¢do quando comparados ao emprego de
100 mg de C18. Pugajeva et al. (2019) descreveram comportamento semelhante ao
comparar a mesma quantidade de PSA e C18 no modo dispersivo (500 mg) durante
avaliacdo de métodos para determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios
em musculo suino, bovino e de frango por UHPLC-HRMS.

Como o PSA é indicado para remocao de interferéncias polares do extrato, sua
utilizacéo pode promover a retencéo de compostos com esta caracteristica, bem como
de compostos acidos em funcéo de seu carater alcalino (ARIAS et al., 2018; ZHANG
et al., 2019). Ambas as caracteristicas sdo observadas para 0os compostos com
recuperacdes abaixo de 80%.

O emprego de 100 mg de terra diatomacea forneceu percentuais satisfatorios
de recuperacao (80 a 120%) e CV% (£15%) para 32 compostos, sendo que estes
foram semelhantes a utilizagéo de 100 mg C18, exceto para a oxitetraciclina, uma vez
gue este composto ndo apresentou sinal analitico nos extratos das amostras branco
fortificadas antes da etapa de extracdo. Como a terra diatomacea € constituida
principalmente de silica e indicada para a remocao de interferentes polares (SOCAS-

RODRIGUEZ et al., 2015), isso sugere que a oxitetraciclina foi retida por ser um
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composto muito hidrofilico (log Kow —0,99). Cabe destacar que entre todos os
compostos avaliados, a oxitetraciclina possui o menor valor de log Kow.

A Celite 545® (produto obtido de terra diatomacea) foi utilizada por Oliveira et
al. (2014) na etapa de limpeza por d-SPE ap0s extracdo com acetonitrila e particao a
baixa temperatura, visando a determinacdo de residuos de sedativos e [-
bloqueadores em rim suino. Porém, a maioria dos compostos de interesse eram
menos hidrofilicos do que os antimicrobianos e 3-agonistas considerados no presente

estudo.

4.2.2.2 Limpeza empregando SPE — pass-through

Na etapa de limpeza empregando SPE no modo pass-through foram
investigados 4 diferentes tipos de sorvente (Sep-Pak® C18, Captiva EMR-Lipid®, Bond
Elut PSA e Bond Elut NH2). Em todos os testes foram utilizados 3 mL do sobrenadante
obtido ap0s a etapa de extracao.

Cabe destacar que, segundo o fabricante, para um melhor desempenho do
sorvente Captiva EMR-Lipid®, é recomendada a percolacdo de um extrato organico
(de preferéncia em acetonitrila) contendo 20% (v/v) de agua (AGILENT, 2018). Como
a extracdo foi realizada com 2 mL de solucédo aquosa contendo 0,1% (m/v) EDTA e
1% (v/v) &cido férmico + 8 mL de acetonitrila, estas condi¢6es permitiram a percolacao
direta do extrato bruto através deste sorvente.

Os resultados em termos de percentual de recuperacao e CV% para os testes
de limpeza do extrato da matriz (musculo suino) no modo SPE — pass-through estéo

demonstrados na Tabela 20.
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Tabela 20 — Resultados de recuperacdo e CV% dos testes de limpeza do extrato
empregando SPE no modo pass-through

(continua)
Sep-Pak® Captiva Bond Elut Bond Elut
C18 EMR-Lipid® PSA NH2
Classe/Compostos Recuperacao, % (CV, %)*
Lincosamidas
Clindamicina 95 (2) 85 (2) 96 (4) 98 (2)
Lincomicina 94 (1) 70 (3) 89 (2) 90 (4)
Macrolideos
Eritromicina 94 (5) 82 (1) 95 (3) 104 (2)
Tilosina 97 (6) 82 (3) 50 (8) 98 (5)
Pleuromutilinas
Tiamulina 89 (2) 81 (3) 95 (7) 119 (9)
Quinolonas
Acido nalidixico 70 (5) 84 (2) 65 (4) 62 (3)
Acido oxolinico 93 (1) 126 (3) 65 (2) 63 (5)
Cinoxacina 83 (2) 84 (5) 58 (1) 56 (3)
Ciprofloxacina 87 (3) 82 (4) 21 (4) 9(9)
Danofloxacina 90 (6) 80 (3) 56 (5) 42 (4)
Difloxacino 91 (4) 92 (2) 79 (2) 77 (3)
Enrofloxacina 92 (3) 90 (7) 66 (3) 62 (3)
Flumequina 72 (2) 83 (2) 75 (8) 69 (3)
Lomefloxacina 92 (9) 86 (3) 53 (3) 49 (3)
Marbofloxacina 92 (7) 83 (2) 47 (1) 44 (4)
Norfloxacino 91 (8) 89 (7) 12 (20) 3 (25)
Ofloxacina 89 (8) 85 (3) 50 (1) 43 (2)
Sarafloxacina 93 (4) 95 (5) 64 (2) 57 (4)
Acido nalidixico-ds 68 (4) 86 (7) 63 (4) 62 (3)
Sulfonamidas
Sulfaclorpiridazina 86 (4) 92 (3) 85 (4) 89 (2)
Sulfadiazina 90 (3) 88 (1) 61 (1) 68 (1)
Sulfadimetoxina 85 (3) 95 (2) 83 (2) 91 (4)
Sulfadoxina 87 (4) 92 (3) 75 (4) 82 (2)
Sulfamerazina 94 (3) 91 (1) 74 (2) 81 (1)
Sulfametazina 90 (3) 94 (1) 83 (6) 81 (2)
Sulfametizol 89 (2) 92 (6) 74 (1) 80 (1)
Sulfametoxazol 90 (4) 97 (2) 86 (4) 87 (4)
Sulfaquinoxalina 87 (5) 90 (3) 83 (1) 88 (2)
Sulfatiazol 93 (1) 86 (2) 80 (3) 88 (1)

Sulfadimetoxina-de 88 (1) 101 (0) 85 (2) 84 (7)



124
Tabela 20 — Resultados de recuperacdo e CV% dos testes de limpeza do extrato
empregando SPE no modo pass-through

(concluséo)
Sep-Pak® Captiva Bond Elut Bond Elut

C18 EMR-Lipid® PSA NH2

Classe/Compostos Recuperacao, % (CV, %)*
Tetraciclinas
Clortetraciclina 53 (3) 50 (2) - -
Doxiciclina 41 (5) 49 (6) - -
Oxitetraciclina 65 (5) 50 (3) - -
Tetraciclina 59 (3) 50 (3) - -
Derivados de
diaminopirimidina
Trimetoprima 95 (1) 87 (1) 98 (1) 99 (2)
B-agonistas
Clembuterol 93 (3) 87 (1) 96 (4) 114 (2)
Ractopamina 98 (0) 88 (3) 93 (3) 102 (4)
Salbutamol 96 (1) 80 (3) 85 (1) 87 (2)
Clembuterol-dg 92 (1) 91 (0) 94 (2) 109 (6)

Recuperac&o 80 a Somatorio dos compostos

120% e CV £ 15% 30 30 14 18

Condicao da etapa de extragdo: 2 mL agua contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico + 8
mL ACN.

* Nivel de fortificagcdo: 125 pg kg? (n=3). Os valores em negrito estdo fora da faixa aceitavel de
recuperacao (80 a 120%) e CV (< 15%).

-2 O composto ndo apresentou sinal analitico para a fortificagcdo na matriz.

Fonte: A autora (2022).

Conforme a Tabela 20, a utilizacdo do sorvente Sep-Pak® C18 forneceu
percentuais de recuperacdo na faixa aceitavel (80 a 120%) para 30 compostos.
Somente acido nalidixico e flumequina foram as quinolonas com recuperacdes abaixo
de 80%, bem como as tetraciclinas (41 a 65%). De uma maneira geral, os resultados
em percentual de recuperacao foram semelhantes ao do teste com 300 mg de C18 no
modo dispersivo (Tabela 19). A quantidade de mg de C18 por mL de extrato foi
semelhante nas duas abordagens (167 e 150, respectivamente).

Recentemente Li et al. (2020) validaram um método para determinacao
multiclasse de residuos medicamentos veterinarios em musculo suino, empregando
sorvente C18 (500 mg) no modo SPE — pass-through na etapa de limpeza do extrato.

Os autores avaliaram diferentes quantidades de C18 (cartuchos com 200 e 500 mg
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de sorvente), mas nao descreveram detalhes em relacdo aos percentuais de
recuperacao e limpeza dos extratos entre 0s ensaios.

No teste com o sorvente Captiva EMR-Lipid®, 5 compostos (lincomicina e as 4
tetraciclinas) apresentaram recuperacdes abaixo de 80%, enquanto 1 composto
(acido oxolinico) apresentou acima de 120%. A lincomicina (70%) e as tetraciclinas
(50%) foram os compostos mais retidos, de maneira semelhante ao teste com 400 mg
de EMR-Lipid® no modo d-SPE (Tabela 19), apesar de que a quantidade de mg de
sorvente por mL de extrato foi 2x menor (Captiva EMR-Lipid®: 100 mg/mL e EMR-
Lipid®: 200 mg/mL).

Durante o desenvolvimento do método de preparo de amostra para
determinacéo de residuos de medicamentos veterinérios, Zhao et al. (2018) também
relataram recuperagbes de 70% e 40-60% para lincomicina e tetraciclinas,
respectivamente, na matriz masculo suino. Em funcéo disso, os autores investigaram
uma eluicdo com 1,25 mL de acetonitrila:zagua (80:20, v/v), o0 que aumentou a
recuperagdo da lincomicina para 79% e as das tetraciclinas para 60-80%. Contudo,
este procedimento pode resultar também na eluicdo de interferentes.

Para os testes empregando os sorventes Bond Elut PSA e Bond Elut NH2, os
resultados foram similares entre si, em sua maioria, e insatisfatorios, uma vez que
apenas cerca da metade dos compostos avaliados estavam dentro da faixa aceitavel
de percentual de recuperacgao (80 a 120%) e CV (£15%).

Na limpeza do extrato com estes sorventes, todas as quinolonas apresentaram
recuperacdes abaixo de 80%, sendo a maioria inferior a 65%. Para as tetraciclinas
nao foi observado sinal analitico nos extratos das amostras branco fortificadas antes
da etapa de extracédo, indicando que estes compostos foram fortemente retidos pelos
sorventes durante a percolacdo do extrato. O comportamento dessas duas classes
pode ser explicado em razdo da interacdo dos compostos, que possuem
caracteristicas acidas, com o0s sorventes Bond Elut PSA e Bond Elut NH2, que
apresentam carater alcalino. Possivelmente, as tetraciclinas (log Kow entre —0,99 a
-0,13) foram mais retidas por também apresentar, no geral, um maior carater
hidrofilico do que as quinolonas (log Kow entre -0,57 e 1,62).

Os percentuais de recuperacdo de algumas sulfonamidas também foram
inferiores ao valor minimo aceitavel (80%). A sulfadiazina, que apresenta o menor log
Kow para esta classe (log Kow 0,25) foi retida em ambos os sorventes, enquanto que a

sulfadoxina, a sulfamerazina e o sulfametizol (log Kow 0,72; 0,44; 0,53,
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respectivamente) foram retidos apenas no sorvente Bond Elut PSA. Apesar de
possuirem seletividade similar quanto aos interferentes polares removidos, como
acidos organicos, aclcares e 4cidos graxos, o PSA possui uma maior capacidade de
retencdo, devido a presenca da amina secundaria (CABRERA et al., 2012; SIGMA
ALDRICH, 2021a).

Esta também pode ser a explicacédo para a diferenca observada no percentual
de recuperacdo do composto tilosina, que apresentou uma recuperacao proxima a
100% com o emprego do sorvente Bond Elut NH2, mas de apenas 50% com o Bond
Elut PSA. Compostos da classe dos macrolideos, como a tilosina, contém em sua
estrutura moléculas de acucar (Tabela 9, item 3.3), as quais poderiam, entéo, ter
ficado retidas no sorvente.

Grutes et al. (2019) avaliaram a utilizagcdo de 200 mg do sorvente PSA na
limpeza de 2 mL de extrato de alimento infantii a base de carne (sopa) para
determinacao de residuos de 8 macrolideos e verificaram que a tilosina apresentou
diminuicdo da recuperacdo de 75% (sem etapa de limpeza do extrato) para cerca de
20% (na presenca de limpeza com o sorvente), dessa forma sendo retida pelo PSA.
Entre os macrolideos avaliados, a tilosina (log Kow 1,46) era um dos menos lipofilicos,
ou seja, de caracteristica mais semelhante aos compostos removidos pelo sorvente
(interferentes polares). A eritromicina (log Kow 2,37) néo teve a recuperacéo afetada,
nas condicdes que foram testadas pelos autores.

Zhan et al. (2013) avaliaram o uso de cartuchos com diferentes sorventes (C18,
NH2, silica e alumina) para remocao de lipidios durante a etapa de limpeza de extratos
para a determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios em formula infantil
por UHPLC-MS/MS. Eles somente relataram que analitos com caracteristicas
hidrofilicas foram fortemente retidos nos sorventes de fase normal (NH2, silica e

alumina).

4.2.2.3 Verificagdo da presenca de coextrativos

Os coextrativos presentes no extrato da matriz musculo suino foram avaliados
pelo monitoramento de fosfolipidios utilizando sistema UHPLC-MS/MS e também
empregando analise de varredura (full scan) em um sistema GC-MS/MS.

Esta avaliagdo nao foi realizada para os extratos oriundos da etapa de limpeza

utilizando os sorventes terra diatomacea (100 mg), Bond Elut PSA e Bond Elut NH2,
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0S quais resultaram em perda total do sinal para um ou mais compostos, bem como
para o0 sorvente Z-Sep+ (50 mg), que apresentou percentuais de recuperacao
insatisfatorios (< 80%) para a maioria dos compostos de interesse. Assim, avaliou-se
somente os extratos provenientes da etapa de limpeza realizada no modo dispersivo
utilizando 100 e 300 mg de C18, 100 mg de PSA e 400 mg de EMR-Lipid®, e no modo
SPE - pass-through com os sorventes Sep-Pak® C18 e Captiva EMR-Lipid®.

A Figura 15 apresenta os cromatogramas para o monitoramento de fosfolipidios
nos extratos da matriz musculo suino (bruto e apds a etapa de limpeza com cada
sorvente avaliado), obtidos a partir de inje¢cdes no sistema UHPLC-MS/MS. O valor
em destaque nas figuras corresponde a transicdo 520 > 184 (traco verde).

A etapa de limpeza do extrato com 100 mg de C18 proporcionou uma leve
diferenca do perfil cromatogréfico de alguns fosfolipidios (Figura 15.b) em relagcédo ao
extrato bruto (Figura 15.a), a qual foi um pouco beneficiada ao empregar 300 mg C18
(Figura 15.c). Praticamente ndo houve diferenca entre o perfil dos fosfolipidios para
este extrato e o oriundo da limpeza com o sorvente Sep-Pak® C18 (Figura 15.d),
possivelmente porque a quantidade de mg de C18 por mL extrato € semelhante,
conforme comentado anteriormente. O C18 pode reter a cadeia de hidrocarbonetos
do fosfolipidio (parte apolar) por meio de interacbes hidrofébicas (SOCAS-
RODRIGUEZ et al., 2015).

O perfil cromatogréafico dos fosfolipidios no extrato apds a etapa de limpeza
com 100 mg de PSA (Figura 15.e) foi muito similar ao do extrato bruto. Este
comportamento pode ser explicado em razdo de que o PSA é geralmente indicado
para retencao de acidos graxos na forma livre (CABRERA et al., 2012).

Para o sorvente EMR-Lipid® foram observadas diferencas no perfil
cromatografico dos fosfolipidios tanto utilizando o modo dispersivo (Figura 15.f)
guanto o modo SPE — pass-through (Figura 15.g), porém este Ultimo promoveu
diminuicdo na intensidade de sinal (de 1,3e® para 1,2e’), mesmo possuindo uma
menor quantidade de sorvente por mL de extrato, conforme mostrado anteriormente.
Combinando mecanismos de exclusdo por tamanho e interacdo hidrofobica, este
sorvente consegue reter cadeias de hidrocarbonetos néao ramificadas (ANUMOL et al.,

2017), como as presentes na estrutura do fosfolipidio.
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Figura 15 — Cromatogramas obtidos por UHPLC-MS/MS para o monitoramento de
fosfolipidios nos extratos da matriz madsculo suino. (a) extrato bruto; extrato apds
etapa de limpeza com os sorventes (b) 100 mg C18, (c) 300 mg C18, (d) Sep-Pak®
C18, (e) 100 mg PSA, (f) 400 mg EMR-Lipid®, (g) Captiva EMR-Lipid®
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Fonte: A autora (2022).
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Por sua vez, a comparacdo do perfil cromatografico de coextrativos presentes
no extrato da matriz musculo suino (antes e ap0s a etapa de limpeza com cada
sorvente avaliado), obtidos a partir da andlise de varredura (full scan) no sistema GC-
MS/MS, é apresentada na Figura 16.

Figura 16 — Comparacao de cromatogramas obtidos na analise de varredura (full scan)
por GC-MS/MS para avaliacdo de coextrativos nos extratos da matriz masculo suino.
(a) extrato bruto; extrato apds etapa de limpeza com (b) 100 mg C18, (c) 300 mg C18,
(d) 100 mg PSA, (e) 400 mg EMR-Lipid®, (f) Sep-Pak® C18, (g) Captiva EMR-Lipid®
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Segundo a biblioteca NIST®, os picos cromatograficos em 17 min e 18,5 min
presentes no extrato da matriz masculo suino sem etapa de limpeza (Figura 16.a)
referem-se ao colesterol e a um de seus metabdlitos, o androstenediol,
respectivamente. Conforme apresentado na Tabela 1 (item 2.2), a matriz carne suina
contém na sua composicdo cerca de 59 mg de colesterol a cada 100 g. Observa-se
que a utilizacdo dos sorventes PSA (100 mg) ou EMR-Lipid® (400 mg), ambos no
modo dispersivo, diminuiram o coextrativo presente em 18,5 min (Figura 16.d e 16.e,
respectivamente). J4 a completa remoc¢do deste coextrativo foi alcangada tanto com
o0 emprego do sorvente C18 no modo dispersivo (100 mg ou 300 mg, respectivamente
nas Figuras 16.b e 16.c) quanto com os sorventes Sep-Pak® C18 (Figura 16.f) ou
Captiva EMR-Lipid® (Figura 16.g) no modo SPE — pass-through.

De modo geral, a utilizagdo do sorvente C18 (100 mg) no modo dispersivo
mostrou uma pequena diferenca em relacdo ao perfil de fosfolipidios monitorados por
UHPLC-MS/MS, mas removeu eficientemente coextrativos avaliados na analise de
varredura (full scan), promovendo a limpeza do extrato. Esta condicdo também
forneceu o melhor percentual de recuperacéo para 0os compostos de interesse, com
todos acima de 65%. Assim, aliando recuperacéo, remocao de coextrativos e custos,
foi escolhida para a etapa de limpeza do método de preparo de amostra. A quantidade
de mg de C18 por mL de extrato (50) é similar a empregada em outros estudos, como
o de Yamaguchi et al. (2015) e Kang et al. (2014b) que utilizaram 30 e 40 mg de C18
por mL de extrato, respectivamente.

4.2.3 Método final de preparo da amostra

O método de preparo de amostra selecionado para a determinacéo multiclasse
dos residuos de medicamentos veterinarios (antimicrobianos e [(-agonistas) em
musculo suino por UHPLC-MS/MS foi validado conforme o esquema mostrado na
Figura 17, sendo empregadas duas abordagens distintas a fim de se obter os limites
requeridos, dependendo do composto.
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Figura 17 — Método de preparo de amostra validado para a determinacéo de residuos
de medicamentos veterinarios (antimicrobianos e 3-agonistas) em musculo suino

[ 2 g amostra J

[ 2 mL H,0 contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico J

= Agitagdo (vortex/30 s)

[ 8 mLACN ]

Agitagdo (2160 rpm/10 min)
Centrifugagdo (6000 rpm/5 °C/8 min)

3 mL sobrenadante
150 mg C18

Agitacao (vértex/1 min)
Centrifugacgao (6000 rpm/5 °C/8 min)

d \

LMR 2 50 ug kg™ LCL =5 pug kg
= Filtragao (nylon, 0,2 pm) [ Evaporagéo de 1 mL sobrenadante ]
[ Diluicdo 1:4 (v/v) em H,O ultrapura ] = Fluxo de N, (45 °C)

[ Reconstituicdo em 1 mL H,O:ACN (80:20, v/v) J

= Filtragdo (nylon, 0,2 pm)

Fonte: A autora (2022).

O procedimento consistiu em pesar 2 g de musculo suino em tubo de
polipropileno com capacidade de 50 mL. Apés a etapa de fortificacdo da amostra (com
tempo de contato de 10 min), adicionou-se 2 mL de solu¢cdo aquosa contendo 0,1%
(m/v) EDTA e 1% (v/v) acido férmico e o tubo foi agitado (vortex/30 s). Em seguida, a
extracao foi conduzida com 8 mL de acetonitrila e a mistura foi agitada em um agitador
multi tubo (2160 rpm/10 min), com posterior centrifugacéo (6000 rpm/8 min/5 °C). Para
a etapa de limpeza empregando d-SPE, uma aliquota de 3 mL do sobrenadante foi
transferida para um tubo de polipropileno com capacidade de 15 mL contendo 150 mg

de C18, seguido de agitacéo (vortex/1 min) e centrifugacdo (6000 rpm/8 min/5 °C).
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Para as substancias autorizadas, que é o caso da maioria dos antimicrobianos
(LMR entre 50 e 400 pg kg em musculo suino), apés a filtracdo do extrato com filtro
de seringa (nylon; 0,2 um), manteve-se a diluicdo na proporcédo 1:4 (v/v) em agua
ultrapura, uma vez que forneceu sinal adequado para o nivel de interesse dos analitos.

No caso dos B-agonistas (substancias proibidas) e dos antimicrobianos que nao
possuem LMR (substancias ndo autorizadas), este fator de diluicdo (5x) ndo permitiria
obter sinal satisfatério para o nivel de interesse (LCL = 5 ug kg™). Por outro lado, a
injecdo do extrato sem diluicdo (composto por uma alta porcentagem de solvente
organico) causa efeitos de deformacéo dos picos cromatograficos (AMATE et al.,
2010; SANTOS NETO, 2010). Entéo, para estes analitos, a estratégia adotada para a
validacao foi a evaporacao para troca do solvente. Para isto, uma aliquota de 1 mL do
extrato foi transferida para microtubos tipo Eppendorf com capacidade de 2 mL e
evaporada até a secura, sob fluxo de Nz (45 °C). Posteriormente, realizou-se a etapa
de reconstituicdo com 1 mL de solucdo agua:acetonitrila (80:20, v/v), seguido de
filtracdo com filtro de seringa (nylon; 0,2 pm) antes da inje¢cado no sistema UHPLC-
MS/MS.

Por delimitacbes praticas, em razdo da quantidade de agua no extrato e
também dos filtros disponiveis no laboratério, a concentracdo dos extratos nao foi

considerada.

4.3 VALIDACAO DO METODO

O método de preparo de amostra desenvolvido foi validado conforme os
seguintes parametros de desempenho: seletividade, efeito matriz, linearidade,
veracidade (em termos de recuperacao), precisao (repetibilidade e reprodutibilidade

intralaboratorial) e CCa, 0s quais serdo apresentados a seqguir.

4.3.1 Seletividade

A seletividade do método proposto foi assegurada durante a avaliagdo dos
cromatogramas obtidos por UHPLC-MS/MS para os extratos de amostras branco de
musculo suino e do branco reagente, quando comparados com o da amostra branco

fortificada no menor nivel de concentracdo da curva analitica (0,25 x LMR para as
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substancias autorizadas e 1,0 x LCL para as substancias proibidas ou néo
autorizadas).

Como exemplo, a Figura 18 apresenta 0os cromatogramas de ion totais da
marbofloxacina, composto autorizado e que possui LMR definido para musculo suino
(LMR = 150 pg kg?), onde é possivel observar que ndo foram identificados

interferentes de mesma razdo m/z coeluindo no tempo de retencao do analito.

Figura 18 — Cromatogramas de ions totais obtidos por UHPLC-MS/MS para 0s
extratos da amostra branco fortificada no menor nivel da curva analitica, amostra
branco de musculo suino e branco reagente referente ao composto marbofloxacina

31: MRM of 2 Channels ES+
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Fonte: A autora (2022).

4.3.2 Efeito Matriz

O efeito matriz é um estudo de seletividade com a finalidade de averiguar se
componentes presentes na matriz podem atuar como interferentes, causando
fenbmenos de diminuigdo ao aumento do sinal instrumental (MAPA, 2011).

Os resultados de efeito matriz (%), calculados pela comparacédo das areas dos
compostos em solvente e em extrato da matriz branco fortificado, ambas na
concentracdo do nivel de interesse (1,0 x LMR ou LCL), estdo demonstrados

graficamente na Figura 19. Observa-se que foram encontrados valores positivos e
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negativos, significando assim que a matriz causou tanto aumento quanto supressao
de sinal, respectivamente, dependendo do analito avaliado.

O efeito matriz foi considerado leve (faixa entre —-20% a +20%) para 23
compostos, englobando todos os analitos das classes lincosamidas, sulfonamidas,
tetraciclinas, além da trimetoprima, do salbutamol e de algumas quinolonas. Efeito
matriz negativo moderado foi detectado para os outros 2 B-agonistas e 4 quinolonas
(entre -50% a —-21%), enquanto que para a tilosina, tiamulina e 2 quinolonas foi
positivo (entre +21% a +50%). Duas quinolonas (ciprofloxacina e danofloxacina)
apresentaram efeito matriz positivo elevado (acima de +51%) e a eritromicina exibiu
efeito matriz negativo elevado (abaixo de -51%).

Os compostos da classe das quinolonas exibiram grande variacédo de efeito
matriz entre eles (-39% a 295%). Este mesmo comportamento foi demonstrado em
outros estudos, tanto na matriz musculo suino, com efeito matriz variando de -57% a
+224% (YIN et al., 2016), quanto para outras matrizes de origem animal, como
musculo de peixe, em que o efeito matriz variou entre =59% a +117% (DASENAKI,
THOMAIDIS, 2015) e de -89% a +318% (BORTOLOTTE et al., 2019), e em ovos,
com efeito matriz entre —38% a +536% (WANG et al., 2017).

O efeito matriz € comumente associado as analises de alimentos de origem
animal empregando sistema de LC-MS/MS, sendo que as alteracdes na ionizacdo
(aumento ou supressao de sinal) podem afetar a quantificacdo dos compostos
(DASENAKI; THOMAIDIS, 2015; HOFF et al., 2015). Assim, com base nos resultados
demonstrados acima, ha a necessidade de utilizar uma estratégia para compensar o
efeito matriz, como por exemplo, a preparacdo da curva analitica por meio de

fortificacdo da matriz branco.
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Figura 19 — Efeito matriz (%) dos compostos avaliados no estudo
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4.3.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada utilizando curvas analiticas na matriz branco
fortificada. O uso desse tipo de curva analitica tem o intuito de compensar o efeito
matriz e também as perdas de analitos durante a etapa de preparo de amostra,
visando a quantificacéo correta dos compostos (ZHAO et al., 2021).

A curva analitica foi obtida pelo método de padronizacdo externa, onde a
relacéo entre a concentracao do analito e o sinal gerado pelo equipamento é direta. A
faixa de trabalho avaliada foi dependente do LMR ou LCL do composto.

Na Tabela 21 podem ser observados os niveis de concentracdo da curva
analitica (acima do nivel zero) para as substancias autorizadas, de acordo com cada
LMR avaliado neste estudo. Os niveis estao dispostos como concentracdo ha amostra

(ug kg?) e concentragéo final no equipamento (ug L™2).

Tabela 21 — Niveis de concentracdo da curva analitica relacionado com a
concentracdo na amostra (ug kg?) e a concentracéo final no equipamento (ug L),
conforme cada LMR avaliado

conc. Niveis de concentracdo da curva analitica
LMR . < . -
(ug kg Mlx_l Conc. naamostra (ug kg™) / Conc. no equipamento (ug L™)
(mg L) 0,25xLMR  0,50xLMR 0,75xLMR 1,0xLMR 1,5xLMR 2,0xLMR
50 5 12,5/0,5 25/1 375/15 50/2 7513 100/ 4
100 10 25/1 50/2 751/3 100/4 150/6 200/8
150 15 375/15 75/3 1125/45 150/6 225/9 300/12
200 20 50/2 100/ 4 150/6 200/8 300/12 400/16
400 40 100/4 200/8 300/12 400/16 600/24 800/32

Fonte: A autora (2022).

Para as substancias proibidas ou ndo autorizadas, o0s niveis da curva analitica
corresponderam as concentracées na amostra de 0; 5; 7,5; 10; 15 e 20 ug kg, sendo
que a respectiva concentracdo final no equipamento foide 0; 1; 1,5; 2; 3 e 4 ug L.

Todos 0s compostos apresentaram linearidade nas faixas de trabalho avaliadas
(0 a 2,0 x LMR para os compostos autorizados e 0 a 4,0 x LCL para os compostos

proibidos ou n&o autorizados), com valores de coeficiente de determinagao



137

satisfatorios (r* = 0,95), nos 6 dias de validacdo. Os valores do r2 de cada dia da
validacéo estéo listados na Tabela 22. A maioria dos compostos apresentou r2 acima

de 0,99. O menor valor do r2 foi observado para a danofloxacina (0,9530).

Tabela 22 — Coeficiente de determinacéo (r?) dos compostos em cada dia da validacéo

(continua)

r2
Dia l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6

Classe/Compostos

Lincosamidas

Clindamicina 0,9967 10,9971 0,9989 10,9960 0,9980 0,9996
Lincomicina 0,9991 10,9983 10,9974 10,9994 0,9995 0,9989
Macrolideos

Eritromicina 0,9991 0,9993 10,9983 10,9974 0,9995 0,9979
Tilosina 0,9989 10,9979 10,9988 10,9972 0,9992 0,9986
Pleuromutilinas

Tiamulina 0,9999 0,9994 0,9964 10,9981 0,9997 0,9992
Quinolonas

Acido nalidixico 0,9923 0,9904 10,9931 10,9991 0,9981 0,9981
Acido oxolinico 0,9951 10,9977 10,9888 0,9959 0,9996 0,9974
Cinoxacina 0,9852 10,9976 0,9896 0,9990 0,9920 0,9949
Ciprofloxacina 0,9962 10,9925 0,9852 10,9929 0,9902 0,9867
Danofloxacina 0,9857 10,9873 10,9530 0,9947 10,9823 0,9927
Difloxacino 0,9977 0,9990 0,9958 10,9980 0,9971 0,9968
Enrofloxacina 0,9965 10,9949 0,9815 10,9949 10,9873 0,9955
Flumequina 0,9976 0,9993 10,9858 10,9974 0,9998 0,9985
Lomefloxacina 0,9993 0,9963 0,9967 0,9978 0,9989 0,9952
Marbofloxacina 0,9885 10,9967 10,9865 0,9973 0,9874 0,9896
Norfloxacino 0,9885 10,9975 0,9876 0,9979 0,9926 0,9954
Ofloxacina 0,9986 0,9976 0,9932 10,9996 0,9990 0,9991
Sarafloxacina 0,9855 10,9996 10,9984 0,9950 10,9978 0,9924

Acido nalidixico-ds 0,9875 10,9919 0,9937 0,9959 0,9994 0,9989
Sulfonamidas
Sulfaclorpiridazina 0,9976 0,9971 10,9896 0,9973 0,9972 0,9972

Sulfadiazina 0,9987 0,9996 0,9988 0,9995 0,9996 0,9998
Sulfadimetoxina 0,9979 0,9970 0,9935 0,9988 10,9984 0,9990
Sulfadoxina 0,9995 10,9989 10,9981 0,9980 0,9990 0,9988
Sulfamerazina 0,9965 0,9979 0,9984 0,9994 0,9976 0,9975
Sulfametazina 0,9982 0,9992 10,9990 0,9993 0,9988 0,9973
Sulfametizol 0,9963 10,9953 10,9968 0,9990 0,9994 0,9968
Sulfametoxazol 0,9970 10,9962 10,9978 0,9969 0,9969 0,9953
Sulfaguinoxalina 0,9952 0,9932 0,9948 0,9959 10,9953 10,9978

Sulfatiazol 0,9981 10,9984 10,9973 10,9951 0,9992 0,9990



138

Tabela 22 — Coeficiente de determinagéo (r?) dos compostos em cada dia da validag&o

(concluséo)

r2
Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6
Sulfadimetoxina-ds 0,9985 10,9974 0,9983 10,9995 0,9967 0,9993
Tetraciclinas

Classe/Compostos

Clortetraciclina 0,9980 0,9940 10,9945 0,9926 0,9915 0,9948
Doxiciclina 0,9967 0,9987 0,9957 10,9970 0,9969 0,9972
Oxitetraciclina 0,9900 10,9977 0,9947 0,9949 0,9955 0,9976
Tetraciclina 0,9869 0,9962 10,9931 10,9956 0,9967 0,9940

Derivados de
diaminopirimidina

Trimetoprima 0,9981 0,9989 0,9993 0,9984 0,9989 0,9993
B-agonistas

Clembuterol 0,9976 0,9977 0,9960 0,9963 0,9961 0,9988
Ractopamina 0,9980 10,9877 0,9980 0,9930 0,9991 0,9983
Salbutamol 0,9997 10,9998 0,9985 0,9986 0,9997 0,9994
Clembuterol-dg 0,9993 10,9986 0,9998 0,9960 0,9971 0,9989

Fonte: A autora (2022).

4.3.4 Exatidado — veracidade e preciséo

A exatidao foi determinada pela veracidade (em termos de recuperacdo) e
precisdo, a partir dos estudos de repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial,
respectivamente WLr e WLR, onde conjuntos da amostra branco de musculo suino
foram fortificadas em niveis de acordo com o LMR ou LCL do composto.

Os resultados de recuperacdo e CV% dos estudos de WLr e WLRr para as
substancias autorizadas em musculo suino, em que os niveis avaliados foram em

torno do LMR, sdo apresentados na Tabela 23.
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Tabela 23 — Resultados de recuperacao e coeficiente de variagcdo*, em percentual,
dos estudos de repetibilidade (WL) e reprodutibilidade intralaboratorial (WLR) para as
substancias autorizadas em musculo suino

WL, (n=24) WLg (n=24)
C(()::]?Szglto (H;'\ﬁg'l) Recuperacéo, % (CV:, %) Recuperacéo, % (CVg, %)
0,5xLMR 1,0xLMR 15xLMR 0,5xLMR 1,0xLMR 1,5xLMR
Lincosamidas
Lincomicina 100 97 (4) 96 (3) 99 (2) 100 (3) 101 (4) 103 (4)
Macrolideos
Eritromicina 200 88 (12) 90 (18) 94 (14) 83 (14) 88 (12) 90 (12)
Tilosina 100 100 (6) 102 (3) 103 (3) 105 (7) 110 (4) 113 (4)
Pleuromutilinas
Tiamulina 100 99 (5) 101 (3) 103 (2) 99 (3) 102 (3) 103 (2)
Quinolonas
Acido oxolinico 100 100 (8) 104 (4) 102 (5) 99 (4) 103 (5) 101 (8)
Danofloxacina 100 90 (13) 101 (11) 96 (12) 87 (14) 96 (10) 93 (14)
Difloxacino 400 98 (9) 101 (4) 99 (6) 102 (5) 103 (6) 100 (8)
Enrofloxacina 100 92 (11) 96 (6) 94 (8) 93 (12) 99 (9) 92 (10)
Ciprofloxacina 91 (12) 99 (6) 96 (7) 87 (13) 93 (8) 89 (12)
Flumequina 200 108 (4) 109 (5) 102 (3) 101 (3) 105 (3) 104 (4)
Marbofloxacina 150 95 (11) 98 (6) 95 (8) 95 (10) 99 (8) 95 (11)
Sulfonamidas
Sulfaclorpiridazina 100 (6) 97 (4) 101 (4) 101 (4) 103 (6) 106 (3)
Sulfadiazina 99 (4) 99 (4) 101 (4) 101 (2) 102 (4) 103 (3)
Sulfadimetoxina 99 (4) 101 (5) 103 (4) 101 (4) 104 (3) 106 (5)
Sulfadoxina 101 (5) 102 (5) 103 (4) 102 (4) 103 (4) 105 (4)
Sulfamerazina 100 99 (7) 99 (4) 101 (4) 102 (6) 103 (7) 104 (5)
Sulfametazina 98 (4) 101 (4) 100 (2) 101 (5) 102 (3) 105 (3)
Sulfametizol 99 (7) 99 (5) 101 (4) 100 (5) 103 (4) 105 (4)
Sulfametoxazol 101 (6) 100 (4) 103 (5) 104 (6) 102 (4) 104 (2)
Sulfaquinoxalina 99 (5) 98 (5) 101 (4) 103 (4) 105 (4) 107 (5)
Sulfatiazol 99 (4) 99 (4) 101 (4) 101 (3) 102 (5) 103 (5)
Sulfadimetoxina-ds 100 102 (8) 103 (5) 105 (3) 106 (5) 103 (6) 104 (6)
Tetraciclinas
Clortetraciclina 102 (13) 100 (8) 100 (9) 100 (9) 103 (7) 105 (6)
Oxitetraciclina 100 99 (8) 96 (4) 99 (4) 101 (7) 100 (5) 103 (6)
Tetraciclina 102 (8) 96 (7) 101 (4) 99 (7) 101 (7) 106 (8)
Doxiciclina 100 95 (6) 96 (5) 95 (5) 99 (7) 103 (5) 104 (6)
Derivados de
diaminopirimidina
Trimetoprima 50 102 (3) 102 (4) 102 (3) 104 (4) 103 (5) 104 (5)

* Os valores em negrito estéo fora da faixa aceitavel para a fracdo massica, segundo a Tabela 14 (item

3.8).

Fonte: A autora (2022).
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De acordo com a Tabela 23, as recuperacfes variaram entre 83 e 113%, sendo
que todos os compostos em estudo apresentaram percentual de recuperacdo em
conformidade com a respectiva fragdo massica (Tabela 14, item 3.8). Os CVi% e
CVrR% também foram menores que os limites estabelecidos em funcdo da
concentracdo avaliada (Tabela 14, item 3.8), ndo ultrapassando 15% em ambos 0s
casos, exceto para a eritromicina, que apresentou CVr = 18% no nivel 1,0 X LMR, e 0
limite neste caso era 15%. O padrédo de controle avaliado (sulfafimentoxina-ds)
também apresentou percentual de recuperacdo e CV% adequados.

Na Tabela 24 sdo apresentados os resultados de percentual de recuperacao e
CV% dos estudos de WLr e WLRr para as substancias proibidas ou ndo autorizadas

em musculo suino. Neste caso, os niveis avaliados foram relacionados ao LCL (5 ug
kg?).

Tabela 24 — Resultados de recuperacéo e coeficiente de variagéo, em percentual, dos
estudos de repetibilidade (WL:) e reprodutibilidade intralaboratorial (WLRr) para as
substancias proibidas ou ndo autorizadas em musculo suino

WL, (n=24) WLg (n=24)
Recuperacéo, % (CV:, %) Recuperacgéo, % (CVg, %)
1,0xLCL 2,0xLCL 3,0xLCL 1,0xLCL 2,0xLCL 3,0xLCL

Classe/ LCL
Composto (ug kg™)

Lincosamidas

Clindamicina 5 101(3) 101(4) 105(4) 102(3) 100(4) 103(3)
Quinolonas

Acido nalidixico 5 103(5) 103(3) 102(3) 101(5) 98(3) 97 (4)
Cinoxacina 5 105(5) 104(5) 104 (6) 100(6) 101(5) 101 (4)
Lomefloxacina 5 100 (6) 100(6) 106(4) 102(5 98 (4) 96 (2)
Norfloxacino 5 96 (10) 101(6) 105(8) 97(7) 100(7) 101 (6)
Ofloxacina 5 100(6) 98(3) 107(4) 101(4) 100(3) 1013
Sarafloxacina 5 95(12) 93 (9) 95(6) 102 (11) 101(6) 98 (6)
Acido nalidixico-ds 5 104 (8) 105(5) 103(33) 99 (4) 95 (3) 93 (4)
B-agonistas

Clembuterol 5 105(7) 106(4) 108(5) 104(8) 104(5 103(3)
Ractopamina 5 102 (7) 101(6) 107 (4) 106(6) 104 (3) 104 (2)
Salbutamol 5 98(5) 102(5) 106(2) 99(3) 102(6) 105 (5)
Clembuterol-do 5 101(4) 102(3) 107(3) 101(5 101(4) 103 (4)

Fonte: A autora (2022).
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Conforme a Tabela 24, as recuperacfes dos compostos variaram entre 93 a
108%, estando dentro da faixa aceitavel de acordo com a fracdo massica (Tabela 14,
item 3.8). Os coeficientes de variacdo também apresentaram resultados satisfatérios,
cumprindo com critérios para CVi% e CVr% (Tabela 14, item 3.8). As maiores
variacbes foram para o norfloxacino (CVr) e a sarafloxacina (CVr e CVRr), que
apresentaram coeficientes de variagcdo maiores ou iguais a 10%, sendo este na menor
concentragéo avaliada (1,0 x LCL), entretanto ainda menor que o limite permitido (CVr
=20% e CVr = 30%). Ambos os padrdes de controle (4cido nalidixico-ds e clembuterol-
do) apresentaram percentual de recuperacao e CV% apropriados.

De forma geral, os estudos de WL e WLr indicaram boa concordancia de
resultados para todos os analitos nos niveis avaliados. A excecao foi a eritromicina,
que no nivel 1,0 x LMR ficou acima do CV: permitido (15%), e assim, n&o foi validada.

4.3.5 Limite de deciséo (CCa)

Na Tabela 25 séo listados os valores obtidos de CCa para todos os compostos,
a partir do estudo de WLr. O CCa variou de 5,3 a 6,5 ug kg para substancias cujo
nivel de interesse foi de 5 pg kg?, enquanto que de 53,0 a 447,8 ug kg? para

substancias com LMR entre 50 a 400 pug kg, sendo considerados adequados.

Tabela 25 — Valores do limite de decisédo (CCa) para cada composto de interesse em
musculo suino

(continua)

Classe/Composto LI\ZIEgokug!_l)C L chn(gg 4kg )
Lincosamidas
Clindamicina 5 5,6
Lincomicina 100 111,4
Macrolideos
Eritromicina 200 253,9
Tilosina 100 105,6
Pleuromutilinas
Tiamulina 100 104,0
Quinolonas
Acido nalidixico 5 5,6

Acido oxolinico 100 112,8
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Tabela 25 — Valores do limite de decisédo (CCa) para cada composto de interesse em

musculo suino

(concluséo)

Classe/Composto LI\ZIEgokug!_l)C L CCan(£g4kg )
Cinoxacina 5 5,6
Danofloxacina 100 106,6
Difloxacino 400 447.8
Enrofloxacina 100 117,9
Ciprofloxacina 110,0
Flumequina 200 210,9
Lomefloxacina 5 5,8
Marbofloxacina 150 175,9
Norfloxacino 5 5,7
Ofloxacina 5 5.3
Sarafloxacina 5 6,5
Sulfonamidas
Sulfaclorpiridazina 108,3
Sulfadiazina 101,1
Sulfadimetoxina 101,3
Sulfadoxina 107,9
Sulfamerazina 100 105,7
Sulfametazina 103,3
Sulfametizol 104,9
Sulfametoxazol 104,6
Sulfaquinoxalina 102,3
Sulfatiazol 114,3
Tetraciclinas
Clortetraciclina 107,6
Oxitetraciclina 100 109,2
Tetraciclina 110,9
Doxiciclina 100 101,8
Derivados de
diaminopirimidina
Trimetoprima 50 53,0
B-agonistas
Clembuterol 5 5,7
Ractopamina 5 5,8
Salbutamol 5 54

Fonte: A autora (2022).
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Na pratica, ao se analisar amostras, quando o resultado for maior que a
concentracdo de CCa estabelecida para o composto em questdo, essa amostra é

considerada n&do conforme (EC, 2021).
4.4 APLICABILIDADE DO METODO

Vinte e cinco amostras de musculo suino, com procedéncia de diferentes
cidades do Brasil, e que englobavam alguns dos estados com maior producdo de
carne suina (SC, PR, RS, MG, MS), foram analisadas pelo método validado.

Residuos de dois antimicrobianos (enrofloxacina e oxitetraciclina) foram
encontrados separadamente em 3 amostras, mas com sinal analitico abaixo da menor
concentracdo da curva analitica, e por isso, ndo puderam ser quantificados. Para os
dois compostos, o menor nivel da curva analitica era 25 pg kg, sendo que o sinal na
amostra com residuo de enrofloxacina correspondeu a 60% do sinal nesta
concentracdo, enquanto que para as amostras com residuo de oxitetraciclina foram
de 40% e 52%. A fim de exemplificagdo, a Figura 20 mostra a sobreposicao dos
cromatogramas de ions totais para o analito enrofloxacina referentes a amostra de
musculo suino que apresentou residuo, amostra branco e amostra branco fortificada

no menor nivel da curva analitica.

Figura 20 — Sobreposicdo de cromatogramas de ions totais para 0 composto
enrofloxacina englobando uma amostra branco fortificada no menor nivel da curva
analitica, amostra com residuo do analito e amostra branco

100-
“‘ Menor nivel da curva
( analitica (25 pg kg™)
|

Amostra com residuo

[-‘I l!/ de enrofloxacina

|

A
/ }/ Amostra branco
\
s

B R A B e e L B L e L L B L L A L A B LR L e e s ]
380 300 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520 530

Tempo (min)

Intensidade

Fonte: A autora (2022).
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Para a enrofloxacina, o LMR estabelecido em musculo suino é de 100 ug kg,
tanto na Unido Europeia quanto no Brasil, e refere-se a soma do composto com o seu
metabdlito, a ciprofloxacina. A Unido Europeia fixa um LMR de 100 pg kg para a
soma dos farmacos tetraciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina (e seus epimeros),
enquanto que no Brasil, o LMR para esse grupo é de 200 ug kg (EC, 2010; BRASIL,
2019b).

Conforme bulas disponiveis no site do Compéndio de Produtos Veterinarios do
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a Saude Animal (CPVS/SINDAN),
ambos 0s compostos sdo indicados para o tratamento de infecgdes respiratorias e
entéricas em suinos. Segundo selecao de produtos de acordo com o principio ativo, a
dose recomendada de enrofloxacina é de 1 ou 5 mg kg de peso corpéreo, por 3 ou
5 dias, respectivamente, dependendo do caso, sendo que deve ser aguardado um
periodo de 7 dias para o abate. A oxitetraciclina geralmente é aplicada por via
intramuscular, como dosagem Unica de 20 mg kg de peso corpéreo, e para o abate
do animal devem ser esperados 30 dias (SINDAN, 2021a,b). Tendo em vista que 0s
residuos destes compostos nas amostras analisadas pelo método proposto foram
encontrados em sinais muito abaixo da concentracdo do LMR, isso significa que as
boas praticas veterinarias foram seguidas.

Nos resultados divulgados do PNCRC/Animal (plano de monitoramento do
Brasil), ja foram reportadas amostras ndo conformes para esses dois compostos,
sendo que a enrofloxacina € um dos mais frequentemente relatados (Tabela 4, item
2.4.2).

Publicacdes disponiveis na literatura também descrevem a presenca destes
analitos em amostras analisadas pelos métodos desenvolvidos. Xie et al. (2012)
analisaram 100 amostras de musculo suino, de diferentes empresas nacionais da
China, e a enrofloxacina foi encontrada em 1 amostra com concentragéo de 25,3 ug
kgt. Tian et al. (2016) detectaram enrofloxacina em 1 amostra de musculo suino, de
um total de 30 amostras compradas em mercados locais de Beijing (China), mas ndo
informaram a concentracdo. Quarenta e seis amostras de musculo suino,
provenientes de animais de 10 fazendas da Lombardia (Italia), foram analisadas por
Chiesa et al. (2017), sendo que a oxitetraciclina foi encontrada em 3 amostras, com
concentracdo média de 1,89 ug kg

A principal preocupagéo com a presenca de residuos de antimicrobianos acima

do LMR em alimentos é o desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos nos
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consumidores (BAYNES et al., 2016). Para a enrofloxacina, a IDA é de 6,2 ug kg* de
peso corplreo, enquanto que o grupo da clortetraciclina, oxitetraciclina e tetraciclina
possui IDA de 0-30,0 ug kg de peso corpéreo (BRASIL, 2019b).

Em relagdo aos [-agonistas, duas amostras continham residuos de
ractopamina (5,2 e 5,1 ug kg*) abaixo da concentracéo do CCa (5,8 ug kgt). A razéo
entre ions nestas amostras estava dentro da variacdo aceitavel (x 40%) quando
comparadas com a do padrédo de calibragdo na matriz (1,0 x LCL) da mesma
sequéncia de injecdes, conforme critério exigido pelo Regulamento (EU) 2021/808
(EC, 2021). Destaca-se que uma dessas amostras era a mesma que apresentou
residuo para a oxitetraciclina.

No Brasil, a ractopamina esta licenciada para uso como promotor de
crescimento somente para suinos, conforme comentado no item 2.3.2, sendo que o
LMR fixado é de 10 pg kg para masculo (Tabela 3, item 2.4.1). Perante a isso, estas
amostras também séo consideradas conformes, sendo ainda um indicativo de que a
substéancia foi utilizada de acordo com a recomendacao de uso no pais.

Valese et al. (2016) aplicaram o método QUEChERS modificado para a
determinacdo de ractopamina em 30 amostras de muasculo suino, obtidas em
abatedouros fiscalizados pelo governo federal brasileiro, e em 5 amostras de produtos
suinos processados, que foram adquiridas em mercados. A maioria das amostras
foram negativas, mas 7 amostras apresentaram residuos de ractopamina em
concentragdo de até 6,54 ug kg, similar as encontradas neste estudo.

Embora as concentracbes encontradas sejam baixas, estes dados merecem
atencdao, visto que o Brasil € um importante exportador de carne suina, e mais de 150
paises do mundo proibem o uso de ractopamina, entre eles a China e os da Unido
Europeia. Assim, mesmo que no Brasil esta substancia seja autorizada, quando
produtos suinos brasileiros sdo exportados para paises onde a aplicacdo de
ractopamina em suinos € proibida, as exigéncias dos paises importadores devem ser
seguidas. Neste sentido, os animais devem ser tratados de uma maneira segregada
ao longo da cadeia produtiva, ou seja, sem contato com o composto em qualquer
etapa da producdo. Caso ndo observados os padrbes de qualidade dos paises
compradores, o produto é rejeitado e o pais pode sofrer embargo comercial (NINO et
al., 2017).

Segundo Moreno e Lanusse (2017), uma das principais preocupac¢fes com o

uso da ractopamina é que nao ha intervalo de seguranca definido antes do abate,
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enguanto que o uso de outros medicamentos veterinarios requer um prazo de caréncia
de dias ou semanas, eliminando residuos da carne antes do consumo. A IDA definida
para a ractopamina é de 0-1,0 ug kg de peso corpéreo (BRASIL, 2019b).
Considerando estes resultados, 0 monitoramento de residuos de
medicamentos veterinarios em musculo suino, tanto de antimicrobianos quanto de (3-
agonistas, € fundamental para garantir a seguranca do alimento que esta disponivel

ao consumidor e para manté-lo como mercadoria de exportagao.

4.5 COMPARACAO DO METODO PROPOSTO COM METODOS DISPONIVEIS NA
LITERATURA

Uma comparac¢do entre o método de preparo de amostra proposto neste estudo
com outras publicacdes da literatura visando a determinacao multiclasse de residuos
de medicamentos veterinarios (B-agonistas e antimicrobianos) em amostras de
musculo é apresentada na Tabela 26. Dos 4 artigos, apenas o descrito por Dasenaki
e Thomaidis (2015) néo foi aplicado em amostras de musculo suino, porém 0 mesmo
foi desenvolvido para masculo de peixe. Para uma melhor visualizacdo, etapas como
agitacao, centrifugacéo e filtracdo foram omitidas na Tabela.

Pode-se observar pela Tabela 26 que embora a etapa de extracao seja similar
em todos os estudos, 0 método proposto apresenta sua principal vantagem na etapa
de limpeza por d-SPE. Esta emprega somente o sorvente C18, o qual é indicado para
a limpeza de extratos provenientes de amostras de origem animal em razdo da sua
natureza de reter coextrativos apolares, como os lipidios. Solventes de baixa
polaridade, como o hexano, utilizado por Desenaki e Thomaidis (2015) e Yin et al.
(2016), representam um risco a saude humana e ao meio ambiente, devido a sua
toxicidade. Além disso, 0 uso de dois procedimentos em sequéncia pode ser uma

fonte de erros e de perdas dos analitos.
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Tabela 26 — Comparacdo do meétodo proposto neste estudo com publicacbes

disponiveis na literatura

Analitos N|v_e|s oNIe Preparo de amostra Determinacdo Referéncia
validacdo
a)0,5;10e1,5
x LMR 2 g amostra + 2 mL 4gua
35, incluindo (50 a 400 pg  contendo 0,1% (m/v) EDTA e 1%
3 B-agonistas e kg?) para (v/v) acido féormico — 8 mL ACN
32 antimicrobianos substancias — d-SPE: 3 mL sobrenadante +
(2 lincosamidas, autorizadas e 150 mg C18 -> a) LMR = Dilui¢édo i .
1 macrolideo, b) 1,0;2,0e 3,0 do extrato em &gua ultrapura L&HSF;I\I;I% '\fstggfo
13 quinolonas, x LCL (1:4, vIv) — injecao prop
10 sulfonamidas, (5 ug kgt) para b) LCL = Evaporagéo de 1 mL do
4 tetraciclinas, substancias extrato — Reconstituicdo em 1
tiamulina e trimetoprima)  proibidas ou mL H20:ACN (80:20, v/v) —
néao injecao
autorizadas
210, incluindo
LZIE;naiESOnk;?;ﬁz: 2 g amostra + 10 mL ACN:agua
(4 aminoglicosideos (80:20, v/v) + 200 pL EDTA 0,1
1 an?enicol ' mol L't — Sobrenadante + Baixa
10 B-Iactémicbs 10,50 e 100 temperatura (-20 °C/30 min) — 8 YIN et al
h . ’ ug kg (todos mL sobrenadante + 4 mL ACN LC-HRMS "
2 lincosamidas, . 2016
. 0s compostos)  saturada com hexano — d-SPE:
4 macrolideos, o
. 1 mL camada organica + 80 mg
13 quinolonas, S .,
. PSA — agitacao (vortex/30 s) —
7 sulfonamidas, A
L injecao
2 tetraciclinas e outras
classes minoritérias)
39. incluindo 2 g amostra + 2 mL EDTA 0,1
y é-a onista mol L't — re-extragdo com 8 mL
gon ACN(gelada)/2% (v/v) &cido
(ractopamina) e 2,10 e 150 formi o
e : ) ormico e 2% (v/v) DMSO —
24 antimicrobianos ug kgtou . x
S Combinacéo dos sobrenadantes
(2 anfenicois, 10, 50 e 750 )
P 1 — SPE (pass-through): 5 mL ZHAO et al.,
8 B-lactamicos, Mg kg H LC-MS/MS
. : sobrenadante através do 2018
1 lincosamida, (dependendo . NN
. cartucho Captiva EMR-Lipid
2 macrolideos, da resposta ! '
. . (600 mg) — 1,25 mL agua:ACN
3 quinolonas, instrumental) . L
. (20:80, v/v) (segunda eluigéo) —
2 sulfonamidas e L
- Dilui¢&o (0,5 mL eluato + 0,3 mL
6 tetraciclinas) A L
agua) — injecédo
. . 2 g amostra + 500 yL EDTA 0,1
1%131.2;%::%?:5 e mol LL + 6 mL ACN:&gua (80:20,
agonist 0,1a25 vIV) — SPE (pass-through):
57 antimicrobianos k) .
o ug kg sobrenadante através do
(3 anfenicois,
- . (depende o cartucho C18 (500 mg)
2 lincosamidas, S Ll et al.,
. composto), 10 (condicionamento com 3 mL LC-HRMS
4 macrolideos, a1 . . 2020
. e 100 pg kg ACN:agua (80:20, viv) —
19 quinolonas, d 4 2o
22 sulfonamidas (todos os Evaporacao — Reconstituicao
. ! compostos) em 0,5 mL H20:ACN (95:5, viv)/
6 tetraciclinas e : .
) . formiato de aménio 5 mM e 0,1%
trimetoprima) . P o
(v/v) &cido férmico — injecéo
111[53'_?(3?]:2%0 1 g amostra + 2 mL 4gua
(clembu?erol) e 48 contendo 0,1% (m/v) EDTA e
antimicrobianos 0,1% (v/v) acido férmico — 2 mL
(4 B-lactamicos MeOH — 2 mL ACN — ultrassom LC-MS/MS
6 macroli deos, 100 pg kg — Sobrenadante + Baixa (2 métodos de DASENAKI;
X ' (todos os temperatura (-23 °C/12 h) — T THOMAIDIS,
11 quinolonas, . injecdo: ESI+
. compostos) camada superior + 5 mL hexano 2015
18 sulfonamidas, e ESI-)

4 tetraciclinas,
lincomicina, tiamulina,
trimetoprima, entre
outros)

— Evaporacédo — Reconstituicdo
em 1 mL solugdo aquosa 0,05%
(v/v) &cido férmico:metanol
(75:25, viv) — injegéo
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Se comparado ao emprego de sorventes no modo SPE — pass-through, como
descrito por Zhang et al. (2018) e Li et al. (2020), o modo dispersivo requer apenas
equipamentos basicos de laboratério, como balanca, agitador tipo vortex e centrifuga.
Neste modo, o contato entre extrato e sorvente é imediato, ndo sendo afetado pela
forma de empacotamento como quando em cartucho (SOCAS-RODRIGUEZ et al.,
2015). Outra vantagem € o custo, uma vez que a grama de sorvente C18 custa em
torno de R$ 13,00 (SIGMA-ALDRICH, 2021b), ainda inferior ao preco individual de
cartuchos.

De uma maneira geral, o presente método se caracteriza pela facilidade de
execucdo das etapas de preparo de amostra e por utilizar reagentes acessiveis
(acetonitrila, &cido férmico, EDTA e sorvente C18), 0s quais muitas vezes também séo
empregados para outros tipos de andlise, e assim, pode ser facilmente reproduzido
por diferentes analistas, e também em outros laboratdrios, como os laboratorios de
rotina.

Cabe destacar ainda, que como o presente método englobou tanto substancias
autorizadas em musculo suino quanto proibidas ou ndo autorizadas, segundo a
legislacdo europeia, a etapa de validacdo foi realizada em diferentes niveis de
interesse, dependendo do analito (LMR entre 50 e 400 ug kg para as substancias
permitidas e LCL = 5 pg kg para as substancias proibidas e ndo autorizadas). Isso
representou um desafio adicional, mas é também uma qualidade relevante do método
desenvolvido. A tendéncia de outros estudos, conforme foi visto na Tabela 26, é fixar

um mesmo nivel de interesse e validar todos os analitos neste nivel.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo consistiu no desenvolvimento de método para a
determinacdo multiclasse de residuos de medicamentos veterinarios em musculo
suino por UHPLC-MS/MS. Diferentes classes de antimicrobianos bem como alguns -
agonistas foram incluidos no método, englobando compostos autorizados e proibidos
ou ndo autorizados, e dessa forma, possuindo diferentes limites para a etapa de
validacéo.

As condicOes cromatograficas selecionadas, aliadas com as de espectrometria
de massas, permitiram obter a separacdo, identificacdo e quantificacdo dos
compostos de interesse.

Na etapa de preparo de amostra, diferentes condigbes para a extracdo dos
compostos (composicao do solvente, aditivos acidos ou complexantes e incluséo de
etapa de particdo pela adicao de sais ou a baixa temperatura) e de limpeza do extrato
(sorventes) foram testadas e comparadas, tendo em vista que 0s compostos avaliados
possuem propriedades fisico-quimicas variadas. A presenca de coextrativos no
extrato também foi examinada. Assim, foi possivel selecionar um método que
proporcionasse recuperacdes satisfatorias para a maioria dos compostos aliado a
remocao de alguns coextrativos, 0s quais poderiam causar interferéncias na analise
por UHPLC-MS/MS.

O método de preparo de amostra proposto € de simples execucdo e utiliza
reagentes acessiveis (acetonitrila, acido férmico, EDTA e sorvente C18), bem como
equipamentos usuais de laboratorio (balanca, agitadores, centrifuga e evaporador),
podendo assim ser facilmente reproduzido em outro laboratério. Além disso, destaca-
se a utilizacdo do C18, sorvente classico para remocao de interferentes apolares
presentes em matrizes de origem animal, e que no modo dispersivo, possui a
vantagem de baixo custo por amostra frente ao uso de cartucho.

A fim de obter os limites requeridos, a etapa de validacdo do método foi
realizada com duas abordagens distintas. Para os compostos autorizados, realizou-
se a diluicdo do extrato em agua, enquanto que para 0s compostos proibidos foi
necessaria a evaporacdo do extrato, seguida de etapa de reconstituicdo. As
recomendacdes do Regulamento (EU) 2021/808, da Unido Europeia, e do Manual da
Garantia de Qualidade Analitica do MAPA foram seguidas para a validacdo do
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meétodo. Dos 36 compostos incluidos no método, somente um (eritromicina) nao teve
todos os critérios atendidos.

O método foi aplicado em 25 amostras de musculo suino e residuos de
antimicrobianos (enrofloxacina e oxitetraciclina) e B-agonistas (ractopamina) foram
detectados, o que evidencia a importancia do monitoramento dessas substancias no
alimento.

Diante do exposto, o método desenvolvido permitiu a determinagdo multiclasse
de 35 residuos de medicamentos veterinarios em musculo suino por UHPLC-MS/MS.

5.1 SUGESTOES PARA OS PROXIMOS TRABALHOS

» Aplicar o método desenvolvido em amostras de muasculo suino de mesma
procedéncia, mas de diferentes lotes.

» Ampliar o escopo do método para outras matrizes de origem suina, como
figado e rim.

» Ampliar o escopo do método para outras matrizes de origem animal, como

musculo de frango, bovino e de peixe.



151

DESTINO DOS RESIDUOS GERADOS

Os residuos sdlidos e liquidos gerados durante o desenvolvimento deste
trabalho foram devidamente separados e identificados no proprio laboratério, sendo
encaminhados ao almoxarifado do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Maria, para posterior tratamento e descarte realizado por uma
empresa terceirizada.

O armazenamento dos residuos solidos foi realizado utilizando sacos plasticos
adequados para residuos contaminados, enquanto os residuos liquidos foram
divididos em frascos identificados como halogenados e ndo halogenados, de acordo

com recomendacao do proprio departamento.
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