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RESUMO

RESUMO

A presenca de residuos de medicamentos antibacterianos em alimentos é um
importante problema de saude publica. Estas substancias podem estar presentes
nos alimentos como resultado das praticas produtivas. A exposicdo continua a
residuos desses medicamentos pode ocasionar tanto reac¢des de hipersensibilidade
nos individuos suscetiveis, bem como colaborar com a resisténcia de
microrganismos patogénicos. Desta forma, € de extrema importancia o
desenvolvimento de métodos capazes de determinar diferentes substancias em
matrizes complexas como o0s alimentos. A técnica analitica mais utilizada para esse
fim € a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em série com
ionizacao por eletronebulizacéo e analisador de massas triplo quadrupolo (QqQMS).
Por meio dessa ferramenta analitica € possivel determinar diferentes substancias de
forma inequivoca com sensibilidade e seletividade adequadas. O objetivo do
presente trabalho foi desenvolver e validar um método analitico de triagem para
determinacao qualitativa multirresiduo/multiclasse de antibacterianos em alimentos
como leite e figado bovinos. As classes das tetraciclinas (TCs), sulfonamidas (SAs),
quinolonas (Qs), fluorquinolonas (FQs) e trimetoprima foram abordadas nos métodos
de triagem e, posteriormente, por meio de um método confirmatério exclusivo para
cada classe de antibacteriano. Os valores de Capacidade de Deteccdo (CCpR)
obtidos situaram-se entre 0,10 e 0,50 vezes o Limite Maximo de residuos permitido
(LMR) para os diferentes analitos no leite e 0,50 x LMR para os analitos em figado
bovino. Os métodos quantitativos foram validados de acordo com a diretiva da Unido
Europeia 2002/657/CE avaliando os seguintes parametros: interferéncia de matriz,
linearidade, preciséo, exatidao, especificidade, seletividade, estabilidade de padrdes,
limites de deteccdo e de quantificacdo, além dos parametros de limite de decisao
(CCa) e capacidade de deteccdo (CCR). Os métodos validados apresentaram-se
dentro dos valores aceitaveis e todos os métodos desenvolvidos tém a caracteristica

de serem facilmente executaveis.

Palavras-chaves: LC-MS/MS, multirresiduo, tetraciclinas, sulfonamidas,

fluorquinolonas.







ABSTRACT

ABSTRACT

The presence of residues of antibacterial drugs in foods is an importante
public health problem. These substances may be present in food as a result of
productive practices. Continuous exposure to residues of these drugs can cause both
hypersensitivity reactions in susceptible individuals, as well as collaborate with the
resistance of pathogenic microorganisms. In this way, it is extremely important to the
development of methods capable of determining different substances in complex
matrices as foods. The analytical technique used for this purpose is the liquid
chromatography coupled to mass spectrometry in tandem and triple quadrupole
analyzer (QqQMS). Through this analytical tool it is possible to determine different
substances unequivocally with appropriate sensitivity and selectivity. The purpose of
this study was to develop and validate an analytical method for screening of
multiresidue/multiclass of antibacterial in foods such as milk and liver. The classes of
tetracyclines (TCs), sulfonamides (SAs), quinolones (Qs), fluoroquinolones (FQ were
adressed in qualitative methods and, later, through a confirmatory method unique to
each class of antibacterial. The values of detection capability (CCB) obtained were
between entre 0.10 and 0.50 times the allowed maximum residue limit (MRL) for
diferente analytes in milk and 0.50 times the allowed MRL for the analytes in bovine
liver. The quantitative methods were validated in accordance with European
Comission 2002/657/EC, evaluating the following parameters: matrix effect,
specificity, selectivity, linearity, precision, accuracy, stability of standards, limits of
detection and quantitation. In addition, the parameters of decision limit (CCa) and
detection capability (CCB) were also determined. Validated methods were within the
acceptable values and all the methods developed have the characteristic of being

easily executable.

Keywords: LC-MS/MS, multiresidue, tetracyclines, sulfonamides, fluoroquinolones.
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INTRODUCAO

O cenério mundial da producdo de alimentos revela o grande interesse da
sociedade quanto a seguranca do produto a ser consumido. Recentes
acontecimentos envolvendo adulteracdo e contaminacdo de produtos de origem
animal tém despertado a atencdo do consumidor e evidenciado a necessidade de
normas mais rigidas que garantam o consumo de alimentos seguros por parte da
populacdo (PASCHOAL et al.,, 2008). Residuos de antibacterianos em alimentos
sdo motivo de preocupacdo em termos de saude publica (657/CE/2002), porém
dados epidemiologicos sobre seus reais efeitos adversos ainda sao escassos. Os
alimentos sdo um importante veiculo para o desenvolvimento e disseminacdo de
bactérias resistentes (BOGLIALLI e DI CORCIA, 2009).

A possibilidade da presenca desses residuos no alimento representa um risco
potencial a saude do consumidor, pois além do possivel efeito toxicolégico direto,
podem ocasionar reacdes alérgicas nos consumidores sensiveis e, pequenas
concentracbes destes farmacos, podem induzir & selecéo de bactérias patogénicas
resistentes (CORPET, 1996). Farmacos como as tetraciclinas, sulfonamidas e
quinolonas sdo amplamente utilizados em aplicacbes veterinarias. Outro dado
importante é que quando se fala de contaminantes em alimentos, faz-se referéncia a
uma grande variedade de substancias que podem remanescer no produto final na
forma original ou, ainda, como subprodutos ou metabdlitos, quando degradados ou
biotransformados (LEE et al., 2007; PASCHOAL et al., 2008).

O uso de antibacterianos em medicina veterinaria é feito com finalidade mais
ampla do que as tradicionalmente utilizadas em seres humanos. Além do uso
terapéutico e profildtico, o médico veterindrio emprega os antibacterianos na
metafilaxia (quando alguns animais do rebanho estdo com uma determinada
doenca, ou seja animais em risco ou tratamento de animais em contato) e como
aditivo zootécnico melhorador do desempenho (SPINOSA et al., 2011). As classes
de substancias avaliadas no presente trabalho foram as tetraciclinas, sulfonamidas
qguinolonas e fluoroquinolonas pelo seu amplo uso em medicina veterinaria. Esses
medicamentos apresentam amplo espectro de atividade e sdo vantajosos
financeiramente. O antibacteriano trimetoprima foi escolhido pela sua importancia
nas associagbes com as sulfonamidas, agindo em uma rota diferente das

sulfonamidas. A bromexina foi selecionada por ser um farmaco utilizado
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INTRODUCAO

concomitantemente com antibacterianos em infecgBes respiratérias e apresentar
caracteristicas compativeis com os demais farmacos para andlise por cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas em série (LC-MS/MS).

Os animais de producéo tratados com antibacterianos devem receber atencao
especial, visando impedir que os residuos presentes nos produtos de origem animal
venham a atingir a espécie humana, causando dano a sua saude. Deve-se, portanto,
obedecer o periodo de caréncia que corresponde ao tempo necessario para que o
residuo de preocupacao toxicologica atinja concentracbes seguras. A correta
observancia do periodo de caréncia evita que se atinja o limite maximo de residuo
(LMR). Este, por sua vez, € fixado pelo Codex Alimentarius (6rgdo ligado a
Organizacdo Mundial de Saude-OMS). O LMR especifico é estabelecido e definido
como a concentracdo maxima de residuo toleravel no alimento e é baseado no tipo e
quantidade de residuo que ndo induz efeito adverso a satde humana, considerando-
se a IDA (Ingestdo Diaria Aceitavel) do composto. Na Tabela 1.1 estdo descritos 0s
LMRs das substancias abordadas neste trabalho para leite e figado bovinos,
respectivamente. O Brasil apresenta um Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC) que visa a protecdo do consumidor, tanto pela exposicédo
prolongada a esses residuos, como pela grande quantidade de leite e carnes que

sdo consumidas em todo o mundo (MAURICIO et al., 2009).

Métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a determinacdo de
contaminantes em alimentos como ferramenta principal para assegurar que 0S
produtos estejam enquadrados nas determinacdes legais. O crescimento do uso de
técnicas mais seletivas como o LC-MS/MS tornou possivel o desenvolvimento de
métodos multirresiduo, contemplando diferentes contaminantes, tanto para os
meétodos qualitativos de triagem como para os métodos confirmatérios. Por meio dos
meétodos de triagem, pode-se suspeitar de amostras ndo-conformes, as quais devem
ser posteriormente confirmadas e quantificadas. Parametros de validacdo para

ambas as abordagens séo exigidos (657/CE/2002).
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Tabela 1. 1. Valores de Limite Maximo de Residuos (LMR) (ng.mL™?) para a matriz
leite e (ng.g?) para a matriz figado bovino.

Leite Bovino Figado bovino

Farmaco Brasil? Codex® UE® Brasil? Codex® UE®
Sulfadimetoxina* 100 100 100 100
Sulfaquinoxalina* 100 100 100 100
Sulfadiazina* 100 100 100 100
Sulfatiazol* 100 100 100 100
Sulfametoxazol* 100 100 100 100
Sulfametazina* 100 100 100 100
Sulfaclorpiridazina* 100 100 100 100
Sulfizoxazol* 100 100 100 100
Sulfadoxina* 100 100 100 100
Sulfamerazina* 100 100 100 100
Clortetraciclina 100 100 100 100 600 300
Doxiciclina 300
Tetraciclina 100 100 100 600 100
Oxitetraciclina 100 100 100 600 300
Acido Oxolinico 150

Acido Nalidixico

Flumequina 50 50 400 500
Difloxacino 1400
Ciprofloxacino 100 100 300
Enrofloxacino 100 100 300
Norfloxacino

Sarafloxacino

Danofloxacino 30 30 400 400
Trimetoprima 50 50

Bromexina

* O residuo total de todas as substancias do grupo das sulfonamidas ndo deve exceder 100 ng g™.

(a) Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucdo Normativa 24/2011 (09/08/2011).
(b) http://www.codexalimentarius.net/vetdrugs/data/index.html

(c) For veterinary drugs:http://ec.europa.eu/health/files/eudralex/vol-

5/reg_2010 37/reg_2010 37 en.pdf

As ferramentas analiticas devem ser adequadas para o desenvolvimento de
métodos capazes de detectar pequenas quantidades de medicamentos em
alimentos. A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de deteccéao,
tratando-se de uma das técnicas analiticas mais utilizadas e de melhor desempenho.
O acoplamento de um cromatografo a um espectrémetro de massas combina as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separagdo) com as
vantagens da espectrometria de massas (obtencdo de informacao estrutural, massa
molecular e aumento adicional da seletividade). A utilizacdo do modo SRM
‘monitoramento de reacdes selecionadas” possibilita a analise de fragmentos de
varios ions produto provenientes de um ou mais ions precursores (CHIARADIA,
2008; LOPES et al., 2012).
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OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos analiticos para a determinacdo qualitativa e

guantitativa de antibacterianos em leite e figado bovinos.

2.2 Objetivos especificos

Desenvolver e validar métodos analiticos baseados em cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série para a determinacao
qualitativa de tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas e fluoroquinolonas,

trimetoprima em leite e figado bovinos;

Desenvolver e validar métodos analiticos baseados em cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série para a determinacgao
guantitativa de tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas e fluorquinolonas,

trimetoprima e bromexina em leite bovino;

Desenvolver e validar método analitico baseado em cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série para a determinacao
quantitativa de tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas e fluorquinolonas em

figado bovino.
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3.1 Residuos de medicamentos veterinarios em produtos de origem animal

O cenario mundial da producdo de alimentos revela o grande interesse da
sociedade quanto a inocuidade do produto final a ser consumido (PASCHOAL et al.,
2008). Na agricultura moderna, medicamentos veterinarios sao utilizados em larga
escala para a prevencao e tratamento de doencgas. Entre as varias substancias de
importancia na analise de alimentos estdo o0s agrotoxicos e antibacterianos,
adicionados nao intencionalmente, mas presentes na forma de residuos como
resultados do processo produtivo. Mais de 40.000 tipos de antibacterianos foram
descobertos, sendo que 80 desses sdo utilizados na agroindustria (KREUZIG et
al.,1996).

Antibacterianos sdo substancias capazes de causar a morte ou inibir o
crescimento de microrganismos sem comprometer a salde do individuo medicado.
Sao empregados em medicina veterinaria como medicacao terapéutica, metafilatica,
profilatica, de grande importancia no tratamento e prevencéo de doencas infecciosas
e como aditivos de racdes ou zootécnicos, visando diminuir a mortalidade e melhorar
0 desempenho de animais de producéo. Stokstad e Jukes relataram, em 1950, que a
adicao de estreptomicina e clortetraciclina, na presenca de quantidade suficiente de
vitamina B 12 foi capaz de estimular o crescimento de animais. O uso dessas
substancias tém despertado enorme polémica junto a sociedade pela possibilidade
de remanescerem residuos nos produtos derivados dos animais tratados e por
aspectos ligados ao desenvolvimento de resisténcia bacteriana (SPINOSA et al.,
2011).

A administracao irresponsavel de medicamentos em animais utilizados para a
producdo de alimentos pode resultar na presenca de residuos em carnes, leite e
seus derivados. Os antibacterianos sédo largamente utilizados para o tratamento de
mastites em gado leiteiro, mas também de outras infeccbes como pneumonia,
diarréia bacteriana, artrite bacteriana (GOTO et al., 2005). Teoricamente os diversos
usos de antibacterianos no manejo do gado, podem resultar na presenca de
residuos no leite e na carne. Isto ocorre particularmente se ndo forem usados de

acordo com as indicagcdes de bula. Conceitualmente, o chamado residuo de
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medicamento veterinario inclui: fragdo do farmaco, seus metabdlitos, produtos de
conversdo oOu reagdo e impurezas que permanecem nos tecidos dos
animais tratados, sendo expressos em mg kgt ou m gL (ppm), ou ainda por pg kg1
ou p gL? (ppb). Nos Ultimos anos, a ocorréncia de residuos de antibacterianos em
leite tem sido um dos grandes desafios impostos a industria dos alimentos, pelo fato
de interferirem na manutencdo de alguns produtos lacteos, causarem
hipersensibilidade em humanos e aumentarem a resisténcia aos tratamentos com
esses farmacos. Desta forma, os riscos a saude impostos pela presenca desses

residuos nos alimentos podem ser classificados em trés categorias:
» Farmacoldgicos e toxicoldgicos;

> Microbioldgicos (desenvolvimento de resisténcia de microrganismos

patogénicos na flora intestinal);

» Riscos imunopatologicos, como alergias (SANTOS e FONSECA,
2007).

3.2 Anadlise de residuos de medicamentos em produtos de origem animal

As andlises de controle de qualidade de alimentos séo realizadas para
garantir a qualidade e seguranca dos produtos, enquanto as analises de fiscalizacao
de alimentos sdo desenvolvidas com o objetivo de verificar o cumprimento da
legislacado relacionada a presenca de substancias quimicas em alimentos. A analise
de amostras deve ser efetuada exclusivamente por laboratérios aprovados pela
autoridade nacional. Existem substancias as quais a utilizacdo ndo é permitida ou
nao existem limites estabelecidos e, para tanto, limites minimos de desempenho
requerido (LMDR) devem ser previstos (657/CE/2002). As amostras devem ser
manipuladas de forma a evitar contaminacfes acidentais ou perda das substancias a
analisar. A Unido Europeia estabeleceu limites maximos de residuos (LMRs) em
diferentes produtos de origem animal. Muitos trabalhos tém sido publicados nessa
area. Somente entre 1998 e 2005 mais de 400 artigos sobre residuos de
medicamentos veterinarios foram publicados (BOGLIALLI e DI CORCIA, 2009).

Para monitorar os residuos de antibacterianos em leite, sdo comumente

utilizados testes de triagem imunologicos e de inibicAo microbiolégica. Essas

30



REVISAO BIBLIOGRAFICA

técnicas de bioensaio foram amplamente utilizadas em métodos de triagem pela sua
simplicidade, porém necessitam ser complementadas por métodos quimicos mais
sensiveis e seletivos (BOGLIALLI e DI CORCIA, 2009). Algumas desvantagens
desses testes sao: baixa especificidade na determinacdo do farmaco, niveis de
deteccdo limitados, longo tempo de analise para alguns testes, além de casos falso-
positivos devido a presenca de altas contagens de células somaticas e substancias
inibitérias encontradas em alimentos de origem animal, tais como lisozima e
lactoferrina (NERO et al., 2007).

Desde 1970, métodos para a deteccdo de residuos de antibacterianos em
leite sdo utilizados e varios testes foram criados com o objetivo de detectar
rapidamente a presenca desses residuos. Alguns exemplos sdo: Delvotest P™;
Penzime™; BsDA-disk™ assay; Cite Probe-lactam™; LacTec™; Charm Farm
Test™. Primeiramente, testes de inibicdo de culuras de bactérias eram utilizados
(Devoltest). Recentemente, kits mais rapidos para a deteccdo de antibacterianos
baseados em imuno receptores estdo disponiveis (Twin-Sensor, Charm Il, B-star)
(ORTELLI et al.,, 2009). Um trabalho publicado por Kloth e colaboradores (2009)
apresenta um meétodo de imunoensaio baseado em quimiluminescéncia para a
determinacao de 13 diferentes antibacterianos em leite. Alguns destes encontram-se
disponiveis no comércio brasileiro, outros sdo importados. Cada um apresenta
vantagens e desvantagens. O numero de falso-positivos pode variar entre 0,6 a
19,7%, segundo estudos realizados em diversos paises. Pesquisas, inclusive
brasileiras, tém desenvolvido métodos para eliminar os falso-positivos. Porém,
alternativas como a utilizacdo da espectrometria de massas, com a possibilidade de
inclusédo de diversos analitos tem se tornado uma opcéo atrativa (SCHNEIDER et al.,
2009).

3.3 Determinacdo de antibacterianos por meio de cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas em série

O emprego de métodos analiticos sensiveis é imprescindivel para que o
controle de qualidade possa garantir a eficacia e a seguranca do uso de um
medicamento. A escolha do método a ser utilizado na analise depende de varios
fatores, tais como a natureza do farmaco, pureza e quantidade de amostra. Além

disso, deve-se levar em conta as condi¢des do laboratorio e os custos envolvidos na
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analise (AVEDANO, 1993). Agéncias de salde em varios paises dependem de
detecc¢Bes por espectrometria de massas por ser um detector especifico e capaz de
confirmacdes inequivocas de contaminantes em géneros alimenticios. A diretiva
657/2002 da Comunidade Europeia decide que métodos baseados somente por
cromatografia ndo sdo sensiveis como métodos confirmatérios (BOGLIALLI e DI
CORCIA, 2009). Desde a década passada, a LC-MS/MS se tornou uma técnica
essencial em laboratérios de analises de alimentos (BLASCO et al.,, 2009).
Atualmente, mais de 90% dos métodos analiticos para a analise de residuos em
alimentos sdo baseados em LC-MS/MS, sendo que a cromatografia liquida, na
maioria das vezes, é de fase reversa e utiliza-se um gradiente de fase movel
(BOGLIALLI e DI CORCIA, 2009). O uso de fase movel aquosa acidificada é
bastante comum em analise de antibacterianos por espectrometria de massas, pois
melhora a eficiéncia da ionizacdo (GROS et al., 2013). Os analisadores de massa do
tipo triplo quadrupolo tém se tornado a técnica de escolha no &mbito de andlise de
residuos em alimentos. A fonte de ionizacdo mais aplicada nesses casos é fonte de
ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI) pela alta polaridade dessas substancias. A
desvantagem dessa forma de ionizacao é a possivel supresédo de sinal (BOGLIALLI
e DI CORCIA, 2009).

Para a analise qualitativa e quantitativa de residuos de medicamentos
veterinarios em produtos de origem animal deve-se utilizar métodos validados
(657/CE/2002). A validacdo de um método analitico € o processo pelo qual se
estabelece, através de estudos laboratoriais, se os parametros de desempenho
analitico atendem as exigéncias para a aplicacdo analitica pretendida. Os estudos
para validacdo dos métodos analiticos devem ser realizados de acordo com 0s
principais coédigos oficiais, avaliando os seguintes parametros de desempenho
analitico: especificidade, linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo
intermediaria), exatiddo, robustez, quando aplicaveis, limites de deteccdo e
quantificacdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005a). Para os métodos utilizados para a
determinacdo de residuos de medicamentos em alimentos utiliza-se os parametros
de Limite de Decisédo (CCa) e Capacidade de Detecgéo (CCR). Essas definigdes sao
utilizadas pela Unido Europeia e indicam o menor nivel no qual o método pode
discriminar com uma certeza estatistica de 95% que o analito esta presente (CCa) e

a menor quantidade que pode ser detectada, identificada e/ou quantificada em uma
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amostra por um determinado método com uma probabilidade de erro aceitavel (CC)
(657/CE/2002; PASCHOAL et al., 2008). Esses parametros sdo importantes pois
levam em consideracdo a variabilidade inerente do método validado. Segundo a
diretiva da Comunidade Europeia (657/CE/2002) sao estabelecidos critérios de
desempenho e procedimentos para a validacdo de métodos qualitativos,
guantitativos e de confirmacao separadamente.

3.3.1 Determinacao qualitativa de antibacterianos por meio de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em série

Os métodos de triagem qualitativos séo utilizados para processar um nimero
elevado de amostras com o objetivo de evitar resultados falso-negativos. Devem ser
capazes de detectar uma substancia ou classe de substancias ao nivel requerido
(657/CE/2002). Para efeitos de triagem pode-se utilizar as técnicas analiticas
validadas que possuam uma taxa de resultados falso-negativos inferiores a 5% (erro
B ao nivel requerido). Recentemente, novas tendéncias usando as vantagens da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (MS/MS) ou
espectrometria por tempo de voo (TOF-MS) tém sido desenvolvidas para triagem de
medicamentos de diferentes classes. Essas ferramentas permitem analisar um
grande namero de medicamentos veterinarios simultaneamente (KAUFMANN et al.,
2008; STOLKER et al., 2007; WILLIAMSON e BARLETT, 2007; STOLKER et al.,
2008). Quando ha suspeita de resultado positivo, este deve ser analisado

novamente por meio de um método quantitativo e confirmatorio (657/CE/2002).

Os critérios de desempenho analitico para métodos de triagem incluem:
especificidade e seletividade, limite de deteccdo (LD), (CCp), aplicabilidade,
robustez e estabilidade. E importante esclarecer que o LD é a menor concentracéo
gue se pode detectar um analito por meio de um determinado método e o valor de
CCp € a menor concentragcao que se pode detectar um analito com erro estatistico <
5%. Para tanto, a determinacao pratica do valor de CCp é realizada pela fortificacao
de 21 replicatas em concentragdes abaixo do LMR estabelecido para a(s)
substancias. A concentracdo na qual se obtiver, no maximo, um resultado negativo
sera o valor de CCp. Esse experimento conduz a um método eficiente e capaz de
fornecer uma probabilidade de resultados falso-negativos de 5%. Um método de

triagem é definido como o primeiro processo aplicado com o objetivo de detectar a
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presenca ou ndo de uma substancia (AERTS et al., 1995; ORTELLI et al., 2009;
STEAD et al., 2011; LEHOTAY et al., 2013).

Foram encontrados na literatura trabalhos referentes a andlise de
antibacterianos em diferentes matrizes por meio de LC-MS/MS com abordagem

qualitativa, alguns dos quais estéo descritos na Tabela 3.1.
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Tabela 3. 1. Métodos qualitativos encontrados na literatura utilizando LC-MS/MS para a determinacao de antibacterianos em

diferentes matrizes.

Referéncia

Farmacos

Extracdo

Matriz

Granelli e Branzell (2007)

Tetraciclinas, sulfonamidas,
quinolonas, B-lactamicos e
macrolideos

EDTA 0,1M e metanol 70%

Mdusculo e Rim

Sulfonamidas, tetraciclinas,3-

Turnipseed et al. (2008) lactamicos, fluorquinolonas e Acetonitrila, EFS*, filtrac&o Leite
macrolideos
Dois processos extrativos para
58 antimicrobianos (sulfonamidas, diferentes classes
penicilinas, cefalosporinas, 1-Acetonitrila, centrifugacgéo,
Gaugain-Juhel et al. (2009) macrolideos, tetraciclinas, evaporacao, diluicdo com acetato de Leite
quinolonas, aminoglicosideos e amadnio e filtracéo;
lincomicina) 2- acido tricloroacético (TCA) 5%,
centrifugacéo e filtracdo
150 farmacos veterinarios
Ortelli et al. (2009) (fluorqullnplonas, squoAnarnldas, Acetonitrila, ultrafiltracéo, evaporacéao Leite
tetraciclinas, § —lactamicos,
bromexina)
Doxiciclina, enrofloxacino, Acetonitrila acidificada com 1% de
. danofloxacino, difloxacino, acido aceético, EDTA, sulfato de .
Vidal et al. (2010) . . ; o ; b Leite
sulfametazina, sulfadimetoxina e magnésio anidro, acetato de sédio,
sulfaclorpiridazina centrifugacéo e filtracdo
. Tetraciclinas, sulfonamidas Metanc_)l_, acetonitrila gcidific_a_dos,
Bittencourt et al. (2012) ' ' EDTA, utilizacao de areia purificada e Musculo

quinolonas e fluorquinolonas

tratada com EDTA

Martins et al. (2014)

Tetraciclinas, sulfonamidas,
quinolonas e fluorquinolonas

Dois processos extrativos diferentes
para cada matriz utilizando etanol
acidificado e EDTA para o leite e

metanol, acetonitrila e EDTA para o

figado.

Leite e Figado bovinos

*Extrac@o em fase sélida.
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O interesse em propor métodos qualitativos utilizando técnicas de LC-MS/MS
se baseia na eliminacdo de resultados falso-positivos ou falso-negativos que
ocorrem comumente em testes rapidos de triagem. Além disso, um kit de teste
rapido de triagem € necessario para cada classe de antibacterianos, o que torna a
abordagem desfavoravel financeiramente (ORTELLI et al., 2009). A baixa
sensibilidade desses testes € outro fator que corrobora a importancia do

desenvolvimento de analises de confiaveis.

3.3.2 Determinacgédo quantitativa de antibacterianos por meio de cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas em série

Os métodos de confirmacao para residuos e contaminantes devem fornecer
informacBes completas para a identificacdo inequivoca de uma substancia e, caso
necessario, sua quantificagdo ao nivel requerido. Os métodos quantitativos sao
capazes de determinar a fracdo massica de uma substancia, podendo esta ser
expressa por meio de um valor numeérico com as unidades apropriadas. Para tanto,
meétodos que utilizam apenas a analise cromatografica, sem recurso de detecc¢éo por
espectrometria, ndo sdo adequados enquanto métodos de confirmacdo. Um método
baseado em espectrometria de massas € adequado para confirmacdo apenas se
usado ap6s uma separacdo prévia por cromatografia (657/CE/2002). As técnicas de
espectrometria de massas em série (MS/MS) devem ser baseadas em
monitoramento de reacOes selecionadas. Para as analises quantitativas,
analisadores de massas do tipo triplo quadrupolo séo preferidos por apresentarem
maior seletividade do que os analisadores por tempo de voo (TOF-MS) (ORTELLI et
al., 2009).

Os estudos para validacdo dos métodos analiticos devem ser realizados de
acordo com os principais Cdédigos Oficiais, avaliando os seguintes parametros de
desempenho analitico: recuperacdo, efeito matriz, seletividade, especificidade,
linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatidao, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, CCa, CCp, robustez e aplicabilidade (BRASIL,
2003; 657/CE/2002). Como pode ser notado, existem alguns parametros a serem
avaliados que sdo especificos no que diz respeito a analise de residuos em
alimentos. Além disso, alguns fatores como a utilizacdo de padronizacdo interna,

bem como a analise do efeito que a matriz provoca na resposta do analito séo
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primordiais para o desenvolvimento de um método satisfatério (BRONSEMA et al.,
2012).

Quando se emprega espectrometria de massas, 0 uso de padronizacao
interna € bastante comum. Além das variabilidades com relacdo ao detector, existem
efeitos relacionados a intensidade do sinal devido a supressao idnica, principalmente
com relacdo as técnicas de ionizacdo mais utilizadas como a eletronebulizacéo,
causada por co-eluicdo de componentes da matriz que influenciam na formacao do
ion (CHAMBERS et al.,, 2007; JEMAL et al.,, 2010; BRONSEMA et al., 2012). A
escolha de um padréo interno deve ser baseada em compostos que apresentem
uma relagcdo estrutural com o(s) analito(s), ou seja, propriedades fisicas e quimicas
semelhantes aos analitos de interesse. O padrédo interno (Pl) ndo pode estar
presente na amostra, mas suas propriedades fisico-quimicas devem ser tao
semelhantes quanto possivel da(s) substancia(s) a analisar e, ao mesmo tempo,
deve gerar uma resposta que possa ser diferenciada do(s) analito(s) em questdo. O
padrdo interno deve ser adicionado em quantidades iguais a cada amostra a
analisar, bem como a cada amostra controle (657/CE/2002). Devido a semelhanca
do padrédo interno com o analito, a relacdo entre 0s mesmos ndo se modifica, pois
ambos apresentam a mesma perda no processo de extracdo, digestao ou ionizagao.
Desta forma, o (PI) corrige a resposta causada pela variabilidade do procedimento
analitico (BRONSEMA et al., 2012).

O preparo de amostra € o processo pelo qual os residuos quimicos sao
retirados da matriz, removendo interferentes e, se necessario, concentrando o
extrato. Desta forma, no ambito da analise de residuos de medicamentos
veterinarios em produtos de origem animal o preparo da amostra é critico. Para
métodos que envolvem um grande numero de analitos, a opcdo é a utilizacdo de
meétodos extrativos ndo seletivos para abranger compostos com propriedades fisico-
quimicas distintas. Com a utilizacdo de métodos de extracdo mais genericos, o
extrato final pode conter uma quantidade significativa de componentes da matriz que
podem interferir na deteccdo e na seletividade do método (BERENDSEN et al.,
2013). Para a analise de medicamentos veterinarios em produtos de origem animal,
a acetonitrila € a mais reportada como solvente de extracdo (MOL et al., 2008). A

acetonitrila apresenta vantagens interessantes, possibilitando a extracdo de
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componentes de diferentes polaridades e possibilita a extracdo de um menor
namero de co-extrativos, como gorduras e pigmentos que podem estar presentes na
matriz. Além disso, quando acidificada, a acetonitrila pode proporcionar um aumento
na recuperacao de alguns analitos e € o solvente mais adequado para utilizacdo em

cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (MASTOVSKA e
LEHOTAY, 2004).

O efeito matriz deve ser determinado e pode contribuir na alta variabilidade da
exatiddo, fazendo com que seja mais dificil quantificar amostras positivas. Um
aumento importante na exatiddo do método indica um aumento de sinal obtido por
componentes da matriz e deve ser controlado para evitar erros (ORTELLI et al.,
2009). A avaliacdo do efeito matriz se torna importante nos métodos cromatograficos
acoplados a espectrometria de massas devido a possibilidade de ocorrer supressao
da ionizagcédo e, consequentemente, diminuicdo da resposta obtida. O efeito matriz
pode ser originado pela competicdo entre o analito e os interferentes que co-eluem
com o mesmo. Dependendo das condicbes de ionizacdo e evaporacdo, esta
competicdo pode levar a um decréscimo de sinal (supresséao ibnica) ou um aumento
do sinal. Se o efeito matriz calculado for superior a 100%, tem-se um aumento de
sinal pela presenca dos componentes da matriz. Se o efeito matriz for inferior a
100%, tem-se uma supressao de sinal, o que é considerado uma desvantagem
(GOSETTI et al., 2010). Para avaliar esse parametro, deve-se utilizar uma solucao
padrdo com os analitos investigados, uma amostra fortificada com os analitos
investigados e uma amostra fortificada com os analitos investigados apés o
processo de extracdo, todas no mesmo nivel. Os valores em &rea obtidos séo

submetidos aos seguintes calculos:

Efeito Matriz (%) =TS x 100
S

Recuperacéo (%) =R x 100
TS

Onde,

TS = Tissue Standard, matriz fortificada apds o processo de extracao;
S = Solucao dos analitos em solvente;

R = Amostra contendo todos os analitos.
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A presenca de compostos enddgenos em pequenas goticulas da solugdo
nebulizada pode resultar em aumento de sinal dos analitos comparado a uma
solucéo de referéncia. O uso da curva padrdo feita em matriz supera os efeitos de
matriz e € o método mais utilizado na maioria dos trabalhos que abrangem analise
de residuos (BOGLIALLI e DI CORCIA, 2009).

A recuperacédo aceitavel dos antibacterianos obtida pelo processo de extracao
deve estar entre 70 e 120% quando se esta trabalhando com concentracdes entre
10 e 100 ng.g* e entre 60 e 130% quando a concentragdo trabalhada é inferior a 10
ng.g? (657/CE/2002).

A seletividade de um método é avaliada com a finalidade de verificar as
possiveis interferéncias que podem ocorrer no método pelas caracteristicas
inerentes da amostra. Para tanto deve-se analisar um numero adequado de
amostras em branco representativas (n=20) e verificar as possiveis interferéncias na
zona em que se prevé a eluicdo da substancia a analisar. Deve-se verificar se a
presenca de interferentes pode conduzir a uma falsa identificacdo ou influenciar

apreciavelmente na quantificacdo (657/CE/2002).

A especificidade de um método é a capacidade do mesmo em distinguir a
substancia a analisar de outras substancias, dependendo essencialmente da técnica
utilizada. A espectrometria de massas € uma técnica bastante especifica,
principalmente ao trabalhar no modo de “Monitoramento de Reagbes Selecionadas”
(SRM). A presenca de duas transicdes em combinacdo com o tempo de retencéo
esperado garante a identificacdo inequivoca do analito (657/CE/2002; BOGLIALLI e
DI CORCIA, 2009; GAUGAIN-JUHEL et al.,, 2009). Para cada analito, deve-se
verificar a razdo entre o ion precursor e o ion de confirmacdo. Essa razdo idnica
deve ser identificada por meio do espectro ou pela integracdo dos sinais. O ion
produto deve ter uma intensidade = 10% do ion precurssor. A relacdo entre 0s

mesmos deve permanecer e as tolerancias estdo demonstradas na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Tolerancias aceitas na razdo entre o ion precursor e o0 ion de
confirmacao (razdo ionica).

% em relagdo ao ion precursor Tolerancia
>50% +20%
20% - 50% + 25%
10% - 20% + 30%
<10% + 50%

*Fonte: 657/CE/2002.

A linearidade de um método representa a relacédo existente entre a variacao
da concentracéo e a resposta analitica. A Unido Europeia recomenda o emprego de,
pelo menos, 5 pontos na constru¢do da curva analitica. Os resultados obtidos devem

ser avaliados estatisticamente.

A precisdo de um método é o grau de concordancia entre resultados de
ensaios independentes calculados sob a forma de desvio padréo relativo (DPR%) ou
coeficiente de variacdo (CV%). A repetibilidade é o resultado de ensaios
independentes do mesmo método, com 0 mesmo material de ensaio, no mesmo
laboratorio, realizado pelo mesmo operador e utilizando o0 mesmo equipamento num
mesmo dia. A precisao intradia (repetibilidade), relaciona os resultados de diferentes
replicatas obtidos em um mesmo dia de analise. A precisdo interdia (precisao
intermediaria) relaciona os resultados obtidos em dias diferentes. A reprodutibilidade
€ o resultado de ensaios independentes do mesmo método, com 0 mesmo material
de ensaio, mas em equipamentos diferentes, operadores diferentes, laboratorios
diferentes (657/CE/2002).

A exatiddo de um método é o grau de concordancia entre o resultado de um
ensaio e o valor de referéncia. Quando ndo existe Material de Referéncia Certificado
(MRC) disponivel, que consiste em um material com um conteddo especifico de
substancia a analisar, a recuperacdo deve ser determinada por meio da matriz
branca fortificada. Na Tabela 3.3 estdo demonstrados os valores aceitos para a
exatiddo do método.

Tabela 3.3. Valores de recuperacéo aceitos para a exatiddo do método.

Fracdo méassica Intervalo

<1 ug/kg -50% a +20%
>1 ug/kga 10 pg/Kg -30% a +10%
<10 pg/kg -20% a +10%

*Fonte: 657/CE/2002.
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O limite de deteccdo (LD) € a menor concentracdo de analito que pode ser
diferenciada do zero. Para métodos envolvendo cromatografia o valor obtido deve
apresentar uma relacdo entre o sinal e o ruido superior a 3 (PASCHOAL et al.,
2008).

O limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo de analito que pode
ser quantificada com precisdo e exatiddo adequadas. Para métodos envolvendo
cromatografia o valor obtido deve apresentar uma relacdo entre o sinal e o ruido
superior a 10. Para que o método seja aceitavel, o limite de quantificacdo deve ser
menor que o LMR do analito (PASCHOAL et al., 2008).

O limite de decisao (CCa) e a capacidade de deteccéo (CCP) séo dois limites
estatisticos que servem para avaliar as concentra¢gdes criticas acima das quais o
método diferencia e quantifica com seguranca uma substancia levando em conta a
variabilidade do método e o risco estatistico de ter uma deciséo errada. O CCa é o
limite acima do qual se pode concluir que uma amostra é ndo conforme com uma
probabilidade de erro a (probabilidade de uma amostra ser conforme apesar de ter
tido um resultado ndo conforme (falso +) (ORTELLI et al., 2009). Para substancias
com LMR definidos, CCa é a concentragao acima da qual se pode concluir com uma
probabilidade de erro a que uma amostra é positiva. Este parametro pode ser
determinado das seguintes formas descritas a seguir. Por meio da curva padréo,
usando-se material em branco fortificado em redor do limite permitido, em pontos
equidistantes ao LMR, analisando os resultasos em fungdo da concentracao
adicionada, tendo como CCa o valor do LMR mais 1,64 vezes o desvio padrao da
reprodutibilidade intralaboratorial. Ou analisando, pelo menos, 20 amostras brancas
fortificadas no LMR. O CCa é igual a concentragcdo do limite permitido mais 1,64
vezes o0 correspondente desvio padrdo da reprodutibilidade intralaboratorial. O CCp
€ definido como a menor quantidade de substancia que pode ser detectada,
identificada e/ou quantificada numa amostra com uma probabilidade de erro B. Em
B% dos casos uma amostra positiva vai ser classificada como negativa e revela um
resultado falso negativo. Este parametro pode ser determinado das seguintes formas
descritas a seguir. Por meio da curva padrdo, usando-se material em branco
fortificado em redor do limite permitido, em pontos equidistantes ao LMR, analisando

os resultasos em funcdo da concentragdo adicionada, tendo como CCf o valor do
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CCa mais 1,64 vezes o desvio padrao da reprodutibilidade intralaboratorial. Ou
analisando, pelo menos, 20 amostras brancas fortificadas no LMR. O CCf é igual a
concentracdo do CCa mais 1,64 vezes o correspondente desvio padrdo da
reprodutibilidade intralaboratorial. (657/CE/2002; BOGLIALLI e DI CORCIA, 2009).

bY

A robustez de um método corresponde a suscetibilidade do mesmo a
alteracOes das condi¢Oes experimentais, seja por mudancas no pH, alteragbes no
armazenamento de solucdes, lote de reagentes e colunas (657/CE/2002), bem como
a realizacdo do método por analistas diferentes. A possibilidade da utilizacdo de
diferentes equipamentos também gera um dado importante de robustez para
andlises de rotina, podendo contar com a intercambialidade de maquinas em

sitacBes de manutencdo ou problemas.

A aplicabilidade do método tem por objetivo a verificacdo do real desempenho
do método proposto em amostras além das utilizadas na validagdo. A analise de
diferentes materiais provenientes de varios produtores possibilita a visualizacdo da
performance geral do método. Além disso, em um ndmero elevado de analises por
meio do método proposto, podem ser feitos ajustes, caso necessario. Esses estudos
utilizam a introducao deliberada pelo laboratério de pequenas variagdes razoaveis e
a observacdo de suas consequéncias. Desta forma, na diretiva 657 da Uniao
Europeia a aplicabilidade estd descrita juntamente com a robustez do método
(657/CE/2002). Para tanto, a aplicabilidade deve ser avaliada em amostras reais,
contaminadas ou ndo. Por meio da experimentacao € possivel avaliar o real valor do
método. As técnicas desenvolvidas devem ser atrativas e Uteis para analises de
rotina (STTUBINGS e BIGWOOD, 2009).

Os métodos quantitativos encontrados na literatura pesquisada para a matriz
leite e figado bovinos com relacdo aos farmacos abordados neste trabalho estdo

descritos na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Métodos quantitativos baseados em CL-EM/EM referentes a analise de antibacterianos em leite e figado bovinos

descritos na literatura pesquisada.

Referéncia Matriz

Farmacos

Extracdo

Goto et al., 2005 Mu§culo, flgado, rim (bOVJI’]O);
Musculo, figado, rim (suino)

Tetraciclinas e penicilinas

Agua destilada e ultrafiltragio

Koesukwiwat et al. 2007 Leite

Sulfonamidas e tetraciclinas

TCA/Tampao Mcllvaine

Martins-Junior et al. 2007 Leite

B-lactamicos,tetraciclinas, sulfonamidas e
eritromicina

Acetonitrila, cloreto de sédio, evaporacgéo

Ruyck e Ridder 2007

Leite

Tetraciclinas

Acido tricloroacético 20%, centrifugacao,
filtracdo, EFS*, evaporacao.

Shao et al. 2007

Musculo, rim e figado

Quinolonas e tetraciclinas

Tampé&o Mcllvaine/EDTA

Boglialli et al. 2008

Leite

Quinolonas e Fluorquinolonas

Extracdo com 4gua (90 °C)

Hermo et al. 2008

Figado (suino)

Quinolonas

Acido fosforico:MeCN (73:27), filtrac&o,
EFS*

Hermo et al. 2008 Leite Quinolonas e Fluorquinolonas Acetonitrila, &cido tricloroacético, EFS*
Acetonitrila, sulfato de am®énia,
Kaufmann et al. 2008 Figado Mais de 100 farmacos veterinarios evaporacdao, hidréxido de aménia,
centrifugacdo, EFS*
Turnipseed et al. 2008 Leite Beta lactamicos, sulfonamidas, tetraciclinas, Acetonitrila, centrifugacéo, acido formico

fluorquinolonas, macrolideos

0,1%, EFS*

Hoff et al, 2009

Figado (ave)

Sulfonamidas

Sulfato de sédio anidro, acetonitrila,
centrifugacéo, evaporacéo

Acetonitrila com acido acético 5%,

Tang et al. 2009 Leite Fluorquinolonas evaporacio e EFS*
. . i . Comparacéo de 4 métodos diferentes,
Junza et al. 2011 Leite Quinolonas, penicilinas e cefalosporinas todos utilizando EES*
Acido tricloroacético, centrifugaco,
Ruiz-Viceo et al. 2012 Leite Fluorquinolonas tampé&o formiato de amdnio, hidréxido de
amadnio e filtragéo.
Karageorgou et al. 2013 Leite Cefalosporinas e fluorquinolonas EFS* polimérico e QUEChERS**

* Extracdo em fase solida; ** Quick, easy, cheap, effective, rugged, and safe.
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3.4 Substancias quimicas de referéncia utilizadas na validacdo dos métodos

propostos

A pureza das substancias utilizadas como referéncia é de extrema
importancia para o desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos. Para tanto,
materiais de referéncia bem caracterizados e com pureza documentada devem ser
utilizados para o estudo de validacdo. Material de referéncia certificado (MRC) € um
(ICH, 2005a;

657/CE/2002). Na Tabela 3.5 encontram-se descritas as substancias quimicas de

material com conteldo especifico de substancia a analisar

referéncia utilizadas na validacdo dos métodos multirresiduo.

Tabela 3.5. Substancias Quimicas de Referéncia utilizadas na validacdo dos
métodos.

Compostos Fornecedores Grau de Numero CAS Formula
pureza (%) Molecular
Sulfadiazina Sigma Aldrich 99,0 6835-9 C10H10N4O2S
Sulfametazina Sigma Aldrich 99,4 1981-58-4 C12H13N4O2SNa
Sulfametoxazol Sigma Aldrich 98,0 723-46-6 C10H11N303S
Sulfaquinoxalina Sigma Aldrich 98,0 967-80-6 C14H11N4sNaO2S
Sulfadimetoxina Sigma Aldrich 99,0 122-11-2 C12H14N404S
Sulfadoxina Shering Plough 99,0 2447-57-6 C12H14N404S
Sulfaclorpiridazina Sigma Aldrich 99,4 80-32-0 C10H9oCIN4O2S
Sulfamerazina Sigma Aldrich 99,0 127-79-7 C11H12N402S
Sulfapiridina (P1) Sigma Aldrich 99,0 144-83-2 C11H11N302S
Sulfatiazol Sigma Aldrich 99,9 72-14-0 CoHoN302S:>
Sulfizoxazol Sigma Aldrich 99,9 127-69-5 C11H13N303S
Danofloxacino Sigma Aldrich 99,9 112308-08-0 C19H20FN303
Acido Nalidixico Sigma Aldrich 99,0 7439-93-2 C12H12N203
Acido Oxolinico Sigma Aldrich 98,0 14698-29-4 C13H11NOs
Flumequina Riedel- de Haen 99,7 42835-25-6 C14H12FNOs3
Enrofloxacino Sigma Aldrich 99,9 93106-60-6 C19H22FN3O3
Ciprofloxacino Sigma Aldrich 99,9 85721-33-1 C17H18FN3Os3
Difloxacino Sigma Aldrich 99,8 91296-86-5 C21H19F2N3O3
Norfloxacino Sigma Aldrich 99,9 70458-96-7 Ci6H18FN3Os3
Sarafloxacino Sigma Aldrich 97,2 91296-87-6 C20H17F2N303
Enrofloxacino — D5 (PI) Sigma Aldrich 99,0 1173021-92-5 C19H22FN303-Ds
Tetraciclina Sigma Aldrich 98,0 60-54-8 C22H24N20s
Oxitetraciclina Sigma Aldrich 98,1 2058-46-0 C22H25CIN20g
Clortetraciclina Sigma Aldrich 93,1 57-62-5 C22H23CIN20s
Demecoxiclina (PI) Sigma Aldrich 93,7 64-73-3 C21H21CIN20s
Doxiciclina Sigma Aldrich 99,6 24390-14-5 C22H24N20g
Trimetoprima Sigma Aldrich 99,5 738-70-5 C14H18N4O3
Bromexina Sigma-Aldrich 98,0 611-75-6 C14H20Br2N
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3.5 Matrizes Alimentares

A complexidade das matrizes alimentares requer ndo somente o preparo
exaustivo de amostras, mas também técnicas acopladas que sdo usadas por sua
automacdao e vantagens. A manipulacdo das amostras deve evitar a possibilidade de
uma contaminacdo acidental ou a perda das substancias a analisar (657/CE/2002,;
BOGLIALLI e DI CORCIA, 2009).

3.5.1 Leite

Em leite, antibacterianos sdo residuos quimicos encontrados com bastante
freqUéncia tanto no Brasil como em outros paises, sendo a principal fonte 0 manejo
inadequado de farmacos no controle de mastites. O leite deve estar isento de
contaminacdo por farmacos veterinarios. Assim sendo, a presenca dos mesmos €&
um fator que afeta negativamente a qualidade do leite e seus derivados (NERO et
al., 2007).

Constitui grande preocupacao a presenca de residuos de antibacterianos no
leite de consumo, uma vez que representam risco a saude do consumidor e
interferem na producdo de derivados, inviabilizando muitas vezes a producao
destes, causando também prejuizos econdémicos. O leite e seus derivados sao
amplamente consumidos por bebés, criancas, adultos e idosos em todo o mundo.
Os residuos mais comumente encontrados em leite sdo farmacos veterinarios como
antibacterianos, hormdnios, anti-helminticos, agrotéxicos. Nos Ultimos anos, a
ocorréncia de residuos de antibacterianos em leite tem sido um dos grandes
desafios impostos a industria dos alimentos, pelo fato de interferirem na manutencao
de alguns produtos lacteos, causarem hipersensibilidade em humanos e
aumentarem a resisténcia aos tratamentos com antibacterianos. A persisténcia de
residuos desses farmacos no leite varia com o agente e depende de varios fatores,
como, por exemplo, dose e via de administragdo, excipiente utilizado e a
solubilidade, entre outros. Pesquisas recentes demonstraram a influéncia do
processo inflamatoério da glandula maméaria (mastite) na persisténcia de eliminacao
de residuos de antibacterianos apés o tratamento, seja por via intramamaria ou

sistémica, muitas vezes além do periodo de caréncia preconizado. A clortetraciclina
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tem um periodo minimo de eliminacdo de 6 dias, ja a oxitetraciclina de 4 dias
(JAHED, 2007).

O leite pode ser considerado uma emulsdo O/A, gotas de gordura em um meio
aguoso. Portanto, o leite € uma emulsdo complexa, sendo constituida por uma
mistura de &gua, proteina, lipidios, enzimas, minerais, agucar, entre outros
compostos. Além disso, o leite ndo € homogéneo, contendo uma solucéo coloidal e
proteinas globulares, uma disperséo de lipoproteinas e uma dispersao de micelas de
caseina. A composicdo do leite pode variar de acordo com o armazenamento,
pausterizacdo, oxidagdo, crescimento de microrganismos e processos enzimaticos.
Como o leite apresenta diferencas fisico-quimicas em suas fases, os farmacos
podem distribuir-se diferentemente nas mesmas de acordo com suas caracteristicas.

A composicao do leite esta descrita na Tabela 3.6 (AERTS et al., 1995).

Tabela 3.6. Composicao do leite.

Componente Quantidade/Valor
Agua 87%
pH 6,7

3,3 % (caseina (78%), lactalbuminas,

Proteinas \ . : .

lactoglobulinas, imunoglobulinas, lactoferrina)
Lividios 3,7 % (triglicerideos (95%), fosfolipideos (1%),

P colesterol (0,3%))
Carboidratos 4,7 % (Predominantemente lactose)
Enzimas Peroxidase, fosfatase, lipase, xantina-oxidase
Vitaminas A, D,E K, B
s . 0,7 % (Principalmente calcio e fosfatos de
Sais Minerais L
potassio)

Inibidores Aglutininas, peroxidases, lisozima

Fonte: AERTS et al., 1995.

De acordo com a literatura, a extracao liquido/liquido é a mais descrita para
matrizes liquidas como o leite (BOGLIALLI e Di CORCIA, 2009). Para a matriz leite,
o metanol é o solvente que possibilita a maior recuperacdo dos analitos, mas o
extrato final apresenta-se turvo. A turbidez do extrato se deve, provavelmente, a
ineficiente precipitacao das proteinas (MOL et al., 2008; KAUFMANN et al., 2011). A
acetonitrila € um solvente que possibilita recuperagdo satisfatoria dos analitos a
partir do processo de extracdo, minimizando co-extracao de lipidios e com eficiéncia
no processo de desnaturacdo das proteinas (CHIAOCHAN et al., 2010). Além disso,
acetonitrila € miscivel em agua e promove a extracdo em uma fase unica (LEHOTAY

et al., 2001; PRESTES et al., 2009).
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No presente trabalho foram utilizados diferentes tipos de leite. Amostras
comerciais de leite UHT integral e desnatado foram adquiridas em mercado local. Os
leites in natura foram obtidos de produtores de diferentes localidades do Brasil. A
diversidade de amostras € importante no desenvolvimento de métodos robustos,

adequados para a analise de leites com diferentes composigoes.
3.5.2 Figado

Os tecidos animais sempre requerem um tratamento prévio para a obtencao
de uma amostra homogénea. A extracdo liquida de tecidos triturados e
homogeneizados como o figado € referida como extracdo em fase liquida
(BOGLIALLI E DI CORCIA, 2009). O figado é rico em ions, tais como calcio, sodio,
potassio e quantidades significativas de ferro, explicando sua utilizacdo em anemias
ferropriva. Desta forma, para a analise das tetraciclinas deve-se utilizar um agente
complexante como, por exemplo, o0 EDTA, j& que esses compostos quelam com os
metais existentes nessa matriz. Para analise de medicamentos em figado, deve-se
dar atencdo especial ao processo extrativo devido a alta quantidade de gordura
presente. A gordura pode ser responsavel pela obtencéo de extratos turvos, portanto
a matriz deve passar por um processo de clean up para diminuir a presenca deste
coextrativo nas andlises (BERENDSEN et al., 2013).

O figado pode ser utilizado como uma importante matriz devido a elevada
guantidade de residuos que pode ser encontrada, ja que é o tecido responsavel pela
metabolizacdo de muitos farmacos. O figado contém sistemas ativos de enzimas
metabdlicas que podem levar a uma biotransformacéo de farmacos in vitro, o que
pode deixar mais complexa a andlise de detarminadas substancias (AERTS et al.,
1995). Poucos trabalhos foram publicados para a analise de residuos de
antibacterianos em figado bovino, tornando essa matriz um alvo importante para

investigacao.
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4.1 Introducéao

A analise qualitativa de antibacterianos em produtos de origem animal é uma
estratégia importante para deteccdo desses contaminantes nos alimentos,
amplamente consumidos pela populacdo. Normalmente, os testes qualitativos sao
baseados na inibicdo do crescimento microbiano, testes imunoldgicos e testes
enzimaticos com receptores especificos (BLASCO et al., 2009) Porém, esses
métodos s&o pouco sensiveis e podem gerar resultados falso-positivos (GENTILLI et
al., 2005).

A combinacdo da cromatografia liquida com a espectrometria de massas em
série torna possivel a identificacdo de tracos de antibacterianos em matrizes
complexas (GENTILLI et al., 2005). H4 uma tendéncia para a analise de residuos
com a utilizacdo de métodos mais genéricos que possam detectar uma ampla gama
de compostos em uma Unica corrida analitica (BERENDSEN et al., 2013). Desta
forma, a utilizacdo das vantagens de seletividade e sensibilidade da cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em série pode contribuir muito com a

capacidade operacional de laboratérios envolvidos em analise de residuos.

Uma vantagem importante relacionada aos meétodos qualitativos de triagem é
gue a maioria deles sdo baseados em procedimentos de preparacdo de amostra
simples, rapidos e de baixo custo, caracteristicas fundamentais para essa
abordagem (CHAFER-PERICAS et al., 2010). Além disso, o processo de validac&o
nao envolve tantas etapas como as exigidas para métodos quantitativos (STEAD et
al., 2011). Tendo em vista a importancia dos métodos qualitativos eficientes para o
fluxo de trabalho de um laboratoério de rotina de analise de residuos, um método com

tais caracteristicas foi proposto nesse trabalho.
4.2 Artigo

O artigo A simple and cheap non-SPE screening method for antibacterial
residue analysis in milk and liver using liquid chromatography-tandem mass
spectrometry foi publicado na revista Talanta (v.129, p.374-383, 2014), doi-
10.1016/j.talanta 2014.04.049. Este artigo descreve o desenvolvimento e a validagao

de um método qualitativo para a determinacdo de quinolonas, fluorquinolonas,
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tetraciclinas, sulfonamidas e trimetoprima em leite e figado bovinos utilizando-se LC-
MS/MS (p. 53 - p. 75).

Resumo

Em laboratérios de rotina, métodos de screening multiclasse sdo capazes de
processor um numero elevado de amostras em um curto espac¢o de tempo. O maior
desafio é desenvolver uma metodologia capaz de detectar diferentes analitos de
diferentes classes combinando a simplicidade do método com um custo viavel para
os laboratorios. Uma técnica eficiente para analise de residuos de antibacterianos de
diferentes classes (fluorquinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas e trimetoprima) foi
desenvolvido baseado numa extragdo simples e com a utilizagdo de pequenas
guantidades de solvente para o leite e figado bovinos. Etanol acidificado foi utilizado
como solvente de extracdo para amostras de leite. Para a matriz figado, utilizou-se
areia tratada com EDTA para a maceracado do tecido, agua, metanol e acetonitrila
acidificada como solventes de extracdo. Um total de 24 antibacterianos foram
incluidos nos métodos propostos e analisados por meio de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). No figado bovino a
sulfaquinoxalina-OH, metabdlito da sulfaquinoxalina, também foi incluida. O
processo de validacdo para o método de screening foi realizado de acordo com a
diretiva 657 da Unido Europeia ((2002/657/UE). A capacidade de deteccao (CCp) foi
determinada para cada matriz e para cada analito, obtendo-se valores inferiores a
0,5 x LMR para a maioria dos analitos. A especificidade e robustez foram avaliadas
no presente trabalho. Amostras de rotina contaminadas ou ndo foram analisadas por
meio dos métodos propostos. Os resulltados demonstraram que o método detectou
adequadamente amostras contaminadas que foram confirmadas posteriormente por
meio de método quantitativo e confirmatério. Além disso, 0s resultados
demonstraram que o0s meétodos multirresiduo propostos sdo uma importante
ferramenta de analise para laboratorios de rotina envolvidos na determinacdo de

residuos de medicamentos.
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5.1 Introducéao

Os antibacterianos s&o amplamente utilizados no gado leiteiro para o
tratamento de mastite, metrite e outras enfermidades, podendo gerar residuos
dessas substancias no leite (SCHNEIDER et al., 2009). Diversos métodos sao
utilizados para a determinacdo de antibacterianos em leite. Primeiramente pode-se
utilizar um método qualitativo para a identificacdo do composto e aproximacao da
guantidade em que o mesmo esta presente. Posteriormente, um método quantitativo
e confirmatdrio é necessario. A utilizagdo de um método quantitativo exclusivo para
cada classe, possibilita um aumento de seletividade quando comparado ao que
envolve um numero elevado de analitos (BERENDSEN, 2013).

Os métodos cromatograficos com deteccdo por espectrometria de massas
requerem um processo de preparo de amostra menos elaborado quando comparado
a cromatografia liquida com deteccédo 6ética. O tratamento de matrizes alimenticias
requer procedimentos para a desproteinizacdo, remocao de gorduras e acucares
(CARIERI et al., 2002). Para tanto, muitos métodos utilizam a extracdo em fase
sélida (EFS) para o preparo das amostras. Porém, extracbes menos complexas
podem ser aplicadas ao leite. A acetonitrila e o etanol foram anteriormente descritos
na literatura para andlises de antibacterianos em leite, demonstrando ser uma
alternativa interessante para laboratérios envolvidos com um grande numero de
amostras. Desta forma, métodos simples, baratos e rapidos, utilizando-se solventes
usuais em pouco volume foram desenvolvidos e otimizados para analises

quantitativas e confirmatorias em leite.
5.2 Artigo

A seguir encontra-se o artigo submetido ao periédico International Dairy
Journal. Este artigo descreve a validacdo e aplicacdo de trés diferentes métodos
para a determinacdo de fluorquinolonas, tetraciclinas, sulfonamidas, trimetoprima e

bromexina em leite bovino (p. 80 — p. 103).

Determination of fluoroquinolones, tetracyclines, sulfonamides, bromexine and
trimethoprim in bovine milk by different methods using LC-MS/MS: combining
efficiency of milk control and simplicity of routine analysis
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Resumo

Antibacterianos sdo amplamente utilizados na medicina veterinaria e residuos
desses farmacos podem remanescer em alimentos de origem animal como o leite.
Métodos simples, rapidos de baixo custo e com utilizacdo de pouco volume de
solvente foram desenvolvidos para a determinagéo de quinolonas e fluorquinolonas,
tetraciclinas, sulfonamidas, trimetoprima e bromexina em leite bovino. Cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas em seérie (LC-MS/MS) foi a técnica
utilizada para o desenvolvimento dos métodos. Apesar das diferencas dos limites
méaximos de residuos permitidos (LMRs) que variam de acordo com o farmaco
(10 a 100 ng mL?), os métodos foram considerados satisfatérios em relagdo aos
parametros avaliados. Foram obtidas reuperacdes aceitaveis entre 62 e 108%. A
linearidade (r?) obtida foi acima de 0,96, considerando trés dias diferentes, sendo
que as concentracfes variaram entre 0 até 2 vezes o valor do LMR. A precisédo
intradia foi abaixo de 15,0% e a precisao interdia abaixo de 17,3% nas trés
concentracfes avaliadas, 0,5; 1,0 e 1,5 x LMR. A exatiddo do método variou entre
87 e 108%. Os limites de deteccdo e quantificacdo, bem como o limite de deciséo
(CCq) e a capacidade de deteccédo (CCp) também foram avaliados. A robustez e a
aplicabilidade foram avaliadas em amostras de leite recebidas pelo laboratério desde

2011 e estdo sendo constantemente verificadas.
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6.1 Introducéao

O figado bovino é uma importante matriz a ser analisada no que se refere a
determinacao de residuos de antibacterianos. Essa matriz € utilizada como alvo de
investigacdo por ser um alimento bastante consumido pela sua riqueza em ferro.
Além disso, pode apresentar niveis altos de residuos por ser sitio de metabolizacdo
de medicamentos pela presenca de sistemas enziméticos como citocromo Paso e
atividade de redutases (AERTS et al., 1995).

A preparacdo de amostras extremamente complexas como o figado é um
desafio em procedimentos analiticos (STTUBINGS e BIGWOOD, 2009).
Normalmente utilizam-se diversas etapas para que se obtenha uma amostra
adequada para andlises por cromatografia e deteccdo por espectrometria de
massas. Porém, o método extrativo ndo pode ser demasiadamente complexo a
ponto de impedir que a andlise seja adequada para rotinas em laboratérios que

recebem um elevado nimero de amostras (STOLKER et al., 2007).

N&o ha muitos trabalhos publicados envolvendo a andlise de medicamentos
veterinarios em figado. Os antibacterianos sdo amplamente utilizados e podem gerar
residuos. O emprego de CL-EM/EM ¢é a técnica de escolha para esse fim. Desta
forma, um método contemplando diferentes classes foi desenvolvido para o controle
da contaminacdo de antibacterianos em figado bovino, sendo a aplicabilidade

avaliada com matrizes de outras espécies como figado suino e de aves.
6.2 Artigo

A seguir encontra-se o artigo submetido ao periédico Food Additives and
Contaminants (p.108 — p. 128). Este artigo descreve o desenvolvimento e a
validacdo de um método analitico para a determinacdo de quinolonas,
fluorquinolonas, tetraciclinas e sulfonamidas em figado bovino. O trabalho também
apresenta a aplicacdo em figado de ave e suino. O farmaco trimetoprima nao foi
incluido no artigo por ndo apresentar resposta saisfatoria nos parametros de
validacdo. A recuperacdo obtida foi de 55%. O coeficiente de determinacédo (r?)
apresentou valor de 0,8780. Esses resultados requerem mais estudos. Alguns

autores sugerem a presenca de algumas enzimas do figado que podem permanecer
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mesmo apO0s a morte do animal (AERTS et al. 1995). Essas enzimas podem
metabolizer medicamentos mesmo in vitro. Um exemplo é a metabolizacdo da
sulfaquinoxalina que sofre hidroxilagédo e forma um produto com massa 317 (HOFFet
al. 2012). E importante salientar também que, num método multiresiduo/multiclasse,
alguns analitos podem ser prejudicados em detrimento de outros (GRANELLI et al.,
2007).

Determination of fluoroquinolones, tetracyclines and sulfonamides in bovine
liver using LC-MS/MS

Resumo

Residuos de antibacterianos podem ser encontrados em alimentos de origem
animal. Entre esses alimentos o figado esta incluido, j& que é fonte de ferro
importante para a nutricdo. Esse trabalho descreve um método simples, rapido, de
baixo custo e com a utilizacdo de pouco volume de solvente para a determinacao de
quinolonas, fluorquinolonas, tetraciclinas e sulfonamidas em amostras de figado
bovino. As amostras de figado homogeneizadas foram extraidas com acetonitrila
acidificada. Etapas de cleanup sem a utilizacdo de extracdo em fase sélida (SPE)
foram propostas no presente método. O extrato final foi analisado por LC-MS/MS. As
recuperacdes obtidas foram aceitaveis entre os valores de 66 a 110%. A linearidade
(r’) acima de 0,96, considerando trés dia diferentes em concentracdes variando
entre 0 e 2,0 x LMR. A preciséo intradia obtida abaixo de 14,7% e precisao interdia
abaixo de 18,8% para as concentracdes de 0,5; 1,0 e 1,5 x LMR estdo em
consonancia com as especificacbes. A exatiddo do método variou entre 86 a 110%.
Os limites de deteccdo e quantificacdo, bem como o limite de decisdo (CCq) e a

capacidade de deteccao (CCp) também foram avaliadas.
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A analise de residuos de antibacterianos em matrizes alimentares vem se
tornando uma prética indispensavel, tanto para a economia, quanto para a saude do
consumidor. Desta forma a elaboracdo de métodos capazes de detectar e quantificar
residuos sdo de suma importancia, inclusive na andalise de misturas de
contaminantes que podem estar presentes (FARRE e BARCELO, 2013). Porém, a
aplicabilidade e os custos envolvidos nas analises devem ser levados em conta para

gue o método possa ser viavel em analises de rotina.

Os antibacterianos selecionados para este estudo sdo amplamente utilizados
em medicina veterinaria. Por exemplo, pesquisas recentes demonstraram que as
tetraciclinas ocupam o segundo lugar em producédo e uso de antibiéticos em todo o
mundo, sendo que em alguns paises como, por exemplo, a China, esses farmacos
ocupam a primeira posicdo. Sao considerados os antibioticos mais baratos
disponiveis no mercado, portanto sdo atrativos para paises em desenvolvimento
(MICHALOVA et al., 2004). As sulfonamidas sdo um consenso no que diz respeito a
sua monitorizacao. Isto ocorre devido ao potencial carcinogénico que alguns desses

farmacos possuem como, por exemplo, a sulfametazina (ROCA et al., 2013).

A ideia de desenvolver um método baseado em extracdo genérica para as
andlises qualitativas, com poucos volumes de solvente foi alcancada, pois as
caracteristicas dos farmacos analisados permitiram. Alguns ajustes foram
necessarios nos métodos especificos para cada classe de antibacterianos. Devido a
presenca de acido carboxilico e um ou varios grupos funcionais amina, as
quinolonas apresentam caracteristicas anfotéricas (SARKOZY et al., 2001), desta
forma, em todos os métodos envolvendo as quinolonas e fluorquinolonas foi utilizado
o &cido férmico junto ao solvente de extracdo. A acidificacdo proporcionou uma
solubilizacdo maior desses antibacterianos. A caracteristica hidrofilica acentuada
das tetraciclinas permitiu uma extracdo simples com um solvente polar como o
etanol (DAGHRIR e DROGUI, 2013). As sulfonamidas também apresentaram bons

resultados com solventes usuais, vindo ao encontro da ideia inicial.

Uma questdo importante no desenvolvimento dos métodos extrativos foi a
viabilidade que os mesmos teriam para a analise de um grande numero de

amostras. Portanto, a elaboracdo de um método rapido, de facil execucéo, de baixo
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custo e, além disso, com a utilizacdo de pouca quantidade de solvente no processo
extrativo, foram pontos essenciais no desenvolvimento dos métodos. A utilizacdo de
pouco solvente veio ao encontro com a ideia de preservacao do analista e do meio

ambiente.

O mecanismo de ioniza¢do na interface dos equipamentos de LC- MS é
responsavel pelo efeito matriz. Isto ocorre com ionizagéo por eletrospray (ESI), ndo
ocorrendo em fontes APCI (MATUSZEWSKI, et al., 2003). Devido as caracteristicas
dos farmacos estudados, principalmente a sua polaridade, a fonte de ionizacéo
utilizada foi o eletrospray. Desta forma, o efeito matriz foi observado em todos os
métodos propostos. E importante salientar que a curva em matriz deve ser realizada
juntamente com as amostras a serem analisadas. Além disso, a matriz a ser utilizada
deve ser o mais semelhante possivel das amostras. No caso do leite, diferentes
tipos de leite com diferentes caracteristicas foram testados como o leite UHT
desnatado, leite UHT integral, leite em pa, leite in natura. A curva padréo para cada
um destes apresentou inclinacdo da reta diferente, demonstrando a importancia da
utilizacdo de um leite com as mesmas caracteristicas. Desta forma, a utilizacdo de
padrdo interno, bem como a adoc¢do de curva em matriz nas andlises de rotina se

torna fundamental para a correta determinacéo e quantificacdo dos antibacterianos.

A razdo ibnica é um parametro que se deve monitorar durante as analises de
rotina. A tolerancia depende da intensidade relativa entre o ion precursor e o ion
qualificador (% pico base). Deve-se avaliar essa relacdo em cada lote de andlise, ja
que 0 mesmo consiste em mais uma ferramenta que corrobora 0 método em
questdo. Para intensidades superiores a 50% do pico base, a tolerancia € de + 20%,
para intensidades entre 20 e 50% do pico base, a tolerancia é de + 25% e entre 10 e
20% do pico base a tolerancia é de + 30% (657/2002/UE). Durante a validacao esse
parametro foi verificado para todos os analitos, estando de acordo com as

tolerancias exigidas.

Os lotes de analise consistem em amostras e controles. As amostras a serem
analisadas devem estar em condi¢cdes adequadas (congeladas) e sé&o preparadas da
mesma maneira que 0s controles, exceto pela fortificagdo com os antibacterianos.
Os controles para um método de triagem consistem em amostra branca, 3 amostras

no valor determinado de CC[, 1 amostra no valor de 0,5xLMR, 1 amostra no valor
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do LMR, 1 amostra no valor de 1,5xLMR e 03 amostras fortificadas apds o processo
de extracdo (tissue standard). Para os métodos confirmatérios utiliza-se uma
amostra branca, uma curva padrdao na matriz, 3 amostras no valor do LMR, 3
amostras fortificadas apds o processo de extracdo (tissue standard). A curva em

matriz corrige os problemas relacionados ao efeito de matriz.

A aplicabilidade e robustez dos métodos propostos foram verificadas por meio
da andlise de amostras reais recebidas pelo laboratorio. Essa variabilidade de
amostras possibilitou que os métodos fossem testados perante diferentes amostras,
levando em consideracédo a diferenca que pode existir entre as mesmas com relagao
a sua composicdo. Para a matriz figado, pode-se avaliar a resposta do método em
amostras de diferentes espécies como bovino, suino e ave. Além disso, os métodos
propostos apresentaram-se robustos em diferentes equipamentos de LC-MS/MS.
Isto torna-se importante em laboratorios de rotina em que diferentes andlises séo

executadas diariamente e nem sempre a mesma maquina encontra-se disponivel.

Apesar de existirem diversos trabalhos publicados na area de residuos para a
matriz leite, os métodos propostos foram baseados na simplicidade de execucéo,
baixo custo, rapidez de preparo de amostras e reduzido volume de solventes
organicos para possibilitar a analise de um numero elevado de amostras num
mesmo dia e ser o menos nocivo possivel ao ambiente e aos analistas. Estas
caracteristicas foram as principais vantagens comparadas aos métodos até entdo

encontrados na literatura.

A matriz figado, por ser mais complexa, exigiu um tratamento mais elaborado
da amostra, mas também apresentou vantagens com relacédo a simplicidade, baixo
custo, rapidez, facil execucéo e quantidade reduzida de solvente de extracdo. Todos
os métodos também foram desenvolvidos para serem financeiramente viaveis por se
tratarem de analises de rotina. A possibilidade de testar os métodos em amostras
reais permitiu que os mesmos fossem avaliados constantemente. A avaliacdo real
das vantagens e desvantagens dos métodos possibilitou a realizagdo de ajustes

guando necessario. Uma particularidade da matriz figado € a possibilidade de

ocorrer metabolizacdo in vitro de alguns analitos. Foi observada a metabolizagcéo da
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sulfaquinoxalina em sulfaquinoxalina hidroxilada, portanto esse metabdlito foi

monitorado para avaliar a presenca da sulfaquinoxalina (HOFF et al., 2012).

Diante do exposto, tanto os métodos qualitativos como os métodos
guantitativos e confirmatorios cumpriram os objetivos propostos. A utilizacdo de um
método qualitativo genérico para diversos antibacterianos e a possibilidade de
quantificacdo e confirmagBes em métodos classe especificos € uma estratégia
importante e eficiente no que diz respeito a analise de residuos. Essa afirmacéo esta
sendo corroborada pela implementacdo de tais métodos na rotina para amostras
reais provenientes de diferentes produtores. Adicionalmente, métodos que
agreguem caracteristicas de preservacao ao meio ambiente vém ganhando espaco
nos dias atuais. Em sintese, os métodos propostos irdo colaborar para o controle de

residuos de antibacterianos em leite e figado bovinos.
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O método qualitativo proposto para a analise de sulfonamidas, tetraciclinas,
quinolonas e fluorquinolonas, bem como para a trimetoprima em leite bovino foi
considerado adequado para analises de rotina. As caracteristicas de simplicidade,
rapidez de execucdo, baixo custo e pouca utilizacdo de solventes foram as principais
vantagens em relacdo ao método proposto. A inclusdo de diferentes analitos de
diferentes classes enriqueceu 0 método de screening, possibilitando que apenas
amostras suspeitas sejam reanalisadas para confirmacdo e quantificacdo, ja que

apenas um pequeno numero de amostras encontra-se contaminada.

O método qualitativo proposto para a analise de sulfonamidas, tetraciclinas,
quinolonas e fluorquinolonas, bem como para a trimetoprima em figado bovino foi
considerado adequado para andlises de rotina. Este método apresentou uma etapa
de dispersdo em fase sdlida, com a utilizacdo de areia, um material barato que
apresentou resultados satisfatérios para a matriz figado. O monitoramento de
metabdlito de sulfaquinoxalina € importante para detectar a presenca da

sulfaquinoxalina.

O método quantitativo proposto para a analise de quinolonas e
fluorquinolonas em leite bovino apresentou-se satisfatério para a quantificacdo e
confirmacdo desses analitos. O método proposto é extremamente rapido, com
utilizacdo de quantidades bem pequenas de solvente de extracdo (600 L), de
simples execucdo e viavel economicamente. Apesar da simplicidade, o mesmo
apresentou parametros conformes para analise confirmatéria, bem como para a
quantificacdo dos analitos. Dentre as amostras de rotina que foram submetidas ao
método qualitativo, 04 apresentaram-se suspeitas para o ciprofloxacino e duas para
o enrofloxacino e, consequentemente, seu metabodlito majoritario que € o
ciprofloxacino. As mesmas foram submetidas ao método quantitativo e confirmadas

com a presenca destes analitos, mas abaixo do LMR.

O método quantitativo proposto para a analise de sulfonamidas, trimetoprima
e bromexina em leite bovino apresentou-se satisfatorio para a quantificacdo e
confirmacdo desses analitos. O método proposto é extremamente rapido, com
utilizacdo de quantidades bem pequenas de solvente de extracdo (600 L), de

simples execucédo e viavel economicamente. Apesar da simplicidade, o mesmo
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apresentou parametros conformes para analise confirmatdria, bem como para a
quantificacdo dos analitos. Dentre as amostras de rotina que foram submetidas ao

meétodo qualitativo, nenhuma apresentou a presenca desses analitos.

O método quantitativo proposto para a analise de tetraciclinas em leite bovino
apresentou-se satisfatério para a quantificacdo e confirmacdo desses analitos. O
método proposto é extremamente rdpido, com utilizacdo de quantidades bem
pequenas de solvente de extracdo (600 pL), de simples execucdo e viavel
economicamente. Apesar da simplicidade, o mesmo apresentou parametros
conformes para analise confirmatéria, bem como para a quantificacdo dos analitos.
Dentre as amostras de rotina que foram submetidas ao método qualitativo, 06
apresentaram-se suspeitas para oxitetraciclina e uma para tetraciclina. As mesmas
foram submetidas ao método quantitativo e confirmadas com a presenca destes
analitos, mas abaixo do LMR. Porém, uma amostra apresentou valores quase 10

vezes superior ao LMR para a oxitetraciclina.

O método quantitativo proposto para a analise de sulfonamidas, tetraciclinas,
quinolonas e fluorquinolonas em figado bovino apresentou-se satisfatério para a
quantificacdo e confirmacdo desses analitos. Apesar de ser multirresiduos e
multiclasse, o presente método foi validado para a confirmacdo e quantificacdo dos
analitos propostos. Figados de diferentes espécies foram analisados e pode-se
detectar, quantificar e confirmar a presenca de sulfaguinoxalina em concentracfes

abaixo do LMR em duas amostras de figado de ave.
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