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Resumo

O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar métodos multirresiduos
para determinacdo por LC-MS/MS de residuos de 19 medicamentos
veterinarios, incluindo 4 metabdlitos de nitrofuranos, em amostras de leite e
ovos. Na etapa de otimizacdo, as condicées ideais de extracdo foram
determinadas empregando planejamento experimental 2" com ponto central.
No procedimento baseado no método QUEChERS para determinacao de 15
medicamentos em ambas matrizes, 10 mL de acetonitrila acidificada foram
adicionados a 10 g de amostra, 4 g de MgSO,4 e 1 g de NaAc. O sobrenadante
foi submetido a etapa de clean up com 150 mg de MgSO4 e 50 mg de PSA
para cada mL de extrato, filtrado e analisado por LC-MS/MS. O procedimento
utilizando extracao liquido-liquido com purificacdo em baixa temperatura (ELL-
PBT) em amostras de leite foi feito com 8,0 mL de acetonitrila/4 g de amostra,
ultrassom por 15 minutos e congelamento por 16 h. Nas amostras de ovos,
acrescentou-se 0,8 g de NaCl junto com 8 mL de acetonitrila e o tempo de
ultrasson foi de 5 minutos. A determinacdo de nitrofuranos envolveu hidrélise
acida destes medicamentos na amostra, derivatizacdo dos metabdlitos com 2-
nitrobenzaldeido (2-NBA) por 16 h/40 °C e ELL com acetato de etila. Para leite,
fez-se necessario adicionar 1,25 g de NaCl e resfriar o extrato para diminuir a
formagdo de emulsdo. Os métodos QUEChERS e ELL para nitrofuranos
otimizados foram satisfatoriamente validados, com LOQ entre 0,30
(cloranfenicol) a 5,0 ng/g ou mL (QUEChERS) e 0,50 ng/g ou mL (nitrofuranos).
No total, 51 amostras de ovos coletadas no comeércio foram analisadas. Duas
amostras foram positivas, uma continha lincomicina (110 ng/g), substancia sem
limite maximo de residuo (LMR) estabelecido no pais, e outra sulfametazina
(242 ng/g), em niveis acima do LMR (10 ng/g). A avaliacao do risco indicou ser
improvavel que a ingestdo desses compostos pelo consumo de ovos
represente um risco para a saude. Porém, é necessario um monitoramento
mais efetivo desses medicamentos em produtos de origem animal pelos
o6rgaos competentes, incluindo carne e leite, para garantir o uso de boas
praticas pelos produtores e uma avaliacdo da eposicao na dieta mais completa.
Palavras chaves: Medicamentos veterinarios, QUEChERS, otimizacao,
validagcédo, LC-MS/MS e anélise de risco



Abstract

The aim of this work was to optimize and validate multiresidue methods
for the LC-MS/MS analysis of 19 veterinary drugs residues, including 4
nitrofuran metabolites in milk and eggs. The optimal method conditions were
selected using experimental planning. The QUuUEChERS method, used to
determine the 19 drugs in both matrices, was conducted using extraction of 10
g sample with 10 mL of acidic acetonitrile, 4 g MgSO4 and 1 g NaAc, followed
by a clean-up step with150 mg of MgSO4 and 50 mg of PSA per mL of the
extract, which was filtered and analyzed by LC-MS/MS. The procedure for milk
using liquid-liquid extraction with purification at low temperature (LLE-LTP) was
conducted with 8 mL acetonitrile/4 g sample, ultrasound for 15 min and
freezeing for 16 hours. For egg samples, further addition of 0.8 g of NaCl and 5
min of ultrasound were necessary. The method for nitrofurans involved the acid
hydrolysis of the drug present in 1 g sample, derivatization of the metabolites
with 2-nitrobenzaldehyde (2-NBA) for 16 h/ 40 °C and ELL with 8 mL of ethyl
acetate. For milk, the addition of 1.25 g of NaCl during the extraction and
cooling of the sample extract were needed to decrease emulsion formation. The
QuECHERS and nitrofurans methods were satisfactorily validated, with LOQ
ranging from 0.3 (chloramphenicol) to 5 ng/g or mL (QUECHERS) and 0.5 ng/g
or mL (nitrofurans). In total, 51 samples of eggs were analyzed. Two samples
were positive, one containing lincomycin (110 pg/kg), substance with no
established MRL in Brazil, and the other sulfamethazine (242 ug/kg), at levels
above the MRL (10 ng/g). The risk assessment indicated that it is unlikely that
the intake of these compounds from the consumption of eggs represents a
human risk to consumers. However, government authorities should monitor
more effectively these veterinary drugs in animal products, including also milk
and mean, to garanttee the application of good practices by food producers and

allow a more complet dietary exposure assessment.

Key-words: Veterinary drugs, QUEChERS, optimization, validation, LC-MS/MS

e risk assesment
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1. INTRODUCAO

A grande demanda por alimentos de origem animal para o consumo
interno e exportacdo tem aumentado a preocupacédo com a qualidade desses
produtos no Brasil. Varios medicamentos veterinarios sao utilizados para o
controle sanitario dos animais produtores de alimentos, incluindo
carrapaticidas, antibidticos/antimicrobianos e antiparasitarios. De acordo com
suas caracteristicas fisico-quimicas, esses medicamentos sao absorvidos,
metabolizados e excretados, podendo ser encontrados no leite, ovos e carne
(Kan, 2000), alimentos importantes na dieta humana como fonte de proteinas,
acidos graxos, vitaminas e sais minerais essenciais aos seres humanos.

Quando os medicamentos veterinarios sao utilizados de acordo com as
recomendagdes constantes na bula, indicando a aplicacao das Boas Praticas
no uso de Drogas Veterinarias (BPDV), seus residuos ndo devem ultrapassar o
limite maximo de residuo (LMR) permitido (BRASIL, 1999). O LMR de um
medicamento veterinario € a concentracdo maxima de residuos resultante da
utilizagdo de um medicamento veterinario (expresso em mg/kg ou pg/kg de
peso fresco) que pode se aceitar no alimento (Codex, 2010). O consumo de um
alimento contendo residuos de um medicamento veterinario e/ou seu
metabdlito no nivel do LMR nado deve representar um risco de para a saude
humana (Codex, 2010, ANVISA, 2006). As informacdes especificadas na bula
do medicamento incluem a dose e o periodo apdés a administracdo do
medicamento que o animal pode ser abatido ou seus produtos podem ser
retirados para consumo humano (periodo de caréncia) (Codex, 2010). Porém,
em funcdo do uso exagerado e/ou indevido e do ndo cumprimento dos
periodos de caréncia, os residuos encontrados nos alimentos de origem animal
podem ultrapassar os limites estabelecidos, podendo também representar um
risco para o consumidor. Adicionalmente, substancias ndo permitidas no pais
ou para determinada espécie animal podem ser utilizadas ilegalmente
(BRASIL, 1999).

Em geral, os niveis de residuos de medicamentos veterinarios nos
alimentos sédo baixos, o que, agregado a complexidade das matrizes, torna a
determinacao dos residuos um desafio (Ridgway, 2007 e Prestes et al., 2009).

O desenvolvimento de métodos multirresiduos tem se tornado cada vez mais



importante, devido a grande variedade de substancias utilizadas, os baixos
niveis solicitados pelas agéncias reguladores e a diversidade de matrizes.

No Brasil, a determinacao de medicamentos veterinarios tem sido feita,
principalmente, por métodos de triagem utilizando imunoenssaios (Ferreira et
al., 2012). A confirmagdo da presenca e identidade dos residuos se da
principalmente por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou do inglés
HPLC — high performance liquid chromatography) utilizando espectrometria de
massas (MS ou MS/MS), apos extracao liquido-liquido (ELL) e/ou extracao em
fase solida (EFS) (Tabela 2). Residuos de medicamentos veterinarios tém sido
encontrados em amostras de leite, ovos e carnes no Brasil e no mundo,
mostrando a importadncia do monitoramente desses analitos (Spisso et al.,
2010a; Spisso et al., 2010b; Rubensan et al., 2011; Ortelli et al., 2009; Bilandzic
etal., 2011; Tang et al., 2012 e Xie et al., 2013 ).

O objetivo desse trabalho € otimizar e validar método multirresiduos para
analise de medicamentos veterinarios em leite e ovos por LC-MS/MS. Para
atingir esse objetivo faz-se necessario:

e Estabelecer as condigcdes de determinacdo dos 19 analitos por LC-

MS/MS;

e Avaliar diferentes tipos de preparos de amostras, sendo o QUEChERS e

a ELL-PBT para 15 analitos, utilizando planejamento fatorial;

e Para nitrofuranos, avaliar ELL com acetato de etila apdés etapa de
hidrélise e derivatizacao;

e Validar os procedimentos de extracdo e clean up que se mostrarem
mais adequados, utilizando os critérios internacionais aceitos;

e Aplicar os métodos na anélise de amostras de ovos obtidas no comércio
local e comparar os resultados com a legislagcéo vigente;

e Avaliar o risco da ingestao desses analitos para a saude humana.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.Medicamentos veterinarios e suas classificacoes

Medicamentos veterinarios tém sido amplamente utilizados em animais
produtores de alimentos com o intuito de prevenir doengas ou como
promotores de crescimento, sendo 0 uso nesse ultimo caso proibido em
diversos paises, inclusive no Brasil. Compreendem uma variedade de classes
de compostos quimicos, incluindo os aminoglicosideos, beta-lactamicos,
macrolideos, lincosamidas, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas,
coccidiostaticos, estilbenos, beta-agonistas, anfenicdis, nitrofuranos,
nitroimidazéis, carbamatos e piretréides (Andreé et al., 2010).

No Brasil existem 6.674 produtos de uso veterinario com registro vigente
no Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) (MAPA, 2013,
SINDAN, 2012). Dentre estes produtos, 607 (9,1%) sao antimicrobianos,
antibiéticos e antiparasitarios com uso autorizado em bovinos, suinos, caprinos,
ovinos e/ou aves (MAPA, 2013, SINDAN, 2012). As classes que apresentam o
maior numero de produtos registrados sdo avermectinas (26,0%), B-lactamicos
(15,0%), aminoglicosideos (14,5%), tetraciclinas (13,2%) e sulfonamidas
(8,2%).

Dentre os compostos com acéo bactericida e/ou bacteriostatica, tem-se
os antibidticos que sédo obtidos naturalmente ou por via semi-sintética e sao
frequentemente utilizados no tratamento da mastite, pneumonia, diarréia e
artrite. Os antibiéticos podem ser divididos em 5 classes principais: beta-
lactamicos, tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos e anfenicéis. As
sulfonamidas, nitrofuranos e quinolonas sao exemplos de antimicrobianos, que
diferentemente dos antibiéticos sdo compostos sintetizados quimicamente (Di
Corcia e Nazzari, 2002). Medicamentos com agao anti-helmintica sao utilizados
no tratamento de doengas parasiticas em animais, sendo as avermectinas e os
benzimidaz6is os medicamentos veterindrios mais utilizados. No Quadro 1,
esta detalhado as caracteristicas de cada classe desses medicamentos.

A Food and Drug Administration (FDA), agéncia dos Estados Unidos, € a
Unido Europeia classificam os medicamentos veterinarios em dois grupos. O
grupo A compreende as substancias com efeito anabolizante e substancias néo
autorizadas (estilbenos, agentes antitireoidais, esteroides, lactonas do acido
resorcilico, beta-antagonistas, cloranfenicol e nitrofuranos). Para substancias
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proibidas, a Comunidade Europeia propde o estabelecimento de um limite
minimo de performance requerida (LMPR), que representa a minima
quantidade das substancias que pode ser detectada e confirmada (Paschoal et
al., 2008). O grupo B, consiste de medicamentos veterinarios e outros
compostos autorizados, mas que possuem limites estabelecidos (LMR)
(bactericidas, anti-helminticos, carbamatos e piretrdides, sedativos, anti-
inflamatérios nao esterdides, organoclorados e organofosforados) (Stolker et
al., 2007, Toldra e Reig, 2006, Prestes et al., 2013).

2.2.Residuos de medicamentos veterinarios nos alimentos

O uso de medicamentos veterinarios em animais produtores de
alimentos pode deixar residuos nos alimentos, como carne, leite e ovos.
Alguns atuam no organismo de forma sistémica no microrganismo ou
protozoério, atravessando a parede celular e alcancando o érgao ou célula-
alvo. Pode também atingir a corrente sanguinea onde sao distribuidos e,
finalmente, medicamentos sdo excretados pelas glandulas mamarias dos
bovinos e pelo ovario e oviduto, onde sdo formadas as gemas e a clara dos
ovos, nas galinhas (Kan, 2000).

Entende-se por residuos, 0s compostos precursores e/ou Sseus
metabdlitos no produto de origem animal, e incluem os residuos de impurezas
associadas ao medicamento veterindrio (Codex, 2013). Seus niveis ndo devem
ultrapassar o LMR, que é recomendado para ser legalmente permitido ou
reconhecido como sendo aceitavel no alimento (Codex, 2013). Estes limites
sdo estabelecidos para garantir 0 uso adequado destes produtos, limitar a
exposicao e proteger a saude dos consumidores dos alimentos provenientes de
animais tratados. O Brasil ndo estabelece LMR para medicamentos
veterinarios, adotando aqueles recomendados pelo Mercosul, Codex
Alimentarius, Unido Europeia ou Estados Unidos (ANVISA, 2009), e assim
atender os critérios para exportagéao.

O uso indiscriminado dessas substancias pode levar a presenca de seus
residuos nos alimentos acima do LMR e a exposi¢cdao humana a esses residuos
pode causar efeitos adversos, incluindo reacdes alérgicas em individuos
hipersensiveis (Le Bizec et al., 2009), cancer (Littlefield et al., 1990; Dasenaki e

Thomaidis, 2010), provocar o desenvolvimento de microrganismos resistentes
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e causar problemas tecnoldgicos nos processos de fermentacao dos laticinios
(Nascimento et al., 2001; Luis et al., 2008).



Quadro 1. Classe de medicamentos veterinarios, exemplo de estrutura quimica, caracteristicas estruturais e mecanismos de

acao.

Classe Exemplo de estrutura quimica Caracteristicas e mecanismo de acao

OCH,

Ho Da classe das lactonas macroliticas, sao

’ QCHs utilizadas no tratamento de infeccdes

1,

HsC 0 causadas por endo e ectoparasitas. Possuem

Hee™ o carater lipofiico e sdo  monitoradas
principalmente em tecidos adiposos e no
Avermectinas figado. O uso de ivermectina e doramectina é
contra-indicado em bovinos produtores de leite
para consumo humano, entretanto, estes
medicamentos tém sido encontrados em
amostras de leite (ANVISA, 2009; Durden,

2007).

Abamectina

Utilizadas no tratamento de infeccdes
HoN bacterianas com amplo espectro de atuacao.
o S A Elas competem com o &cido p-aminobenzdico,

, / . , e
Sulfonamidas //S\NH SN impedindo a sua utilizacao pelos
O microorganismos na sintese do &cido fdlico,
Sulfatiazol essencial para a sintese de &cidos nucleicos

(Australia, 2000).




Classe

Exemplo de estrutura quimica

Caracteristicas e mecanismo de acao

Tetraciclinas

Tetraciclina

Caracterizadas pela estrutura de quatro anéis
parcialmente conjugados e o grupo funcional
carbo6xi amido (Yu et al.,, 2011; Kubala-Drincic,
2003). Sao utilizadas para controlar infeccoes
bacterianas e quando usadas em
concentragdes subterapéuticas na ragdo agem
como promotor de crescimento (Bogialli,
2006), uso que foi proibido no Brasil em 1998
(Portaria n° 193/MAPA).

Benzimidazol

H
N
NH
HSC\/\SQiN)i \/—OCH3

%

o}
Albendazol

Caracterizado por um anel benzénico
condensado a um grupo imidazol. Possui acéao
anti-helmintica por meio da inibicdo da
formagdo de microtubulos do parasito,
importantes na formagdo do fuso mitético,
motilidade e secrecdo celular, absorcdo de
nutrientes e transporte celular (Jasmer et al.,
2000).




Classe

Exemplo de estrutura quimica

Caracteristicas e mecanismo de acao

Macrolideos

Eritromicina

Possuem uma lactona central ligada a um ou
varios  grupos desoxi-glicéis, utilizados
principalmente no tratamento de doencgas
respiratérias  (Dubois et al, 2001). O
mecanismo de acdo consiste na inibicdo da
sintese protéica pela ligacdo a por¢ao 50S dos
ribossomos bacterianos (Rezende et al,
2012).




Classe Exemplo de estrutura quimica Caracteristicas e mecanismo de acao
OCH,
HO,,
OCH,
o,
H,C 0 '
HC O . .
Antibioticos de amplo espectro, utilizados
. o principalmente  contra  bactérias  gram-
Aminoglicosideo . . o
negativas, atuando também na inibicdo da
sintese proteica (Bogialli et al., 2005).
Estreptomicina
Derivados do &cido nalidixico inibidores da
O O enzima DNA topoisomerase Il (girase de
HO F DNA), importante na desnovelacdo do DNA,

Quinolonas e

fluoroquinolonas

Enrofloxacina

afetando a divisdo celular da bactéria. As
fluoroquinolonas mais recentes tém maior
espectro de atividade, sendo em geral muito
ativas contra patégenos aerdbios gram-
negativos e de agao intermediaria contra

cocos gram-positivos (Machado et al., 2009).




Classe

Exemplo de estrutura quimica

Caracteristicas e mecanismo de acao

Nitrofuranos

NH

HQN\N)k
_{

\\O (AHD)

Utilizados no tratamento de infeccdes
gastrointestinais e dermatoldgicas em bovinos,
suinos e aves (Yu et al, 2011). Sua
administracdo pode ser intra-venosa ou via
oral, na agua ou ragdao, e quando no
organismo sdo rapidamente metabolizados e
distribuidos, ndo sendo detectados nos
produtos de origem animal (Barbosa et al.,
2006). A analise dos nitrofuranos € baseada
na determinagcdo de seus metabdlitos,
altamente  estaveis. Devido a suas
caracteristicas mutagénicas e carcinogénicas,
os nitrofuranos foram proibidos na Uniao
Europeia na década de 90 (Council Regulation
n® 2377/90/EEC, 1990) e classificados como
substancias do Grupo A (Stolker e Brinkman,
2005). No Brasil a proibicao ocorreu pela
Instrucdo Normativa n°09 de 27/06/2003
(BRASIL, 20083).
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Classe

Exemplo de estrutura quimica

Caracteristicas e mecanismo de acao

Anfenicois

Cloranfenicol

Possuem atividade contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas e outros grupos de
microorganismos (USA, 2007). O cloranfenicol
apresenta efeitos tdxicos graves em humanos,
como anemia aplastica e carcinogenicidade,
ainda que presente em baixos niveis de
concentragdo (NIH, 2011; MAPA, 2013),
sendo, o seu uso foi proibido em muitos
paises, inclusive no Brasil. Residuos de
cloranfenicol tém sido detectados em produtos
de origem animal no pais, indicando 0 seu uso
ilegal (ANVISA, 2009).
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2.3.Programas de monitoramento de residuos de medicamentos
veterinarios no Brasil

No Brasil, ha dois programas que monitoram a presenca de residuos de
medicamentos veterinarios em produtos de origem animal. O Plano Nacional
de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) é coordenado pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e prevé a analise
de carne, leite, ovos, mel e pescado. O Programa de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos (PAMVet), da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), prevé a analise de leite UHT, leite em po e leite
pasteurizado.

A Tabela 1 mostra os LMR adotados para os medicamentos veterinarios
analisados atualmente pelo PNCRC/MAPA e PAMVet/ANVISA, programas de
monitoramente no pais. De uma maneira geral, a escolha dos principios ativos
a serem monitorados nos programas do MAPA e da ANVISA leva em
consideracao trés fatores: 1) podem deixar residuos nos alimentos; 2) podem
constituir uma barreira as exportacdées dos produtos de origem animal e 3)
representar risco potencial a saude humana quando presente no alimento
(ANVISA, 2009).

O PNCRC para produtos de origem animal teve suas diretrizes
instituidas pela Instrucado Normativa do MAPA (IN) n? 42 em 1999 (Paschoal et
al, 2008) e o seu escopo criado para determinacdo de residuos e
contaminantes quimicos e biolégicos em carne, leite, mel e pescado de forma a
atender a demanda nacional e internacional. Apés 2005, o MAPA alterou seu
escopo relativo a medicamentos veterinarios para atender as exigéncias da
Comunidade Europeia, que sugeriu que o Brasil aperfeicoasse o programa de
residuos em mel, criasse um plano de residuo em ovos, adicionasse 0s
residuos exigidos pela legislacdo Europeia e realizasse a confirmacao dos
dados qualitativos obtidos com métodos de triagem, entre outras solicitagdes
(Loco et al., 2007). O escopo analitico do programa foi readequado ao longo
dos anos de acordo com o aumento da capacidade analitica dos laboratérios
do MAPA (Comisséo Européia, 2002; Brasil, 1999).
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Tabela 1. Limite Maximo de Residuos (LMR) dos medicamentos veterinarios
monitorados atualmente pelo PNCRC/MAPA e PAMVet/ANVISA em leite e

ovos.
LMR, ug/L ou pg/kg
Medicamentos veterinarios Leite Ovos
B-lactamicos Ceftiofur 100 -
Cefapirina 60° -
Cefazolin 50° -
Cefaperazone 50P -
Cloxacilina 30% _
Dicloxacilina 30% -
Neomicina 500" -
Ampicilina 4% -
Amoxicilina 4% -
Oxacilina 30%° -
Penicilina G 4% -
Penicilina V 42 -
Tetraciclinas Tetraciclina 100 -
Oxitetraciclina 100 -
Clortetraciclina 100%° -
Doxiciclina 1002 -
Macrolideo Eritromicina 40P -
Aminoglicosideo Diidroestreptomicina/ 200° -
Estreptomicina
Anfenicois Cloranfenicol** 0,3% 0,32
Florfenicol - -
Tianfenicol 50° -
Sulfonamidas Sulfatiazol 100 10°
Sulfametazina 100% 10°
Sulfadimetoxina 1002 102
Sulfaclorpiridazina 1002 -
Sulfadiazina 1002 102
Sulfadoxina 100° -
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LMR, ug/L ou pg/kg
Medicamentos veterinarios Leite Ovos
Sulfamerazina 1002 -
Sulfametoxazol 100%° 102
Sulfaquinoxalina 1002° 10°
Nitrofuranos Nitrofurazona (SEM)** - 12
Furazolidona (AOZ)** - 18
Furaltadona (AMOZ)** - 12
Nitrofurantoina (AHD)** - 12
Quinolona/ Flumequina 502 -
fluoroquinolona Ciprofloxacina 1002 -
Enrofloxacina 1002 -
Anticoccidiostatico Lasalocida - 102
Avermectinas Abamectina 5/10*% -
Doramectina 15% -
Eprinomectina 20% -
lvermectina 10%° -
Moxidecitina 10% -
Benzimidazol Albendazol 100% -

2 MAPA, 2011; > ANVISA, 2012; * ANVISA= 5 pg/L ou pg/kg e MAPA= 10
Hg/L ou ug/kg (adaptado de Pacheco-Silva et al., 2014). ** Valores de
limite minimo de performance requerida (LMPR), estabelecido para
medicamentos proibidos.

As amostras monitoradas pelo PNCRC séao coletadas de acordo com o
plano de amostragem recomendado pelo comité do Codex Alimentarius, e o
MAPA publica anualmente no Diario Oficial da Unidao (DOU) o numero de
amostras previstas para serem analisadas no programa (MAPA, 2006; FVO,
2005). As amostras sado coletadas por fiscais federais agropecuarios em
estabelecimentos sob Servico de Inspecdo Federal (SIF), identificadas,
embaladas, congeladas e levadas para os laboratérios credenciados pelo
MAPA e acreditados pelo INMETRO (ABNT ISO:IEC 17025/2005) para analise
(Nonaka et al., 2012; FVO, 2005). Para produtos carneos é realizada a triagem
utilizando kits para teste microbioldégico e as amostras reagente positiva sdo
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submetidas a andlises confirmatérias por LC-MS/MS utilizando métodos
validados de acordo com a Unido Europeia (MAPA, 2011). Quando nao ha kits
disponiveis, as analises sao realizadas por método de screening utilizando LC-
MS/MS. Nao ha informacao especifica para os métodos utilizados para analise
de leite e ovos, mas € provavel que a rotina analitica seja similar a utilizada
para produtos carneos. Os resultados das analises sdo anualmente publicados
no DOU, mostrando as conformidades e as ndo-conformidades encontradas.

O PAMVet foi criado pela ANVISA em 2002 com o objetivo de
complementar as acées do MAPA, e analisar o alimento pronto para consumo
adquirido no comércio (ANVISA, 2009). O leite foi escolhido como o primeiro
alimento a ser monitorado no ambito do programa, principalmente devido ao
seu alto consumo pela populacdo brasileira (Brasil, 2009). No PAMVet, as
amostras sao coletadas em pontos de venda pelas Vigilancias Sanitarias
Estaduais (VISA) e enviadas na embalagem original para os laboratérios
credenciados para analise. A amostragem segue também o plano de
amostragem do comité Codex Alimentarius. O programa utiliza métodos de
triagem e métodos de confirmacado (HPLC-UV/Vis/FL e LC-MS) para analise
das amostras. As analises de estreptomicina e neomicina foram realizadas com
kits especificos, sem confirmacao posterior por cromatografia. As sulfonamidas
e avermectinas foram analisadas diretamente por HPLC-FL.

Relatérios contendo informagdes sobre amostragem, numero de
amostras e os resultados obtidos pelo PAMVet nos anos de 2002/2003, 2004 e
2006/2007 estao disponibilizados na internet (ANVISA, 2013). Nenhuma
amostra foi coletada em 2005 e 2008 e informacdes referentes aos anos
subsequentes foram realizadas, mas ainda nao foram disponibilizadas
publicamente pelo programa.

2.4.Métodos analiticos para analise de residuos de medicamentos
veterinarios

Os baixos LMR estabelecidos pelos 6rgdos governamentais e de

regulacao para medicamento veterinario em produtos de origem animal, o0 uso

ilegal de algumas substancias e a complexidade das matrizes requerem o

desenvolvimento de métodos analiticos sensiveis, seletivos e robustos. A
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preparacdo da amostra, extracao, concentracao e determinagdo dos analitos,
influenciam extremamente na confiabilidade e exatiddo da analise.

Varios métodos tém sido utilizados para o monitoramento de residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal. Estes métodos
podem ser divididos em dois grandes grupos: métodos biolégicos de triagem e
métodos cromatograficos.

2.4.1. Métodos bioldgicos de triagem

Métodos biolégicos de triagem tém sido largamente utilizados na
investigacdo da presenca de residuos de medicamentos veterinarios em varias
matrizes, principalmente devido a simplicidade na execucdo, rapidez e,
geralmente, baixo custo (Toldra e Reig, 2006). Estes métodos qualitativos ou
semiquantitativos sdo baseados, principalmente, em técnicas imunologicas e
microbioldgicas. Entre as técnicas imunoldgicas, as mais comuns sdo o ELISA
(do inglés enzyme-linked immuno sorbent assay), o radioimunoensaio (RIA) e
biossensores. No ELISA, a atividade enzimatica resultante da reagdo enzima-
anticorpo-antigeno causa uma variacdo de cor que pode ser medida por
técnicas colorimétricas (Mesh, 2013). O RIA permite a medida da
radioatividade de um complexo imunolégico usando um contador. Na técnica
com biosensores, 0 analito entra em contato com um anticorpo e o sinal
bioquimico € convertido num sinal elétrico (Toldra e Reig, 2006). As técnicas
microbiolégicas baseiam-se na inibicdo do crescimento de microrganismos no
meio onde pode estar presente o antibidético ou antimicrobiano (Nouws et al.,
1999). Estas andlises sao feitas normalmente com kits comerciais, tais como o
SNAP® Tetracycline e Ridascreen® chloramphenicol para ensaios
imunolégicos por ELISA (Ferreira et al., 2012) e o FAST® (Antimicrobial
Screening Test) and Premi®Test para testes microbiol6gicos (Hoff et al.,
2012).

Os métodos de triagem devem ser capazes de detectar um analito ou
uma classe de substancias no nivel de interesse (= LMR), porém alguns sao
pouco seletivos (Andreé et al., 2010; Nebot et al., 2012) e podem fornecer
resultados falso-positivos, sendo necessaria a confirmacdo de amostras
positivas por métodos cromatogréaficos (Aerts et al., 1995; Ortelli et al., 2009),

que serao discutidas a seguir.
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2.4.2. Métodos cromatograficos

A grande variedade de medicamentos veterinarios utilizado na producao
animal pode levar a presenca de varios residuos nas matrizes de alimentos
para consumo humano. Desta maneira, o desenvolvimento de métodos
multirresiduos para analise desses residuos tem se tornado cada vez mais
importante. Os procedimentos de extracdo do analito e limpeza (clean up ) da
amostra sao a etapa mais laboriosa de um método multirresiduo,
principalmente devido a co-extracdo do material lipidico da matriz (acidos
graxos, esterdis, glicerideos). O objetivo principal desta etapa €, portanto,
extrair todos os analitos de interesse, e 0s deixar o mais livre possivel das
interferéncias provenientes dos componentes da matriz.

As técnicas de extracdo mais empregadas para matrizes de origem
animal sdo a extracao liquido-liquido (ELL) (Jank et al., 2012), extragcdo em
fase sélida (EFS) (Spisso et al., 2009), extracdo em fase sélida dispersiva
(EFS-dispersivo) (Rezende et al., 2012), dispersédo de matriz em fase sélida
(DMFES) (Bogialli et al., 2005), extragao liquido-liquido com purificagdo em baixa
temperatura (ELL-PBT) (Rubensam et al., 2011; Goulart et al., 2008), extracao
liquido-liquido com rapida particdo a baixa temperatura (ELL-RPBT) utilizando
nitrogénio liquido (Lopes et al, 2011; Lopes et al., 2013), e o método
QuEChERS (do inglés Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe)
(Anastasiades et al., 2003). A determinacdo de residuos de medicamentos
veterinarios tem sido feita principalmente por HPLC utilizando detector
ultravioleta/visivel (UV/Vis) ou fluorescéncia (FL), e mais recentemente,
acoplado a espectrometria de massas (MS ou MS/MS). A espectrometria de
massas possibilita identificar e quantificar componente ionizavel, elucidar
estrutura e determinar sua massa molar (Chiaradia et al., 2008).

A Tabela 2 mostra alguns trabalhos publicados nos ultimos anos na
determinacao de residuos de medicamentos veterindrios em amostras de leite,
ovos e outras matrizes. Observa-se que a ELL € o método de extracao mais
empregado, principalmente utilizando acetonitrila como solvente, seguido ou
nao pela etapa de clean-up utilizando EFS, principalmente com coluna Oasis®
HLB e C18. Alguns autores utilizaram a ELL-PBT, método desenvolvido
principalmente para simplificar a etapa de clean up de matrizes gordurosas e
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permitir a quantificacdo multirresiduos por cromatografia (Juhler, 1997).
Utilizando como principio a precipitacdo em baixa temperatura, Goulart (2008),
desenvolveu um método para extragao e andlise de deltametrina e cipermetrina
em leite por cromatografia gasosa. Posteriormente, a mesma técnica foi
aplicada para diversas matrizes, como solo e agua (VIEIRA, 2005), batata
(DARDENGO, 2007) e tomate (PINHO, 2007) para extracdo simultanea de
agrotéxicos das classes dos piretréides e organofosforados. O método se
mostrou simples e eficiente, além do menor consumo de solventes, a auséncia
de outras etapas de clean up , e a redugdo ou eliminacdo de etapas de
evaporacao e troca de solventes.

O método ELL-PBT consiste em colocar a amostra em contato com um
solvente extrator, miscivel em agua. Posteriormente, a amostra é agitada e
levada ao freezer por um periodo minimo de seis horas. Nesta etapa, a fase
aquosa juntamente com a amostra, congela ficando na parte inferior do
recipiente utilizado e a fase superior contendo o solvente e os analitos
extraidos sao filtrados utilizando sulfato de so6dio anidro com o intuito de
eliminar possiveis residuos de agua. Finalmente, o extrato é analisado por
cromatografia.

Apenas alguns solventes podem ser empregados nesta técnica, como a
acetonitrila, o acetato de etila e a acetona, pois é necessario que o solvente
forme uma mistura extratora homogénea, seja menos denso que a agua e
somente apo6s o0 abaixamento da temperatura ocorra a separacao das fases e
se mantenha liquido a -20 °C. A acetonitrila € o solvente mais utilizado na ELL-
PBT porque apresenta todas as caracteristicas listadas acima além de
apresentar compatibilidade com a maioria dos analitos.

O método QUEChERS e suas modificacées também tem sido utilizado
para extracao de antibioticos e clean-up em matrizes de origem animal (Luiz et
al., 2008; Frenich et al., 2010; Léon et al., 2012; Lopes et al., 2012a; Lopes et
al., 2012b e Lopes et al., 2012c). No método original, a acetonitrila € utilizada
para extracao dos analitos e precipitacao das proteinas, com remocéo da agua
e separacao de fases por salting out com sulfato de magnésio e cloreto de
sbdio. Posteriormente, o extrato é submetido a etapa de clean up por EFS-
dispersivo usando PSA (amina primaria e secundaria) e analisado diretamente

por cromatografia a gas ou liquida com detectores de massa (Anastassiades et
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al., 2003). Na analise de matrizes de origem animal, alteracdes tém sido
propostas como a adicdo de &cido acético e NaEDTA a acetonitrila e
substituicido do cloreto de so6dio por acetato de sédio. Apds a etapa de
centrifugagado, os extratos sao diluidos com metanol, acidificados com acido
férmico para analise direta por LC-MS/MS (Luiz et al., 2008; Frenich et al.,
2010) ou submetidos a etapa de clean-up utilizando sorventes NH, ou PSA
(Stubbings et al., 2009), ou MgSO4 e C18 antes da analise (Keegan et al.,
2010).

A técnica para deteccdo e quantificacao mais utilizada na analise de
residuos de medicamentos veterinarios € a cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS ou LC-MS/MS; Tabela 2), com limite de
quantificagdo (LOQ) na ordem de ng/mL (ou pg/kg) para a maioria dos
compostos. O CCa e CCP, reportados em alguns estudos mostrados na Tabela
2, sao requeridos pelas agéncias reguladoras com o objetivo de medir o
desempenho analitico (incerteza da medi¢do) de um método num dado LMR a
um determinado nivel de confianga (Brasil, 2011). O CCa é definido como o
menor nivel de concentracdo no qual o método pode discriminar com uma
certeza estatistica de 95% a presenga de um composto no nivel do LMR. O
CCp representa a menor quantidade da substancia que pode ser detectada,
identificada e/ou quantificada em uma amostra com uma probabilidade de erro
aceitavel (B=5%) (Paschoal et al., 2008; Loco et al., 2007). Em geral, o CCa e
CCB, relacionados ao LMR, sdo maiores que o LOD e LOQ, os quais estao
diretamente relacionados com a sensibilidade do método analitico. As
recuperacdes obtidas para a maioria dos estudos mostrados na Tabela 2 estdo
dentro dos valores aceitos pelas agéncias nacionais e internacionais (50-120%)
(Brasil, 2011; Comissao Europeia, 2002).
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Tabela 2. Métodos de extracao para determinacao de drogas veterinarias em leite e ovos.

. L. Rec. (%)
. Matriz Técnica LOD/ LOQ/
Medicamentos relevante Preparo da amostra de analise | CCa cCp (RSD, %) Ref.
Leite ELL com MeOH — particdo com hexano --/ 5/
Avermectinas misculo e — dgrllvatl,zalgao com me'[l|,-llmldaZ,O|., HPLC-FL 2,1- 0.9-138.3 60-90 Giannetti et al.,
acetonitrila, 4cido trifluoroacético e acido 119,1 (<17,4) 2011
ovoSs " ug/kg
acético ua/kg
. . 0,2-0,6
Leite, ovos | ELL com MeCN e NaCl — particdo em i - 83-109 Penney et al.,
CAP e tecido hexano — LC-MS nq{g/ NR (<17) 2005
sulfonamidas, ELL com TCA e tampao de Mcllvain — Koesukwiwat
tetraciclinas, e Leite ajuste de pH para 4,5 — clean up : EFS LC-MS NR NR 70-106
. ) . et al., 2007
pirimetamina — eluicdo com MeOH e NH,OH
, ~ : 0,51- 0,97-
sulfonamidas, ELL com TCA e tampao de Mcllvain — ’ ’ ] .
tetraciclinas, e Leite ajuste de pH para 4,5 — clean up : EFS LC-MS 2,64/ 8,64/ 72-97 Koesukwiwat
pirimetamina — eluicdo com MeOH e NH40H . . (<11) et al., 2007
¢ ng/mL ng/mL
0,4-5,8/ 12442/ 100-105
. . ELL com MeCN e NaCl — congelamento | LC-FL e 10,4- A e (<8,8) Rubensam et
Avermectinas Leite (-20°C, 12h). Lc-MSMs | 257 | 1n’0/ 9931 101-142 al., 2011
ng/mL 9 (<20)
0.04-
Polieter ionoforos, 1.6/ 0'147'2:3/ 28168 Spisso ef al
macrolideos and ovos ELL com MeCN LC-MS/MS | 0.87- 2é2 - (<20) P 2010 v
lincosamidas 229,7 /k’ <
ELL EDTA ( 1 e o
- , com 0.1mol L™') em tampao ] 5,1- 50/ 68-110 Spisso et al.,
Tetraciclinas Leite Mcllvaine pH 4.0 — clean up : EFS — | MPECFL 12421 117161 (<13) 2007
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Rec. (%)

. Matriz Técnica LOD/ LOQ/ °
Medicamentos relevante Preparo da amostra de analise CCo cCp (RSD, %) Ref.
eluicdo com dichloromethane:isopropanol 108,2- ua/kg
80:20 (v/v) 123,8
Ho/kg
L . 0.28-3.7 | 0.95-12.2
Tetraciclinas e Leite El\h;cgﬁm acc/::ai?v%xa!lcl:EOF(S? o g;jil ;;1c):oerrr1n Lc-Msms | HIY | wOL/ >88,6 | Spissoetal,
seus 4-epimeros 2 P\ ¢ LMR + LMR + 2009
formiato de amoénio 4% em MeOH ° o
13.5% 26.2%
ELL com MeCN — re-extragdo com -/ y
Anti-inflamatérios , MeCN, acido ascorbico e HCl — pH=3 — i 0,46- . 90-100 Dowling et al.
nao esteroides Leite Clean up : EFS — eluicdo com n- LC-MS/MS 2,86 ozg /:f ! (<20) 2009
hexano:eter dietilico (50:50, v/v) ng/mL
0,5-20/ 2-50/ ,
. . e ~ Q-TOF- " i 42-154 Turnipssed et
Antibidticos Leite ELL com MeCN — Clean up : filtragao. LC-MS (<33) al., 2011
ng/mL ng/mL
e 0,1-2,5 0,25-5
. . ELL com MeCN — inje¢do do extrato i S ’ 52-119,5 Tang et al.,
Antibioticos Leite reconstituicdo com acetonitrila 50%. LC-MS/MS ng/[nL/ ng/fnL/ (<20) 2012
0,5-25 .
. . ] ug/L/ i 3,0-809,0 Ortelli
Multi-classes Leite ELL com MeCN + IS UPLC-TOF 0.2-159 1,0-100,0 (<120) et al., 2009
Hg/L
Ho/L
(+) 0,06- | (+)0,18-
ELL com MeCN e tampao Tris pH=8 — 0.32e | 093e(- | (+)94-110
. , ] o HPLC- (-)0,17- )0,57- (<22)
Avermectinas Leite Clean up : EFS — eluicdo com MeCN MS/MS 050 0.85/ 65— 110 | Durden, 2007
tendo 0,01% trietilamina ’ ’ ()65~
con , -0,47 | (+)0,26- (<33)
(-)0,24- | 0,94 ppb
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Matriz

Técnica

LOD/

LOQ/

Rec. (%)

H o,
Medicamentos relevante Preparo da amostra de analise CCo cCp (RSD, %) Ref.
0,46 (-)0,49-
ppb | 0,92 ppb
leite, ovos, 8(1)8/ 0,17-
L musculo, ELL com MeCN — Clean-up: SPE — i ‘5. 0,33/ 56-110 Tolgyesi et al.,
Nitroimidazol racao e eluicao com Acetato de etila LC-MS/MS %2% 0,08-0,15 (<26,8) 2012
mel ’ /K
ug/kg HO/Kg
0,520 1,850 :
. ELL com MeCN e MeClz — Clean-up: HPLC- ’ ’ ~100 Junior et
CAP Leite & mel SPE —s eluigao com MeOH msms | MY nalh g an) al.,2006
sulfonamidas,
macrolideos, ELL com HAc, MeCN, Na:EDTA, MgSO4 i 1,0-4,0 | 3,0-10,0 i NI
quinolonas, Leite e NaAc (QUEChERS sem etapa de clean lt/IJg}_I\SI:S ug/kg/ ng/kg/ (7:)2(1)14(; Ag;;!(/argolaglz
antihelminticos e up) -- -- ’ '
tetraciclinas
Leite e ELL com HAc, MeCN, Na,EDTA, MgS0O4 UPLC- 61/ 0,2-25/ NR Romero-
Multi-classes leite em b6 | € NaAc (QUEChERS sem etapa de clean | Orbitrap- 21’3 3 9,3-226,0 (<20) Gonzalez et
P up) MS : Lg/kg al.,2011
Hg/kg
ELL com MeCN:HxO (6:4,v/v) — diluicao .
. Ovo, peixe — clean-up: EFS — elui¢do com CLAR- ] 70-90 Peters et al.
Multi-classes e carne MeOH:acetato de etila (1:1,v/v) — ToF-MS NR 1.9 i: 19 (8-15) 2009
iniach HO/Kg
jecao.
. . ELL com Ma,EDTA e MeOH:MeCN UPLC- 0510 | 63-141 Zhan et al.
Multi-classes Leite (1:5,v/v) — ELL do sobrenadante com NR
- MS/MS ua/kg/ (<29) 2012
alcool e MeCN
Anti-inflamatdrios Leite ELL com MeCN e NaCl — particdo com HPLC- -/ -/ ~100 Malone et al.
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Rec. (%)

Medicamentos rel:lcleavt::te Preparo da amostra dzeacnne;ﬁge I&%‘Z I&%(;/ (RSD, %) Ref.
nao esterdidais e n-hexano MS/MS 0,33- 0,36- (<21,9) 2009
corticéides 61,39 72,78
Ha/kg Ha/kg -
CAP Leite ELL com ac.et~a1to de etila e Na,SO4 — LC-MS/MS 0,08 0,10 >90 I;%c\i;;%v;lg’e
particdo com n-hexano ua/kg ua/kg (<15) 2008
ELL com MeCN e soluc¢éo oxidante -/ -
Benzimidazo-les , contendo EDTA e 4cido ascérbico — UPLC- 1.0- L1
avermectinas e, L?'te © adigcao solugéo de diluicdo contendo Orbitrap- 112,17 ) 147.9%e 70-130 Kaufmann et
fenilbut musculo EDTA. 4cid : rbido & MeCN HRMS* e e1,1- 1,2- (<50) al., 2011
enilbutazona , acido ascérbido e MeCN ao ok o x
extrato obtido e evaporado MS/MS 112.7 147.2
Hg/kg Hg/kg _
Quinolonas Ovos Extracao liquida pressurizada. LC-FL NR NR (6107'_1300(; Jlmeg(;z zet al
ELL com acido tricloroacético (2x) —
Clean up: ) 13(1)9 © a) 69,3 e
Streptomicina e a) EFS por cromatografia de pares de 56,5 o
diidrostrepto- Leite ions — eluicado HFBA em acetonitrila — LC-MS NR ) 11513’(? © b) 85,5 e G;?r;/nozgcl)a:rcl)m
micina injecéao. g/l;g/ 72,3 v
b) EFS por HILIC — eluigdo com &cido H 2 (<13)
acético — injecao
. : Diluicdo — extracdo com barra sorptiva HPLC- 1,29- 4,29- 54-126 Huang et al.
Sulfonamidas Leite _, eluica MeCN DAD 7,90/-- 26,3/-- (<13) 2009 ’
¢ao com ie ng/mL ng/mL <
Lincomicina e Musculo, Leite: ELL com tampao fosfato, NaOH_e 0,6-1,5/ 2-5/ 90-101 e Kim et al
narasina leite e MeCN — congelamento (-20°C, 30 min) | LC-MS/MS - -- 85-95 2012 v
ovos Ovo: ELL com MeCN — congelamento (- ng/g ng/g (<14)

23



. o Rec. (%)
. Matriz Técnica LOD/ LOQ/ °
Medicamentos relevante Preparo da amostra de analise CCo cCp (RSD, %) Ref.
20°C, 30min)
CAP, ELL com MeCN, Na>SO4 e NaCl — Clean HPLC- 0,01- 0,03- 71-107
enrofloxacina e 29 Leite up : EFS (C18) — eluigdo com MeCN — 4,8/-- 14,5/~ Tian, 2011
o M MS/MS (13,7)
pesticidas injecdo Ho/kg Ho/kg
ELL com MeCN e Na,SO,4 — filtracdo —
Lavagem com MeCN e acido acético —
: Clean up : EFS — eluicdo com
Quinolonas, Ovos, o o N : _ .
sulfonamindas o carne o acetonltrll~a /35% amonia (95:5, HPLC-MS NR NR 56 11 04 Stu/bbé%%%et
antihelminticos leite viv)(fragao B1.) e eluicao com (<15) at
metanol/35% amobnia (75:25, v/v) (fracao
B2) e adicdo de metanol/dietilenoglicol
(90:10)
o ) -/ --/ ] .
uomisezoes | Oygame | ELbcomeCh > Cleanun 7S | Lomsis | 01310 | 0z00e0| %8 Motlerets)
Hg/kg Hg/kg
ELL com acido tricloroacético — diluicao
. com H,O — ajuste do pH para 5 com --/ --/ ~100 |
CAP Le'féem tampao acetato de sédio — Cleanup: | LC-MS/MS | 0,02 0,03 (<20) GugO%Za N
a)EFS com eluicado com MeOH ug/kg ug/kg
b)ELL: 2x (acetonitrila/diclorometano)
Tetraciclina, ~ ,
oxitetraciclina e 4- | Leite Eclfllé;r?T Sol'zulgg‘;:\lff';‘gaggﬁ’ﬂzg: HPLC-UV | NR NR /1 ’(i'%1 9 F”tgoeoguo’
epitetraciclina - ¢
Carne, --/ --/
leite, ovos, | Diluigdo com H.O — ELL com MeCN — i 0,002- 0,04- Raenning et al.,
CAP musculo, particdo com cloroférmio LC-MSMS 0,035 0,057 ver 2006
frutos do ug/kg ug/kg
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Rec. (%)

. Matriz Técnica LOD/ LOQ/ °
Medicamentos relevante Preparo da amostra de analise CCo cCp (RSD, %) Ref.
mar, mel,

Antibioticos, ELL com MeCN (2x) — diluigio com H20 |  HPLC- - - 71110 | Nebot et al
coccidiostatos e Leite Cl - EFS eluica MeOH MS/MS 0,1-18,7 | 0,2-31,8 (<22) A "
corticosteroides — vleanup eluicao com e ng/mL ng/mL <

--/
. y 0,1-5,0/ .
. ELL com MeCN, acido citrico e Na,EDTA UPLC- 2,1- AA 57-120 Frenich et al.

Multi-classes Ovos _s Clean up : EFS MSMs | 2208 | 4124161 (o5 2010

Hg/kg
Ha/kg
. : 0,066- 0,22-
Leite, leite ~ - . : '
Cloranfenicol e empo e silﬂ‘lz;tgoc;g zglcl;i%ag :fe?:tlg%g?ﬂ:i HPLC- 1061%6/ 5042815/ 89-107 Rezende et al.,
florfenicol T)US(.:UIO clean up : EFS-dispersivo (C18) MS/MS 12,77 18,27 (4-15) 2012
ovino
Ha/kg Ha/kg
0,4-10/ 105/
A i . ELL com MeCN e NaCl — Clean up : i 4,7- i 42-81 Jank et al.,
B-lactamicos Leite EES LC-MS/MS 120.4 5,7-147.,9 (<14) 2012
ng/mL
ng/mL
AOZ, AMOZ, SEM Ovo Hidrolise e derivatizacdo com HCl e LC-MS/MS NR/ NR/ 95-102 Bock
e AHD (fresco e 2-NBA — ELL com acetato de etila em 0,026- 0,031- (<17) et al., 2007
liofilizado) pH neutro — particdo com n-hexano 0,218 0,278
Hg/kg Hg/kg
AOZ, AMOZ, SEM Musculo Hidrolise e derivatizacdo com HCl e LC- NR 0,5-5 14,5-129 Finzi, K.
e AHD de avese | 2-NBA — ELL com acetato de etila em MS/MS ng/g/ (<14,7) et al., 2005
ovo pH neutro NR
AOZ, AMOZ, SEM Leite Hidrolise e derivatizacdo com HCl e LC- NR/ NR/ NR Rodziewicz, L.,
e AHD 2-NBA — ELL com acetato de etila em MS/MS 0,12— 0,15- (<9,3) 2008
0,29 0,37

pH neutro
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. o Rec. (%)
Medicamentos rel:lcleavt::te Preparo da amostra dzeacnne;ﬁge I&%‘Z I&%(;/ (RSD, %) Ref.
Ho’kg Ho’kg
SEM Ovo Hidrélise e derivatizagdo com HCl e LC— NR/ NR/ 83-87 Stastny, K.
2-NBA — EFS em pH neutro (Oasis® MS/MS 0,20 0,25 (<12) et al., 2009
MCX) Ho/kg Hg/kg
SEM Ovo Hidrélise e derivatizacdo com HCl e LC— 0,15-0,4 | 0,2-0,8 85-187 Szilagyi, S et al.
(industriali 2-NBA — EFS em pH neutro MS/MS ug/kg / Hg/kg / (<34) 2006
zado, 0,41- 0,46-0,95
fresco e 0,91 ua/kg
clara de ua/kg
ovo em po)
AOZ, AMOZ, SEM, | Musculo Hidrolise e derivatizacdo com HCl e LC- NR/ NR/ NR Verdon, E.
AHD, DNSAH de peru 2-NBA — ELL com acetato de etila em MS/MS 0,01- 0,10- et al., 2007
pH neutro 0,68 0,66
Ha/kg ug/kg

ELL = Extracao liquido-liqudo; EFS = Extracdo em fase sélida; UPLC= Ultra performance liquid chromatography; CAP = cloranfenicol;
MeOH = metanol; MeCN = acetonitrila; Tampao de Mcllvain é composto de acido citrico monohidratado, fosfato de sédio dibasico e

Na;EDTA em agua. Tris = tris-hidroximetilaminometano, NR = N&o reportado; LMR = Limite maximo de residuo
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2.5.Residuos de medicamentos veterinarios em leite e ovos

2.5.1. Brasil

Varios trabalhos reportam a presenca de residuos de medicamentos em
leite no Brasil, a maioria utilizando métodos de triagem, sem dados de
confirmagé@o e quantificacdo. Ferreira et al. (2012) publicaram recentemente
ampla revisdo sobre o tema. Dos 35 trabalhos avaliados pelos autores que
investigaram a presenca de antimicrobianos em leite no pais, 27 nao
reportaram nenhuma amostra com residuo acima do LMR e sete estudos
apresentaram resultados insatisfatorios, inclusive pela presenca de anfenicés.
Dentre os 10 trabalhos que reportaram dados de residuos de antiparasitarios
(avermectinas e albendazol), cinco apresentaram resultados de amostras
contendo residuos acima do LMR.

Junior et al. (2006) utilizaram extragdo ELL e HPLC-MS/MS na analise
de amostras de leite, encontrando residuos de cloranfenicol (4,7 ng/kg) em
uma das 4 amostras de leite integral analisadas e em duas amostras das 3
amostras de leite em p6 (5,9 e 6,1 ng/kg), obtidas em supermercado em Sao
Paulo. Rubensan et al. (2011) encontraram residuos de doramectina abaixo do
LOQ (1,2 ng/mL) em uma das 22 amostras de leite extraidas utilizando ELL-
PBT e analise por HPLC-FL e LC-MS/MS.

Poucos estudos conduzidos no pais relatam a incidéncia de
medicamentos veterinarios em ovos. Spisso et al. (2010a) avaliaram a
presenca de residuos de antibi6ticos iondforos poliéteres, macrolideos e
lincosamida em amostras de ovo obtidas no comércio do Rio de Janeiro. As
amostras foram extraidas com acetonitrila e analisadas por LC-MS/MS. O
namero de amostras nao foi reportado, porém os residuos encontrados
estavam abaixo do LOQ do método (14-15.3 pg/L). Em outro trabalho de
Spisso et al.,, também em 2010, foram analisadas 100 amostras de ovos
coletados no Rio de Janeiro, encontrando 30% das amostras contendo pelo
menos um residuo. Um quarto das amostras analisadas apresentaram residuos
de iondforos poliéteres, principalmente salinomicina (21 amostras; 0,05 — 53
Hg/kg). Siqueira et al.(2009) reportaram o resultado da andlise de 60 amostras
de ovos coletadas no ambito do PNCRC em 2005/2006 e analisadas para
cloranfenicol, medicamento proibido no Brasil e florfenicol. Nenhuma amostra

apresentou residuos acima do LOQ (0,1 ng/g).
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A Tabela 3 sumariza os resultados referentes as analises de leite e ovos
no ambito do PNCRC no periodo 2006-2011 (Brasil, 2007-2013). A néao
conformidade pode estar relacionada a presenca de residuos acima do LMR ou
de residuos de uma substéancia proibida. O niumero total de amostras coletadas
em cada ano nao esta disponivel, bem como o numero de amostras contendo
residuos abaixo do LMR. Dentre os analitos monitorados, foram encontrados
residuos de avermectinas em leite acima do LMR em 12 amostras no periodo
de 2006 a 2008, 8 amostras contendo ivermectina e 4 amostras com
doramectina. A confirmacao da presenca de residuos de avermectinas em leite
indica que, mesmo ndo recomendado, esses medicamentos sdo usados em
vacas no periodo de lactacao.

No periodo de 2006-2009, somente cloranfenicol e nitrofuranos
(metabolitos) foram analisados em amostras de ovos pelo PNCRC, com
sulfonamidas e outros medicamentos sendo incluidos no Programa a partir de
2010. Nenhuma amostra de ovo analisada entre 2006 e 2011 apresentou
residuos dos analitos pesquisados. Atualmente, 114 produtos comerciais
registrados (18%) possuem os principios ativos monitorados autorizados para
aves. Os produtos contém tetraciclinas (clortetraciclina, oxitetraciclina,
doxiciclina), sulfonamidas (sulfatiazol, sulfametazina, sulfadimetoxina,
sulfaclorpiridazina, sulfadiazina, sulfametoxazol e sulfaquinoxalina), pB-
lactamicos (penicilina, amoxicilina, ampicilina e ceftiofur), quinolona
(ciprofloxacina), macrolideo (eritromicina) e aminoglicosideo (estreptomicina)®*.
Porém destes, somente as sulfonamidas comecaram a  ser
analisadas/monitoradas em ovos pelo PNCRC a partir de 2010.

Substéncias proibidas como cloranfenicol e nitrofuranos nao foram
encontrados nas amostras de leite e ovos analisadas no PNCRC. Porém,
residuos dos metabdlitos de nitrofuranos (nitrofurazona, furaltadona,
nitrofurazona e furazolidona) foram encontradas em amostras de musculo de
aves coletadas entre 2007 a 2011, todos acima de 1,0 ug/kg (valor de LMPR),
indicando o uso ilegal desses medicamentos em aves no Brasil (Brasil, 2007-
2012).
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Tabela 3. Resultado das amostras de

PNCRC/MAPA no periodo de 2006 a 2011.

leite e ovos analisadas pelo

Total de
A analises Compostos ou classes analisadas 2 LMR,
no g 1 ]
concluidas (analises concluidas) N
Leite
2006 289 antibidticos (99)?, sulfonamidas (65) e avermectinas Ivermectina
(125), 2
Doramectina
4
2007 269 tetraciclinas (116), sulfonamidas (67) e avermectinas Ivermectina
(86) 1
2008 250 tetraciclinas (80), sulfonamidas (56) e avermectinas Ivermectina
(114) 5
2009 421 tetraciclinas (159), cloranfenicol (60), sulfonamidas ND
(61), avermectinas (74), albendazol (67)
2010 437 tetraciclinas (154), cloranfenicol (60), sulfonamidas ND
(76), avermectinas (71) e albendazol (76)
2011 384 antimicrobianos (73)°, cloranfenicol (83), ND
avermectinas (152) e albendazol (76)
Total 2050 antibiéticos (99), sulfonamidas (325), avermectinas Avermectinas
(622), tetraciclinas (509), cloranfenicol (203), 12
albendazol (219), antimicrobiano (73)°
Ovos
2006 189 cloranfenicol (76) e nitrofuranos® (113) ND
2007 172 cloranfenicol (68) e nitrofuranos® (104) ND
2008 170 cloranfenicol (79) e nitrofuranos® (91) ND
2009 175 cloranfenicol (75) e nitrofuranos® (100) ND
2010 237 cloranfenicol (76), sulfonamidas (60) e ND
. b
nitrofuranos” (101)
2011 311 cloranfenicol (75), sulfonamidas (75), lasalocida (31),
enrofloxacina e ciprofloxacina (30) e nitrofuranos® ND
(100)
Total 1254 cloranfenicol (449), nitrofuranos® (609), sulfonamidas ND

(135) e outros (61)

ND= nao detectado. * penicilina, estreptomicina, tetraciclina, eritromicina, neomicina,
oxitetraciclina, clortetraciclina e cloranfenicol; > metabdlitos; & ceftiofur, cloxaciclina,
penicilina V, sulfadiazina, sulfaclorpiridazina, acido nalidixico, clortetraciclina,
flumequina, sulfadozina, sulfamerazina, sulfatiazol, sulfadimetoxina, penicilina g, acido
oxolinico, tetraciclina, oxitetraciclina, sulfametazina, sulfametoxazol, sulfaquinoxalina,
doxiciclina, enrofloxacina, ciprofloxacina, sarafloxacina, difloxacino e oxaciclina; ¢

referente ao numero total da classe analisada
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Resultados do PAMVet para o periodo 2002 a 2007 estao
disponibilizados em forma de relatérios no site da ANVISA (ANVISA, 2012)
(Tabela 4). Nos primeiros anos do programa (2002/2003 e 2004) tetraciclinas e
B-lactamicos e cloranfenicol foram analisas por métodos de triagem, além de
avermectinas por HPLC-FL. Em 2002/2003, a presenca de abamectina ou
doramectina foi considerada insatisfatéria devido a auséncia de LMR
estabelecido na época. Houve a deteccdao simultdnea de abamectina e
ivermectina, confirmando o uso desses medicamentos durante a lactagao, o

qgue nao é recomendado (ANVISA, 2012).

Tabela 4. Resultado das amostras de leite analisadas pelo PAMVet/ANVISA no
periodo de 2002 a 2007.

Amostras
. - Compostos (amostras Amostras
Ano Leite anal(Lza)\das positivas/Total) nao conforme
2002/2003  UHT 651(87) Betalactamicos (8*/722); 27
Pé 99 (13) tetraciclinas (20**/722); (abamectina/
avermectinas (150/312)  doramectina)
2004 UHT 281 Tetraciclinas (6/281)*; --
cloranfenicol (13/-)*;
avermectinas (177/281)
Pé 31 Betalactamicos (3/31)*; -
tetraciclinas (15/31)*;
cloranfenicol (9/-);
avermectinas (28/31)
2006/2007  UHT 475 Betalactamicos (3/467); 1
tetraciclinas (8/467); (Doramectina);
cloranfenicol (3/464); 3
neomicina (12/460); (cloranfenicol)
estreptomicina (17/464);
sulfonamidas (53/465);
avermectinas (224/465).
Pé 140 Betalactamicos (3/140); 2 (florfenicol)

tetraciclinas (22/139);
cloranfenicol (2/139);
neomicina (6/139);
estreptomicina (5/139);
sulfonamidas (38/136);
avermectinas (120/138).

8
(doramectina)

*Nao confirmadas **15 amostras confirmadas
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Em 2004, as andlises de B-lactamicos, anfenicois e neomicina foram
positivas na triagem, mas nenhum dos resultados foi confirmado por métodos
cromatograficos. Nenhuma amostra ndo-conforme foi encontrada nesse ano.
Sulfonamidas passaram a ser analisadas pelo programa em 2006/2007, e
andlises confirmatérias foram realizadas por LC-MS, HPLC-FL ou HPLC-
UV/Vis, exceto para neomicina e estreptomcina/diidroestreptomicina. Nesse
periodo foram encontradas amostras nao-conformes devido a presenca de
avermectinas (abamectina e doramectina) acima do LMR, além de um elevado
numero de amostras contendo residuos de avermectinas, sendo a ivermectina
o residuo mais encontrado.

Os resultados individuais do PAMVet referentes aos periodos de
2006/2007 e 2009/2010 foram disponibilizados para este estudo pela
Coordenacado do Programa, e estdo sumarizados na Figura 1. No periodo
2006/2007 foram analisadas 615 amostras (70,6% UHT e 29,4% em pd); em
2009/2010, foram analisadas 711 amostras (50,3% leite UHT, 27,8% leite em
pd e 21,8% leite pasteurizado). De uma maneira geral, o percentual de
amostras positivas foi maior para leite em po, resultado esperado ja que os
residuos nestes produtos se encontram concentrados. Como nos anos
anteriores, as avermectinas foram os medicamentos mais detectados nas
amostras de leite, com percentuais menores de amostras positivas em
2009/2010. Cerca de 17% das 155 amostras de leite pasteurizados analisadas
foram positivas, com ivermectina o residuo mais encontrado (82% dos residuos
de avermectinas encontradas nas amostras nos dois periodos). Residuos de
doramectina corresponderam a cerca de 10% dos residuos do grupo.
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Figura 1. Percentual de amostras de leite positiva para drogas veterinarias
analisadas pelo PAMVet em 2006/2007 e 2009/2010. * resultado confirmado; **
triagem (Pacheco-Silva et al., 2014).

Em 2009/2010, somente uma amostra de leite (em pd) analisada
continha residuos de sulfonamidas, um resultado bem inferior ao encontrado no
periodo anterior (41,2% das 119 amostras de leite em pé analisadas) (Figura
4). Um percentual maior de amostras positivas para a estreptomicina foi
encontrado nesse periodo (~20% das amostras de leite em pd e pasteurizado)
comparado com o anterior utilizando teste de triagem especifico para este
medicamento. Duas amostras de leite em pé e 3 de leite UHT continham
residuos de estreptomicina acima do LMR (200 pg/L). Neomicina, B-lactamicos
e anfenicéis foram positivas em menos de 5% das amostras analisadas.
Residuos de anfenicois abaixo do LOQ do método foram confirmados em
2006/2007 (3 amostras de leite UHT contendo cloranfenicol e 2 de leite em p6
contendo florfenicol). Cerca de 10% das 139 amostras de leite em pod
analisadas em 2006/2007 continham residuos de tetraciclinas (10 de

clortetraciclina, 4 de tetraciclina e 1 de oxitetraciclina), mas nenhuma amostra
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analisada em 2009/2010 foi positiva para este grupo no teste de triagem
(Figura 4).

2.5.2. Outros paises

A literatura de residuos de medicamentos veterinarios em leite € ovos no
ambito internacional é extensa, e os resultados de alguns estudos estédo
sumarizados na Tabela 5. Observa-se que 0 niumero de amostras analisadas
em cada estudo publicado na literatura cientifica é relativamente pequeno, com
excecao dos dados do programa de monitoramento da Croécia. A maioria das
analises foi feita ou confirmadas por LC-MS. Em todos os estudos foram
detectados residuos de medicamentos em pelo menos uma amostra analisada,
mas poucos identificaram amostras com residuos acima do LMR (Ortelli et al.,
2009 e Frenich et al.,, 2010) ou encontraram residuo de medicamento nao
autorizado (Cheneau et al., 2009). Estes resultados sdo similares aqueles
reportados no Brasil.

Outros estudos avaliaram os niveis de antimicrobianos e antibi6ticos em
ovos apOs administracdo oral dos medicamentos em galinhas, para avaliar o
potencial nivel de residuos no alimento a ser consumido. Herranz et al.
administraram enrofloxacina em galinhas por 4 dias (10 mg/kg pc/dia) e seus
ovos foram recolhidos para analise durante 15 dias. A concentracdo maxima de
enrofloxacina foi observada 2 dias apds o término do tratamento (~3000 ng/g),
seguido de um rapido declinio. Jimenez et al. analisaram ovos de galinhas
tratadas com tilosina e doxiciclina por 5 dias (75 e 150 mg/kg pc dia,
respectivamente). Amostras coletadas durante o tratamento continham 138
Hg/kg de tilosina e 3800 pg/kg de doxicilina, e 5 dias apds seu termino os niveis
decairam para 16 e 147 pg/kg.

Bogialli et al. administraram enrofloxacina em galinhas por 3 dias (50
mg/kg pc dia) e coletaram os ovos por 16 dias apos o fim do tratamento. As
concentracdes de enrofloxacina cairam de 1400 ng/g no primeiro dia para ~3
ng/g apds 16 dias. O metabdlito ciprofloxacina ndo foi mais detectado a partir
do oitavo dia. Os mesmos autores analisaram ovos de aves tratadas com
eritromicina por 5 dias consecutivos (1500 g/L eritromicina 20%), encontrando a
maior concentragdo no primeiro dia apdés o termino da aplicacao (135 ng/g),
caindo para 20 ng/g dois dias depois. Os autores concluiram que a quantidade
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de residuo encontrado apés 3 dias do final do tratamento é inferior ao LMR

dessa substancia (150 ng/g). Porém, o avicultor pode nao atender as BPMV e

disponibilizar para o mercado ovos de animais que estdo em tratamento ou

logo apds seu término.

Tabela 5. Residuos de medicamentos veterinarios em leite e ovos em alguns

paises
Matriz . Al
(amostras I\gettodo~de Resultados Referepma,
analisadas) eteccao pals
Leite (150) UPLC-TOF 4 amostras positivas: tetraciclina, Ortelli et al.,
sulfaquinoxalina, cefalexina (< 2009; Suica
LMR) e penicilina G (> LMR, 4
ug/L).
Leite cru Microbiolégico 36 amostras positivas, 1 Bilandzic et al.,
(1259) confirmada por HPLC-DAD. 2011; Croacia
Imunoensaio 1 amostra positiva tetraciclina,
confirmado por HPLC-DAD (1671
ug/L).
Leite (10) UPLC-MS/MS 2 amostras: tracos de tilosina e Luiz et al.,
fenbendazol (<LOQ 3 ug/kg) 2008; Espanha
Leite (115) HPLC-MS/MS 1 amostra positiva: deco-quinato| Nebot et al.,
(coccidioestatico) (1 ng/mL) 2012; Espanha
Leite (17) UPLC-MS/MS lincomicina em 16 amostras (< Tang et al.,
LMR, 150 ng/mL) 2012; Taiwan
Ovos (12) UPLC-MS/MS 4 amostras positivas: Frenish et al.,
eritromicina, enrofloxacina, 2010; Espanha
tiabendazol, emamectina
febendenzol e/ou difloxacina.
1 amostras: eritromicina (433
ug/kg) > LMR (150 pg/kg).
Ovos (66) LC-MS/MS 1 amostra com lincomicina (25 Kim et al.,
ug/kg), < do LMR (50 pg/kg). 2012; Coréia
Ovos (100) LC-MS/MS 20 amostras com um ou mais Cheneau et al.,
residuos abaixo do LMR. 2009; Franca
29 amostras: residuos nao
permitidos de diclazuril,
robenidina, maduramicine e
nicarbazina (anticoccidio-
estaticos)
Ovos (27) LC-MS/MS 2 amostras: oxitetraciclina (35 e | Capriotti et al.,
62 ug/kg), abaixo do LMR. 2012; ltalia
Ovos (30) HPLC-UV 5 amostras positivas: tetraciclinas | Liu et al., 2013;
China
Ovos (50) HPLC-FL 1 amostra positiva: florfenicol (19 Xie et al.,
Hg/kg) e florfenicol amina (36 2011;
ug/kg) China
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1.Materiais e Reagentes

Metanol (MeOH), acetonitrila (MeCN), acetato de etila (AcEt), ambos
grau HPLC, foram adquiridos da Merck (Alemanha). Acido cloridrico PA (HCI),
fosfato de sodio tribasico dodecahidratado PA (NazPO4.12H-,0O) e o hidroxido
de sédio PA (NaOH) foram obtidos da Vetec (Brasil). Amina primaria-
secundaria (PSA) foi adquirida da SUPELCO (EUA), sulfato de magnésio
anidro (MgSO4) e o 2-nitrobenzaldeido (2-NBA) da Sigma-Aldrich. Acido
acético glacial, cloreto de sodio (NaCl) e acetato de sddio anidro (NaAc) da
J.T.Baker (Phillipsburg, EUA) e formiato de aménio da Fluka (Suica). Agua ultra
pura foi obtida pelo sistema de purificacdo Milli-Q (Millipore, Bedford, MA,
EUA).

Os compostos selecionados para a conducao do estudo estdo previstos
no PNCRC, e alguns também pelo PAMVet. Padrées de referéncia certificado
(pureza entre 78 e 99,5%) de oxitetraciclina (OTC) e sal de clortetraciclina
(CTC) foram obtidos da U.S. Pharmacopeial Convention (Rockville, MD, USA).
Tetraciclina (TC) foi adquirida da Farmacopéia Brasileira (Santa Maria,RS,
Brasil). Abamectina (ABA), doramectina (DOR), ivermectina (IVE),
eprinomectina (EPRI), moxidectina (MOX), sulfatiazol (STL), sulfametazina
(SMA), sulfadiazina (SDA), sulfametoxazol (SML), sulfaquinoxalina (SQA),
sulfadimetoxina (SDMA), albendazol (ALB), cloranfenicol (CAP), tilosina (TYL),
eritromicina (ERI) e lincomicina (LYN), os metabélitos 3-amino-2-oxazolidinona
(AOZ), 3-amino-5-morfolinometil-2-oxazolidinona (AMOZ), 1-aminohidantoina
(AHD) e semicarbazida (SEM) e os derivados NP-AOZ, NP-AMOZ, NP-AHD e
NP-SEM foram adquiridas da Sigma Aldrich/Dr. Ehrenstorfer GmbH (Germany).

3.2.Preparo de solucoes padrao

Solucdes estoque na concentracao 10 mg/mL foram preparadas
dissolvendo 10,00 = 0,02 mg de cada padrao de referéncia em MeOH e
armazenadas em vial ambar de 10 mL a -20-C. Solu¢cdo de mistura
intermediaria de OTC, TC, CTC, ABA, DOR, IVE, EPRI, MOX, STL, SMA, SDA,
SML, SQA, SDMA, ALB, CAP, TYL, ERI e LYN foram preparadas na
concentragdo de 10 pg mL™", pipetando 100 pL de cada solugdo estoque e
diluindo para 10 mL de MeOH. Solugdo de mistura intermediaria dos
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metabdlitos de nitrofuranos (AMOZ, AOZ, AHD e SEM) e outra dos
derivatizados de nitrofuranos (2-NP-AMOZ, 2-NP-AQZ, 2-NP-AHD, 2-NP-SEM)
foram preparadas da mesma forma na concentragcdo de 10 pug/mL, e mantidas
a -20 °C. Solucdes de trabalho mistas foram preparadas a partir da diluicdo
das solugdes mista intermediaria com concentracdo final de 0,4 pg/mL. A
solugédo de trabalho mista dos derivados de nitrofuranos foram utilizadas para
otimizar as condicdes do espectdbmetro de massas e realizar a validacao. As
solucdes de trabalho de mistura foram preparadas mensalmente.

3.3. Amostras de leite e ovos

Amostras organicas de leite pasteurizado e ovos foram adquiridas do
comércio de Brasilia - DF para a otimizacao e validagdo do método analitico.
As amostras de ovos foram homogeneizadas em liquidificador por
aproximadamente 3 minutos. Amostra de ovo homogeneizada e o leite foram
acondicionados em potes plasticos de PET, vedadas, identificadas e
armazenadas em freezer a -20 °C. No momento do preparo das amostras, elas
foram deixadas a temperatura ambiente até descongelarem.

Para analise de amostras, 51 amostras de ovos brancos e vermelhos
nao organicos foram adquiridas no comércio de Brasilia — DF, homogeneizados
(clara e gema) em liquidificador por aproximadamente 3 minutos e
armazenados em potes plasticos de PET, vedadas, identificadas e

armazenadas em freezer a -20 2C até momento da analise.

3.4.Extracao e analise de medicamentos veterinarios
3.4.1. Métodos multirresiduos — Quick, Easy, Cheap, Robust and
Safe (QUEChERS)

Os medicamentos veterinarios foram extraidos utilizando o procedimento
de extracdo baseado no método QUEChERS (Luiz et al., 2008; Frenich et al.,
2010). A quantidade de matriz, o solvente extrator, o tipo e quantidade de sais
adicionados e o adsorvente utilizado na etapa de clean up foram otimizados
para se obter melhor eficiéncia na extragdo dos principios ativos utilizando
amostras fortificadas com os analitos de forma que a concentracéo final dos
analitos no extrato seja igual a 10 vezes o LOQ do equipamento.
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Um planejamento factorial 2* com ponto central foi utilizado para
encontrar a melhor condicdo de extracao para o método QUEChERS. Para
otimizar as condicdes de preparo de amostras fortificadas, foram avaliados os
efeitos da massa de amostra (1), composicao dos sais (2), o solvente extrator
(3) e os adsorventes utilizados no clean up (4). As variaveis independentes
testadas em trés niveis, representados por (-1), (+1) e (0), sao
respectivamente:

e quantidade de matriz (M): 10,0 e 15,0 g de amostra e 5,0 g de
amostra.

e quantidade de sais (salting out) (s): 1,0 g de NaCl, 1,0 g de acetato de
s6dio e a mistura de 1,0 g de NaCl e 1,0 g de acetato de s6dio;

e composicao do solvente extrator (se) (acetonitrila / acetato de etila):
Solvente A: 10,0/ 0,0; solvente B: 0,0/ 10,0 e solvente C: 8,0/ 2,0; e

e adsorvente (ad): 50 mg de PSA; a mistura 50 mg de PSA e 50 mg de
C18 e mistura 25 mg de PSA e 25 mg de C18.

A variavel dependente € o rendimento da extracdo obtido em cada
ensaio (% de recuperacdo). Foram realizados 19 ensaios, que corresponderam
a todas as combinagdes possiveis para os niveis (-) e (+) sem repeticado mais o
nivel (0) em triplicata. A Tabela 6 mostra o planejamento fatorial 2*, com os trés
fatores codificados F(1); F(2); F(3) e F(4) em trés niveis (-1), (0) e (1).

As porcentagem de recuperacao obtidas no experimento para cada um
dos medicamentos foram utilizadas para avaliar os efeitos de cada fator e suas
interacdes. Esta avaliacdo foi realizada estatisticamente usando o programa
Excel® e validados pelo STATISTICA®. Para determinar a significancia
estatistica dos modelos foi ajustado o modelo linear e sua performance foi
avaliada utilizando a analise de variancia (ANOVA). Se o modelo linear nao
apresentar resultados satisfatérios, entdo um modelo mais complexo (como o
modelo quadréatico) deve ser testado e seus resultados avaliados. A resposta
(Y), avaliada pela recuperacdo de cada medicamento, foi ajustado de acordo
com a Equacdo 1. Para o modelo linear o termo quadratico (8;;X;°) deve ser

desconsiderado.

Y = Bo+ Xy BiXi + Ty BuXi® + Xicqin sy BiiXi X Equacao 1
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Onde, Y é o valor de recuperacao dado pelo modelo, o € o coeficiente

constante, £ é o coeficiente linear, 5 é o coeficiente do efeito quadratico, 5 é o

coeficiente dos efeitos de interacdo e X; e X; sdo os valores codificados da

variavel resposta.

Tabela 6. Planejamento fatorial 2* com ponto central para as amostras leite e

ovos fortificadas e extraidas pelo método QUEChERS.

Fatores codificados

Fatores originais

X(1) X(2)
. X(3) X(4)
Quant. Sais
Solvente PSA +
Ensaio X(1) X(2) X(3) X(4) amostra NaCl+NaAc
extrator C18 (mg)
(9) (9)
1 - - - 10 1,00 + 0,00 A 50 + 0,0
2 + - - 15 1,00 + 0,00 A 50 + 0,0
3 - - - 10 0,00 + 1,00 A 50 + 0,0
4 + - - 15 0,00 + 1,00 A 50 + 0,0
5 - + - 10 1,00 + 0,00 B 50 + 0,0
6 + + - 15 1,00 + 0,00 B 50 + 0,0
7 - + - 10 0,00 + 1,00 B 50 + 0,0
8 + + - 15 0,00 + 1,00 B 50 + 0,0
9 - - + 10 1,00 + 0,00 A 0,0 + 50
10 + - + 15 1,00 + 0,00 A 0,0 + 50
11 - - + 10 0,00 + 1,00 A 0,0 + 50
12 + - + 15 0,00 + 1,00 A 0,0 + 50
13 - + + 10 1,00 + 0,00 B 0,0 + 50
14 + + + 15 1,00 + 0,00 B 0,0 + 50
15 - + + 10 0,00 + 1,00 B 0,0 + 50
16 + + + 15 0,00 + 1,00 B 0,0 + 50
17,18e 19 0 0 0 5 1,00 + 1,00 C 25+ 25

F1 = Quantidade de amostra (g), F2 = Sais (NaCl e NaAc) em gramas, F3 =
Solvente extrator A (10,0 mL de acetonitrila e 0,0 mL de acetato de etila), B
(0,0 mL de acetonitrila e 10 mL de acetato de etila) e C (8,0 mL de acetonitrila e

2,0 mL de acetato de etila)
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3.4.2. Extracao liquido-liquido com purificacado em baixa

temperatura (ELL-PBT)

Os medicamentos veterinarios foram extraidos utilizando o procedimento
de extracdo ELL-PBT. As amostras foram fortificadas com os analitos de forma
que a concentracdo final fosse 10 vezes o LOQ do equipamento. Os
parametros a serem considerados na otimizacao sdo a composi¢ao do solvente
extrator, a forca i6nica e o tempo de agitacao, que foram avaliados por meio de
um planejamento experimental 2° com ponto central (Neto et al., 2010). As
variaveis independentes foram testadas em trés niveis, representados por (-1),
(+1) e (0). A variavel dependente é o rendimento da extracao obtido em cada
ensaio (% recuperagao).

e Tempo de ultrassom (us): 5, 15 e 10 min;
e Adicdo de Sal (S): 0,00, 0,20 e 0,10 mol L' de NaCl;
e composicao do solvente extrator (se) (v/v): acetonitrila / acetato de etila:

Solvente A: 8,0/ 0,0; solvente B: 6,5/ 1,5 e solvente C: 8,0/ 1,5.

Foram realizados 11 ensaios, que corresponderam a todas as
combinacdes possiveis para os niveis (-) e (+) sem repeticdo, mais o nivel (0)
em triplicata. A Tabela 7 mostra o planejamento fatorial 2°, com os trés fatores
codificados F(1); F(2) e F(3) em trés niveis (-1), (0) e (1).

As porcentagens de recuperagao obtidas no experimento para cada uma
das substancias do estudo foram utilizadas para avaliar os efeitos de cada fator
e suas interacdes sendo, avaliadas estatisticamente conforme o planejamento

realizado anteriormente.
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Tabela 7. Planejamento fatorial 2° com ponto central para as amostras de leite
e ovos fortificadas e extraidas por ELL-PBT.

Fatores L
L Fatores originais
codificados
F(1)Tempo F2) Adicao
() P (F2) ¢ (F3) Solvente
. de Ultrassom de sal
Ensaios F(1) F(2) F(3) . ] Extrator
(min) (gmL")
1 - - - 5 0,00 A
2 + - - 15 0,00 A
3 - + - 5 0,20 A
4 + + - 15 0,20 A
5 - - + 5 0,00 B
6 + - + 15 0,00 B
7 - + + 5 0,20 B
8 + + + 15 0,20 B
9,10 e 11 0 0 0 10 0,10 C

F1 = Tempo de ultrassom, F2 = Adicdo de sal (concentracao final do NaCl na
amostra) g mL™", F3 = Solvente extrator A (8,0 mL de acetonitrila e 0,0 mL de
acetato de etila), B (6,5 mL de acetonitrila e 1,5 mL de acetato de etila) e C

(8,0 mL de acetonitrila e 1,5 mL de acetato de etila).

3.5.Técnica de extracao e analise de residuos dos metabdlitos de
nitrofuranos
Os medicamentos furazolidona, furaltadona, nitrofurantoina e
nitrofurazona séao rapidamente metabolizados no organismo animal e 0 seu uso
€ avaliado pela analise de seus metabdlitos AOZ, AMOZ, AHD e SEM,
respectivamente. O preparo da amostra para analise dos metabdlitos consiste
inicialmente na hidrélise acida para libera-los das proteinas ligantes, seguida
da derivatizacdo com 2-nitrobenzaldeido (2-NBA) e formacdo dos derivados
NP-AOZ, NP-AMOZ, NP-AHD e NP-SEM (Figura 2). As condi¢des de hidrolise,
derivatizacado extracado utilizando ELL com acetato de etila e clean up foram

otimizadas para anélise das amostras.
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Figura 2. Esquemas de reacdes para a nitrofurazona onde A) a liberacédo da
cadeia lateral através da hidrélise de residuos ligados as proteinas e B) reacao

de derivatizacdo com 2-NBA.

3.6. LC-MS/MS

A analise dos principios ativos foi realizada em um Sistema LC
Shimadzu, equipado com bomba binaria (LC-20AD), degaseificador (DGU-
20A5), amostrador automatico (SIL-20AC), forno de coluna (CTO-20AC) e
controladora (CBM-20A) com interface para o espectrometro de massas triplo
quadrupolo (4000QTRAP, Applied Biosystem/MDS Sciex, Foster City, EUA)
com fonte TurbolonSpray. O software de controle do LC-MS/MS é o Analyst ® V
1.5.2. A coluna utilizada é a Phenomenex® Luna C18(2) (150 mm x 3 mm i.d.,
tamanho de particula 3 um e 100A) com a respectiva pré-coluna.

As condi¢6es analiticas para as analises, composicdo e vazao da fase
mével, tipo de coluna cromatogréfica, foram otimizadas com o objetivo de um
menor tempo de analise, com uma boa resolucao e separagao entre 0s picos
dos analitos de interesse.

Inicialmente, foi necessario realizar a otimizacdo dos parametros da
fonte de ions que dependem do composto analisado e assim minimizar as
perdas na ionizacao. Para isso, primeiro faz-se a otimizagdo automatica do
equipamento para gerar o método MRM para cada analito e obter os
parametros de voltagens das lentes. O procedimento consiste em preparar o
analito na concentracdo de 200 ng mL" em metanol:agua (50:50) e adicionar
formiato de aménio (5 mmol L") ou &cido férmico (0,1 %), que funcionam
como aditivos para facilitar a ionizagdo. Por infusdo direta da solucdo do
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analito, no modo positivo ou negativo, o equipamento determina os parametros
6timos das lentes do espectrémetro e os fragmentos mais intensos para cada
analito.

Em seguida, fez-se a otimizacdo dos parametros da fonte de ions
efetivamente, para cada método, utilizando o método MRM criado, onde 20 pL
do analito na concentragdo de 20 ng mL" em metanol:agua (50:50, v/v) é
injetado no cromatégrafo liquido sem coluna, utilizando fase movel
metanol:agua (50:50, v/v) e aditivo na vazao desejada para analise.

O método criado entao pode ser utilizado para a andlise quantitativa dos
analitos e pode ser iniciada a separacao por cromatografia liquida.

3.7.Validacao

3.7.1. Métodos multirresiduos

A seletividade do método multiresiduos foi avaliada pela presenca de
interferentes no mesmo tempo de retengcdo dos ions monitorados dos
medicamentos analisados. Essa avalicdo foi realizada no cromatograma obtido
no LC-MS/MS para uma amostra isenta dos analitos .

O efeito de matriz foi avaliado para todos os analitos utilizando 3 niveis
de concentracdo em sextuplicata e aplicou-se o teste de homogeneidade de
variancia (teste F — Fisher-Snedecor), sendo o efeito considerado significativo
quando Fcalculado>Ftabelado para cada nivel de concentracéo. A linearidade
foi avaliada a partir de curvas analiticas contendo cinco niveis de concentragéo
(0,8; 2; 15; 40 e 100 ng/mL para abamectina, eprinomectina, ivermectina,
albendazol, todas as sulfonamidas, tilosina e eritroicina, 4,0; 10; 75; 200 e 500
ng/mL para doramectina, moxidectina e lincomicina e 0,24; 0,60; 4,5; 12 e 30
ng/mL para cloranfenicol), preparadas em matriz fortificada. Cada um dos cinco
pontos foi preparado adicionando volumes definidos da solugcédo padrao no vial
contendo extratos do branco extraido. A lineridade foi avaliada pelo coeficiente
de determinacdo (R?) e pela andlise de variancia (ANOVA). A
homocedasticidade foi avaliada pela variancia dos residuos (teste de Cochran)
analisando curvas analiticas em ftriplicatas independentes, sendo considerada
homocedastica quando o desvio padrao dos residuos de cada ponto nao varia
com a concentracdo (Ccalculated<Ccritical;5;3). Quando os desvios variam
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com a concentracdo, a curva é dita heterocedastica (Ccalculated>Ccritical;5;3)
(MAPA, 2011).

A repetitividade (expresso como desvio padrdo relativo — DPR,%) foi
determinada pela adicdo de volumes apropriados da solucdo de trabalho de
mistura em 10 g de amostra branco de leite e ovo homogeneizados em tubos
de centrifuga. Foram extraidos e analisados 6 replicatas de 3 niveis de
fortificacdo, correspondendo a 1, 3 e 10 vezes o LOQ. A quantificacdo foi
realizada utilizando curva extraida. O LOQ foi determinado no teste de
precisdo, sendo a menor concentracdo quantificavel com precisédo aceitavel
(DPR< 30%).

A precisao intermediaria foi avaliada para todos os analitos em extragéao
realizada por operador/dia diferente, onde foram analisados os mesmos 3
niveis em sextuplicata da mesma forma que foi realizado o ensaio de

repetitividade.

3.7.2. Método nitrofuranos

A seletividade do método para determinagéo de nitrofuranos foi checada
pela andlise dos cromatogramas obtidos no LC-MS/MS de um branco da
amostra, verificando a presenca de interferentes no mesmo tempo de retencéo
dos compostos analisados.

O efeito de matriz foi avaliado para todos os analitos utilizando 3 niveis
de concentracdo em sextuplicata e aplicou-se o teste de homogeneidade de
variancia (teste F — Fisher-Snedecor), sendo o efeito considerado significativo
quando Fcalculado>Ftabelado para cada nivel de concentracao. A linearidade
foi avaliada pela curva analitica contendo cinco pontos, preparadas em matriz
fortificada (0,3; 0,5; 1; 4; 10 ug/kg de amostra). A regresséo linear foi calculada
o coeficiente de determinacdo (R?) e a andlise de variancia (ANOVA) (MAPA,
2011). A homocedasticidade foi avaliada pela variancia dos residuos (teste de
Cochran).

A repetitividade (DPR,%) foi determinada pela adicdo de volumes
apropriados da solucao de trabalho de mistura contendo os metabélitos em 1 g
de amostra de leite e ovo homogeneizados em tubos de centrifuga. Foram

derivatizadas, extraidas e analisadas seis replicatas de trés niveis de
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fortificagéo, 1,2 e 8 vezes 0 LOQ. O LOQ é a menor concentracao quantificavel
com precisao aceitavel (DPR< 30%).

A precisao intermediaria foi avaliada para todos os analitos em extracao
realizada por operador/dia diferente, onde foram analisados os mesmos trés
niveis em sextuplicata da mesma forma que foi realizado o ensaio de
repetitividade.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1.0Otimizacao dos parametros espectrométricos e cromatograficos
Inicialmente foram otimizadas as condicées analiticas, pardmetros da
fonte de ionizacao do espectrdbmetro de massas, composicao e vazao da fase
mével utilizada na cromatografia, assim como o tipo de coluna cromatogréfica,
temperatura do forno de coluna e gradiente, visando um pequeno tempo de
analise, com uma boa resolucao e separagao entre os picos dos analitos de
interesse. Como a fragmentacdo é caracteristica para cada analito, os
medicamentos foram identificados pelo perfil de fragmentacdo e pela
comparacdo do tempo de retencdo dos compostos de interesse com os dos
padroes dessas substancias, analisadas nas mesmas condicdes

cromatograficas.

4.2. Otimizacao do Espectrometro de Massas

Os parametros da fonte de ionizacao foram otimizados automaticamente
pelo equipamento. O espectrobmetro de massas foi operado no modo
Monitoramento de Reacgdes Mudltiplas (MRM) onde os analisadores de massas
(Quadrupolos Q1 e Q3) selecionam o ion precursor € o ion produto de forma
que as transicbes de massa carga (m/z) sejam definidas. Para realizar essa
selecdo, os parametros de voltagem das lentes para cada analito sao
otimizados utilizando padrées analiticos.

A Figura 3 mostra o esquema do espectrbmetro de massas e 0s
parametros que foram otimizados. O significado de cada parametro esta
descrito a seguir (QTrap LC-MS/MS Hardware Manual). Os parametros
dependentes do analitos, 0s ions precursores, os ions produto estdo mostrados
na Tabela 8.
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Figura 3. Esquema de espectrobmetro de massas triplo quadrupolo (Fonte:
Applied Biosystem)

e DP (Declustering Potencial): controla a diferenga de potencial
entre o orificio e o primeiro quadrupolo (QO). E utilizada para minimizar a
formacdo de cluster do solvente; quanto maior o seu valor maior a
fragmentacao.

e CXP (Collision Cell Exit Potential): controla o potencial de saida da célula de
colisdo, focando e acelerando os ions para fora da célula de colisdo (Q2)

e CE (Collision Energy): controla a energia de colisédo, que € a diferenga de
potencial entre o primeiro quadrupolo (Q0) e o segundo quadrupolo (Q2). Esta
€ a quantidade de energia que os ions precursores recebem quando sao
acelerados dentro da célula de colisdo (Q2) onde colidem com as moléculas do
gas e fragmenta.

Definida as transicdes que serdao monitoradas, foram otimizados os
parametros que dependem da fonte e também do analito a partir da injecdo da
solucdo padrao no cromatografo liquido sem a coluna, no fluxo pretendido. Os
parametros otimizados estao definidos a seguir (Tabela 9):

e Entrance Potencial. controla o potencial de entrada que guia e foca os ions,

e Jon Source Gas 1: controla o gas de nebulizacdo, e ajuda na formacao das
goticulas sendo um parametro que afeta a estabilidade do spray e a
sensibilidade.

e Jon Source Gas 2: controla o gas auxiliar que ajuda a evaporar as gotas do
“spray” e diminui a entrada do solvente no instrumento.

e Temperatura: controla a temperatura do gas auxiliar na fonte e ajuda a

evaporar o solvente e a produzir ions na fase gasosa.

46



e (Curtain gas: controla o gas que flui entre a placa da fonte e o orificio e
impede que gotas de solvente entrem no equipamento.

e Jon Spray Voltage: controla a tensdo aplicada no capilar para ionizar a
amostra.

e Colision Gas: controla a pressao do gas de colisdo na célula de colisdo onde

0 gas atua como um alvo para fragmentar os ions precursores.

Devido a diferenca na ionizacao e na extracdo de alguns analitos, foram
criados trés métodos no sistema LC-MS/MS. O método 1 foi desenvolvido para
analise das avermectinas, sulfonamindas, macrolideos, benzimidazol,
aminoglicosideos, quinolonas e fluoroquinolonas. Esses compostos sao
ionizados facilmente, porém algumas avermectinas formam adutos com ions
sédio, potassio, aménio e acetato. Com o objetivo de obter um aduto desses
analitos mais estavel, escolheu-se o ion amoénio, logo o aditivo utilizado foi o

formiato de aménio na concentragdo 5 mmol L™,
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Tabela 8. Condi¢gdes do LC-MS/MS Applied 4000 Q-Trap para analise de medicamentos veterinarios.

Formula

lon

Q1

Q3

Q3

Q3

Composto Molecular precursor (mz)  MASSI  mAssii  maAssm 2P (V) CE(V) CXP (V)
Abamectina CagHr201e [M+NH4] 890,5 567,2 305,2 145,1 61 21; 33; 51 20; 18: 10
Doramectina CooHraO1e [M+NH4J 916,5 593,7 331,3 113,0 56 21; 37; 81 20; 20: 6
Eprinomectina CaoHzsNO 14 [M+H]* 9145 330,1 186,1 112,0 61 35; 35; 35 04; 24: 24
Ivermectina CagHr4O1e [M+NH4] 892,5 569,4 307,2 551,4 56 21; 35: 31 18:16; 18
Moxidecitina CarHesNOy [M+H]" 640,3 528,2 4982 496,3 56 13:19; 17 20; 16: 16
Sulfatiazol CoHoN305S5 [M+H]" 256,0 156,0 92,1 108,0 56 23; 41; 33 10:6: 6
Sulfametazina CioH1aNLO,S [M+H]* 2791 156,0 124,0 i 51 35; 27 8:10
Sulfadiazina CioHioN:O,S [M+H]* 251,0 156,0 92,0 108,0 56 23; 41; 35 12:14; 6
Sulfametoxazol CioH1iN3O3S [M+H]* 254,0 156,0 92,0 108,0 61 23; 41:35 10: 16: 6
Sulfaquinoxalina CraH1oNL05S [M+H]" 301,0 156,0 92,0 108,0 61 23; 43; 37 10:6: 6
Sulfadimetoxina C1oH14N4OLS [M+H]* 311,1 156,0 92,0 108,0 66 29;47; 39 12;14;6
Albendazol CioHisN3O,S [M+H]* 266,1 2340 190,9 192,0 56 27; 45: 39 18:10; 14
Cloranfenicol C11H12ClN;Os [M-H] 321,0 151,8 256,8 193,9 60 -28;-18:-18 1175
Tetraciclina CaoH2aN;Og [M+H]* 4452 4101 4271 154,2 61 27:19; 41 12:14: 10
Oxitetraciclina CaoHaaN;Og [M+H]* 461,2 426,2 443 4 4442 61 27:19; 23 24; 14: 12
Clortetraciclina CaoHasCIN,O [M+H]* 4792 462,1 4440 154,1 61 25: 29: 41 14:14: 10
Tilosina CagHs7NO 17 [M+H]* 916,5 174,0 772,0 101,1 101 57 41: 81 10:10; 16
Eritromicina CarHe/NO 13 [M+H]* 7345 158,0 576,0 116,2 76 45; 29: 71 12:18: 6
Lincomicina CigHaaN:06S [M+H]* 407,2 126,1 359,2 389,2 81 41; 27; 25 8:10; 12
Penicilina G CisHigN20,S [M+H]* 335,1 160,1 176,1 217,0 101 23; 23; 23 10:10; 10
NP-AMOZ CisHigN2Os [M+H]* 335,1 291,0 100,1 128,1 51 19:43:33 18:6:8
NP-AOZ CioHoN;O, [M+H]* 236,1 134,0 104.0 : 71 19:31 106
NP-AHD CioHeN4O, [M+H]* 2491 134,0 104,0 178,1 71 19:31:23 8:6:14
NP-SEM CeHsN2Os [M+H]* 209,1 166,1 192,1 149,1 61 15:17:19 14:16:12
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O método 2 foi desenvolvido para analise do cloranfenicol e tetraciclinas.
Observou-se que a analise simultdnea das sulfonamidas, avermectinas, beta-
lactamicos, macrolideos, benzimidazol, aminoglicosideos, quinolonas e
fluoroquinolonas no modo de ionizacdo positiva e o cloranfenicol no modo
negativo comprometeu a identificacdo e quantificacdo do cloranfenicol devido a
necessidade de troca dos modos de ionizacado e o tempo para estabilizacdo.
Desta forma, para ter uma janela de tempo maior na mudanca dos modos de
ionizacao, decidiu-se realizar a analise do cloranfenicol no método 2. O aditivo
utilizado para otimizagéo dos parametros da fonte foi o acido férmico 0,1 %.

O preparo de amostra para determinacdo dos metabdlitos de
nitrofuranos envolve hidrélise, derivatizagdo e extracdo. Como o procedimento
de extracdo é especifico para esses analitos, foi necessario desenvolver o
método 3, a partir de padrdes analiticos dos compostos derivatizados.

A Tabela 9 mostra os parametros da fonte obtidos para os trés métodos.

Tabela 9. Pardmetros da fonte obtidos para analise de medicamentos
veterinarias no LC-MS/MS Applied 4000 Q-Trap

Parametros da Fonte Método1 Método2 Meétodo 3
Entrance Potencial, eV (EP) 10 10 10
Curtain gas, psi (CUR) 10 10 12
Colision Gas, psi (CAD) High High Medium
lon Spray Voltage, V (IS) 4000,0 5500,0 5000,0
Temperatura, °C (TEM) 750 750 650
lon Source Gas, psi (GS1) 50 45 40
lon Source Gas, psi (GS2) 45 45 45

4.3. Analise cromatografica
Foram estabelecidas e otimizadas as condicdes cromatograficas para
uma separacao adequada dos compostos avaliados. A coluna escolhida para
todos os analitos foi Phenomenex® Luna C18(2) (150 mm x 3 mm i.d., tamanho
de particula 3 um e 100 A), com a respectiva pré-coluna. De acordo com a
coluna escolhida (tamanho de particula) e as especificacdes do equipamento
escolheu-se trabalhar com vazao da fase mével de 0,5 mL/min.
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Com o objetivo de realizar a extracdo de todos os analitos utilizando o
métodos 1 e 2 nas diferentes matrizes, o extrato obtido foi dividido para as
andlises cromatograficas e diferentes fases moveis foram utilizadas (Tabela
10). A temperatura do forno da coluna foi de 40 °C para todos os métodos, o
tempo total de analise de 60, 20 e 12 minutos para o método 1, 2 e 3
respectivamente, e o volume injetado de 10 pL para os métodos 1 e 3 e de 5
UL para o método 2, quantidade diferentes foram injetadas devido a diferenca
na sensibilidade dos analitos.

Tabela 10. Composicao da fase mével e gradiente utilizados para cada método
no LC-MS/MS

Fase A Fase B Gradiente
Método 1
(Avermectinas,
sulfonamindas, . 0 min — 5% B;
MeOH:H20,formiato )
macrolideos, . 10 min —20% B
o de aménio 5 mmol/L MeCN . .
benzimidazol, 15 min — 75% B (20min)
(20:80, v/v)

aminoglicosideos, 36 min — 5% B (10 min)
quinolonas e

fluoroquinolonas)

. . . 0 min — 0% B;
Método 2 MeOH:H,0,acido MeCN, acido . _
. o o 1 min —30% B (10 min)
(Cloranfenicol e formico 0,1% formico 0,1% .
o 10 min—-75% B
tetraciclinas) (20:80, v/v) ) )
11 min — 30% B (5 min)
MeOH, _
) . . 0 min — 60% B;
Método 3 H-0O, formiato de formiato de . _
. . . 2 min —80% B (7 min)
(Nitrofuranos) amonio 5 mmol/L amonio ) )
9,5 min — 60% B (6 min)
5 mmol/L

A Figura 4 mostra o cromatogramas obtido pela andlise da solucao
padrdao dos analitos na concentracdo de 10 ng/mL nas condi¢cdes otimizadas
para o método 1. A Figura 5 mostra o espectro de massas da eritromicina e as
fragmentacdes obtidas pelo espectrébmetro de massas estdo de acordo com
aquelas propostas na literatura. Os fragmentos no MS/MS (ESI) sado obtidos
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pela quebra da ligacdo de uma molécula protonada na célula de colisdo ou
apos o rearranjo intramolecular durante a fragmentacéo.

Tomando por exemplo a eritromicina, cujo ion precursor possui m/z
734,4, o préton pode ser adicionado ao nitrogénio da amina ou nos oxigénios
de diferentes funcbes organicas (cetona, éter, éster e alcool), resultando na
quebra em diferentes regidbes da molécula. O espectro de massas da
eritromicina (Figura 5) mostra a perda de moléculas de agua (18 Da), formando
os ions de m/z 716,4 e 698,4. A quebra das ligacdes glicosidicas, entre a
lactona macrociclica e os agucares da molécula, formam os fragmentos que
apresentam maior intensidade (m/z 158,4 e 576,4). Haghedooren et al. (2006)
atribuem a m/z 158 a perda do residuo de cladinose, porém essa perda pode
ser devido ao fragmento da desosamina, como proposto na Figura 6. Segundo
Sismoto et al. (2013) esse mesmo fragmento é caracteristico de impurezas
comumente presentes na eritromicina A, e por apresentar maior intensidade e
estabilidade, esse foi escolhido para monitoramento da eritromicina. O
fragmento m/z 558,4 provavelmente foi formado pela perda de uma molécula
de agua do fragmento m/z 576,4. O fragmento de m/z 127,4 é obtido pela
perda de um ion (CH2=0OH+, m/z 31) do residuo de cladinose (Figura 6). A
transicdo mais intensa (m/z 158,0) é a de quantificacdo, e 0 m/z 576,0 é a de
qualificacdo. Esses fragmentos, adicionalmente ao tempo de retencédo formam
os pontos de identificacdo recomendados pela Comunidade Europeia para
substancias com LMR estabelecido (n=4).
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Figura 4. Método 1, Cromatograma MRM (ESI+) das sulfonamida; g&ermectinas, beta-lactamicos, macrolideos, benzimidazol,
aminoglicosideos, quinolonas e fluoroquinolonas (10,0 ng/mL), contendo sulfadiazina (1), sulfatiazol (2), sulfametoxazol (3),
sulfametazina (4), sulfaquinoxalina (5), sulfadimetoxina (6), lincomicina (7), eritromicina (8), tilosina (9), albendazol (10),

eprinomectina (11), abamectina (12), doramectina (13), moxidectina (14) e ivermectina (15). Concentragéo: 10,0 ug/L em metanol

52



| sz (734 52) CE (20) 26 MCA scans from Sample 1 (TuneSampleMame) of ERYTROMICIMNA_InitProduct Pos wiff (Turbo Spray)

2.5e6 4
2.4e6
2.3e6+
2.2ef
21eb
2.0e6
1.9e6 4
1.8e6
1.7eb
1.6e6 q
1.5e6 4
1.4e6 4
1.3e6

1.2e6 4

L

Intensity, cps
io

1.1e6

1.0e6

9.0e51

8.0e54

T.0e54

5.0e54

5.0e5

4.0e54

4]
]
[

IS

3.0e54

2.0e54

11§.2 .5
1.0e5 272 58

152
R |
U.U’ ahl ”l . i . L 4

o

1
&
Y

—_—;

=—

Max. 2.5e6 cps.

T34 4

528 4.

-5

100 150 200 250 200 350 400 450 500 550 600
miz, Da

Figura 5. Espectro de massas obtido para solucao padrao de eritromicina (m/z 734,4) por LC-MS/MS.

650 700

53



C

Jk.v"“
HO I . | 'D’f-'-._ /'\
\\“\[ ol K\J----u ,L J\
o %, o o}

il

mz 556 4

’ e
_ /'- N
/’»-,‘ ....... wig “" - "le#,,

H+

N -

m/z 1581

0
I

HO, j/\
\\.I'\I-II
A

A
HM-'”'

Hﬁ,,

Nipet

lﬁ‘ )f\ J/
e ."/
n T 9

m/z 576,1

Figura 6. Fragmentacao proposta para a molécula de eritromicina (m/z = 734,4).

Figura 7 mostra o cromatograma obtido pelo método 2. Nesse método, o

espectrometro opera no modo positivo até 4,0 minutos para determinacdo das

tetraciclinas, e entre 4 e 10 minutos em modo negativo para determinagdo do

cloranfenicol. O espectro de massas obtido para cloranfenicol (Figura 8) mostra os

fragmentos mais intensos (m/z 194, 152 e 256).
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O cromatograma obtido no método 3 para os produtos de derivatizacdo dos

metabolitos de nitrofuranos esta mostrado na Figura 9. A Figura 10 mostra o perfil

de fragmentagdo da NP-SEM, indicando os fragmentos de m/z 192, 166 e 149.
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4.4.Limite de quantificacao do equipamento (LOQ)

Para iniciar a otimizagdo do método de extracdo, fez-se necesséario conhecer
os valores de LOQ do equipamento para cada analito. Solugbes padrdo dos
analitos em concentracdées decrescentes foram injetadas e a relagao sinal/ruido
determinada. O LOQ foi definido como a concentracao cuja area do analito equivale
a 10 vezes a area do ruido. Os valores de concentracao obtidos estdo mostrado na
Tabela 11. Para cada composto, o LOD do método foi definido como 1/3 do LOQ.
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Tabela 11. Valores de LOQ dos analitos no LC-MS/MS Applied 4000 Q-Trap

LOQ
Grupo Composto (ng/mL)
Antiparasitarios Abamectina 0,50
Doramectina 2,0
Eprinomectina 2,0
Ivermectina 1,0
Moxidecitina 0,50
Albendazol 1,0
Antimicrobiano/ Sulfametazina 0,25
antibiéticos Sulfadiazina 0,70
Sulfametoxazol 0,70
Sulfaquinoxalina 0,70
Sulfadimetoxina 0,25
Sulfatiazol 0,60
Tilosina 0,75
Eritromicina 0,25
Cloranfenicol 0,30
Tetraciclina 100
Oxitetraciclina 100
Clortetraciclina 100
Lincomicina 0,50
2-NP-AOZ 0,50
2-NP-AMOZ 0,50
2-NP-AHD 0,50
2-NP-SEM 0,50

Os valores de LOQ foram obtidos utilizando os analitos em solvente e estao
muito abaixo do LMR de cada analito adotados no Brasil. Os resultados foram
considerados satisfatorios e a partir desses foi estabelecida a concentracao
utilizada, que corresponde a 10 vezes o LOQ, para o desenvolvimento do método

multirresiduo em amostras de leite e ovo.

59



4.5.0TIMIZACAO DAS TECNICAS DE EXTRACAO
Para identificar com o menor numero de experimentos os fatores que podem
afetar a recuperacao dos analitos, foi realizado o planejamento fatorial 2* com ponto

central para otimizagdo do método QUEChERS e 2° com ponto central para ELL-
PBT .

4.5.1. Multirresiduo (QUEChERS)

No planejamento fatorial 2* com ponto central foram escolhidos os fatores de
acordo com adaptacdes do método QUEChERS ja publicados. Quantidades de
amostra diferentes foram reportadas por Lehotay et al. (2005) e Jeong et.al (2012)
que trabalharam com 15 g de amostra de leite e ovos, respectivamente, enquanto
Frenich et al. (2010) e Luiz et al. (2008) trabalham com 10 g das mesmas matrizes.
A quantidade de amostra é uma variavel importante, principalmente quando se quer
ganhar detectabilidade no método. Esses mesmos autores reportam que o uso de
acetato de sodio anidro no lugar do NaCl, na etapa de salting out, é indicado para
remover os glébulos de gordura presentes nessas matrizes. Lehotay et al. (2005)
utilizaram na etapa de clean up a adicao de C18 também com o objetivo de
eliminar a gordura do extrato. O uso de acetato de etila na composicao do solvente
tem o objetivo de alterar a polaridade da fase extratora e avaliar o uso de outros
solventes, e também se mostrou uma variavel interessante, sendo reportada essa
alteracao na extracao de pesticidas em vegetais (Lehotay et al., 2005).

Apos a execugdo do planejamento fez-se necesséario determinar a
significancia estatistica do modelo avaliando o coeficiente de determinacéo (R?), a
regressao (reg) e a falta de ajuste (faj), utilizando os parametros obtidos pela
ANOVA. R? é definido como a relacdo entre a percentagem de variagéo explicada e
o coeficiente de correlacdo e foi obtido pela razdo entre a soma quadratica da
regressao (SQreg) e a soma quadratica total (SQT), Valores de coeficiente de
determinacdo (R?) superiores a 0,8 foram considerados aceitaveis (Afsah-Hejri et
al., 2011). Para significancia da regresséo, o valor de Fcalculado foi determinado
pela razao entre a média quadratica da regressao e do residuo (MQreg/MQrr).

A falta de ajuste (faj) & estimada a partir do modelo e corresponde a
diferenga entre o valore estimado e o valor médio, o valor de Fcalculado foi
determinado pela razdo entre a média quadratica da falta de ajuste e o erro puro

(MQfaj/MQpe). Os valores de Fcalculado foram comparados com os valores de
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Ftabelado com 95% de confianga e o numero de graus de liberdade apropriado. Os
valores de F estimados para regressdo e a falta de ajuste foram considerados
significativos quando sdo maiores e menores, respectivamente, comparados com
os valores tabelados, e assim determinar qual o modelo é adequado (Braga et al.,
2010).

As Tabelas 12 e 13 mostram as recuperacdes médias, efeitos de cada fator e
as interacdes (% * desvio padrao estimado) na otimizacdo do método QUEChERS
em leite e ovos, respectivamente, bem como a significaAncia da regressao e da falta
de ajuste. Para a maioria dos analitos o modelo quadratico descreveu
satisfatoriamente os dados, porém para sulfaquinoxalina, moxidectina e albendazol
em leite, e doramectina, eprinomectina e cloranfenicol em ovos foi possivel utilizar o
modelo linear. Como o modelo quadratico apresenta 16 pardmetros na equacao, ou
seja, 0 mesmo numero de experimentos do desenho experimental, ndo € possivel
avaliar a falta de ajuste do modelo. Desta forma fez-se necessario recalcular o
modelo utilizando somente os termos da equacdo que foram significativos para
estimar a falta de ajuste. A regressao foi significativa para a maioria dos analitos,
exceto albendazol em ovo. A falta de ajuste nao foi significativa em nenhum dos
modelos e matrizes. Valores de R? entre 0,7 e 0,8 foram obtidos para alguns
analitos em ovos (Tabela 10). Apesar de serem menores que 0s considerados
aceitaveis, os resultados foram considerados satisfatorios ja que nesses casos,
houve regresséao significativa estatisticamente.

Os resultados do planejamento fatorial foram diferentes para os analitos de
interesse, sendo necessario estabelecer a melhor condigcdo de extracdo de forma
que a perda nao fosse significativa para alguns analitos. Outro objetivo é
uniformizar a extragcao para as matrizes de leite e ovos, facilitando a sua execugéo
no laboratério.

As Tabelas 12 e 13 mostram que para todos os analitos e em ambas as
matrizes, o fator X4 no nivel (-1), usando 150 mg de MgSO, e 50 mg de PSA, é a
condicao onde se obtém a melhor eficiéncia. Para as avermectinas, albendazol,
cloranfenicol e os antimicrobianos (eritromicina e lincomicina) esse fator é
significativo (p<0,05). A variavel X3 no nivel (-1), composicao do solvente extrator,
foi a que apresentou maior quantidade de analitos significativos quando foi utilizado

acetonitrila como solvente extrator.
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A avaliacdo dos outros dois fatores, massa de amostra (X1) e a composicao
do sal (X2), foi menos trivial, pois os analitos avaliados apresentaram divergéncias
nas melhores condigcbes. Para essa avaliagdo, considerou-se 0s niveis que
fornecem maiores recuperacdoes para as sulfonamidas, cuja recuperacao média
obtida no planejamento apresentou valores baixos (<50%). Desta forma, escolheu-
se o0 nivel (-1) para quantidade de amostra (X1 = 10 g) e o nivel (+1) para a
composicao do sal (X2=1,0 g de NaAc), além dos niveis (-1) para X3 e X4 admitidos
inicialmente. Essa condicido é semelhante a condicdes original do QUEChERS
(Anastassiades et al., 2003), diferenciando somente no uso do acetato de sédio
(NaAc).
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Tabela 12. Recuperacado média, efeitos de cada fator e as interacdes (% + desvio padrao estimado) na otimizacdo do método
QuEChERS em leite.

SDA SDMA SMA SML SQA DOR EPRI IVER MOX CAP LYN ALB
Re":"zzri:‘?“ 267+04 181205 41906 135+1.1 96203 993+1.0 896+23 91.6+1.4 87.7+06 845+13 63.3+0.6 78,9:0.4
(X1) 1.0£0.2 -04+02 -1.77+03 -15%05 05+03 11304 09+10 1306 -25+07 0605 -1.8+0.2 1.4+04
(X2) 30£02 31%02 69%03 38:05 1.8%03 -01+04 10+10 -50%06 -3.8:0.7 -05+05 6.1£02 1,004
(X3) 37+02 -6.0:0.2 -108%0.3 -19:05 -56+03 6.6+04 18+10 42%06 -26+07 -163+05 -141£0.2 1,6+0.4
(X4) 27+02 2702 -39%03 -46105 -42+03 -01+04 -69+1.0 -9.1%0.6 -51%07 -46+05 -3.2+0.2 -0.4:0.4
(X1)2 116102 -11.4%+05 -167%0.6 -6.9%1.2 - -340+11 -83%26 -13.4%15 -254+1.4 -493+06 -
(X1X2) 05+02 04+02 03+03 -21%05 06+35 3504 5010 25+06 7.4%07 3205 -1.1+02 26%0.4
(X1X3) 03+02 04+02 -1.6%03 -01+05 -1.1+03 62204 -06+10 -3.4%0.6 25+07 -26+05 18+02 1.7+04
(X1X4) -1.2+02 05402 01+03 1.0+05 04+03 7.1+04 44%10 12+06 3707 39%05 17402 32104
(X2X3) 15+02 -29:02 -24%03 -21%05 -02+03 02+04 23+10 27%06 00+07 -04+05 -6.1+0.2 3.110.4
(X2X4) 3602 -24:02 -44%03 -32%05 -1.8+03 54%04 24+10 07+06 -50%07 -21+05 -2.0+02 -0.0+0.4
(X3X4) 11+02 2302 -03+03 -01+05 07+03 6.0%04 10.8+1.0 812%06 12+07 -3.4+05 32102 3804
(X1X2X3) 01402 -06+02 -08+03 -26+05 08+03 31%04 -09+10 16+06 -20+07 1.6+05 11+02 09+04
(X1X2X4)  -1.4:0.2 -02+02 -1.0+03 2405 -05+0.3 -13.2:04 -29+10 -13+06 -40%07 -3.2+05 04+02 -03+0.4
(X1X3X4)  0.8%02 -05+02 -03+03 06+05 02+03 57%04 -20+10 -03+06 13+07 1.6+05 -1.7+02 14+04
(X2X3X4) 24:02 22102 23%03 16+05 02+03 133%04 25+1.0 44:06 -08+07 3105 20+02 02+04
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Continuacéao Tabela 12.

SDA SDMA SMA SML SQA DOR EPRI IVER MOX CAP LYN ALB
(X1X2X3X4) 0.9+0.2 0.4+0.2 03+03 23+05 -09+03 -12+04 -32+10 -40%06 -29+0.7 -1.0x05 03+x02 0404
R? 0.9943 0.9831 0.9913 0.9520 0.8191 0.9995 0,8259 0,9549 0,8363 0,8464 0,9726 0.8907
Regresséo 67,37° 72,92° 113.70° 12,63 49.49° 1091.5% 16.6° 16.94° 10.22° 19.49° 71.032 16.30°
Faj 5,20 4,74 4.87 3,63 5.6177 0.0495 3.5912 5.5708 4.0863 11.5444 0.6788 3.6889

X1: massa da amostra; X2: composi¢ao do sal; X3: composicao do solvente; X4: adsorvente no clean up ;

Os numeros em negrito correspondem aos resultados significativos com nivel de 95% de probabilidade pelo teste t;

2 significante com 95% de probabilidade pelo teste de Fisher (F).

Onde: SDA = sulfadiazina, SDMA = sulfadimetoxina, SMA = sulfametazina, SML = sulfametoxazol, SQA = sulfaquinoxalina,

DOR = doramectina, EPRI = eprinomectina, IVE = ivermectina, MOX = moxidectina, CAP = cloranfenicol, ALB = albendazol e
LYN = lincomicina.
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Tabela 13. Recuperacado média, efeitos de cada fator e as interacdes (% + desvio padrao estimado) na otimizacdo do método
QuEChERS em ovo.

SDA SDMA  SMA SML SQA ABA DOR EPRI IVER CAP ERI LYN ALB
Recr"‘"zzrig?“ 23.9+1.0 19.8+1.3 50.3+1.113.5+£1.0 165+1.4 68.5+0.6 79.5+0.488.4+1.0 97.6+0.1 66.3+3.0 78.4+1.5 60.7+1.1 80.3+0.2
(X1) 04+04 22+06 -29+05 -21+04 0306 06+03 -9.0+04 17+11 1.0%01 -7.5%+13 44+06 -35:05 -2.1%0.1
(X2) 05+04 05+06 17+05 03+04 -1.1+06 -02+03 84+04 -50+11 -55%0.1 -07+1.3 2306 06205 -0.1%0.1
(X3) -36+04 -53%06 -13.1+0.5-3.0+04 -6.0+0.6 -43+03 20%04 -51%1.1 -22+0.1 -282%1.3 -19.8+0.6 -16.0+0.5 -3.7 + 0.1
(X4) 04+0.4 -03+0.6 -09+05 -06+04 -07+06 -34+0.3 -86+04 -45+11 -81+01 -27+13 -26.0£0.6 -3.0+0.5 -3.2+0.1
(X1)? 99+1.0 -141+6.1-205+1.2-97+1.1 -90+1.6 17.0£06 - —  -52%0.1 - -382+1.6 -44.7+1.2 23+0.2
(X1X2) -0.8+0.4 -0.1+0.6 -1.0£05 -0.1+04 -03+06 14+03 -23+44 -02+11 3.7+01 -12+13 -50+06 -08+05 1.30.1
(X1X3) 13+04 21+06 3205 18+04 12:+06 02+03 -96+04 16+1.1 -22+01 28%13 -502+06 35£05 -1.6+0.1
(X1X4) 14+04 13+06 22305 12+04 -08+06 -03+0.3 0804 -02+1.1 01201 -1.3+13 -89%0.6 20+05 -0.3+0.1
(X2X3) 02+04 0706 -20+05 -03+04 -04+06 -09+03 -7.4+04 23+1.1 -62+01 02+1.3 16+06 -06+05 -0.1+0.1
(X2X4) 0.8+0.4 -1.0+0.6 -0.8+05 -07+04 -03+06 -29+0.3 -65+04 -50+11 -7.1+0.1 -09+13 -47+06 -00+05 1.5%0.1
(X3X4) 06+0.4 01+06 -43%05 -02+04 -08+06 3.0+03 0704 -1.0+11 7.9+01 -87+13 125+06 3.0+05 -3.7+0.1
(X1X2X3) 19+04 02+06 1005 04+04 -12+06 6.0%03 1.1+04 25+11 3.0+01 -04+1.3 1.8+06 08205 1.8%0.1
(X1X2X4) 06+04 14+06 1.9+05 09+04 14+06 -34+03 -92+04 -00+1.1 -35+01 03+13 29+06 -01+05 0.620.1
(X1X3X4) 07+04 -1.0£0.6 -29+05 -09+04 -07+06 -05+03 -89+04 21+1.1 4501 23+1.3 -27+06 -20+05 1.3%0.1
(X2X3X4) 1.0+04 1.1+06 05+05 07+04 175+06 3.9+03 1404 15+1.1 -06+01 -08+13 38+06 00£05 0.6+0.1
(X1X2X3X4)  -1.1204 -1.7+0.6 -1.7+05 -1.3+04 -00£0.6 -26+03 22%04 02+11 -1.2+01 04+1.3 19:+06 0.1+05 3.1£0.1
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Continuacao Tabela 13

SDA SDMA SMA

R? 0.7738  0.7435  0.9447  0.8378

Regresséo 17.10% 10.14% 44.44%
Faj

4.0432 5.2596 6.4538 4.4095

X1: massa da amostra; X2: composicao do sal; X3: composicdo do solvente; X4: adsorvente no clean up ;

Os numeros em negrito correspondem aos resultados significativos com nivel de 95% de probabilidade pelo teste t;

2 significante com 95% de probabilidade pelo teste de Fisher (F).

Onde: SDA = sulfadiazina, SDMA = sulfadimetoxina, SMA = sulfametazina, SML = sulfametoxazol, SQA = sulfaquinoxalina,
ABA = abamectina, DOR = doramectina, EPRI = eprinomectina, IVE = ivermectina, CAP = cloranfenicol, ERI = eritromicina,

ALB = albendazol e LYN = lincomicina.



A condicado onde se obtém as melhores recuperagdes (X1=10 g; X2=1,0 g
de NaAc; X3=acetonitrila e X4=50mg de PSA), porém, ndo é a ideal para
doramectina em leite, principalmente na quantidade de amostra (X1=15 g), € na
composicao do solvente (X3=acetato de etila). Da mesma forma, para ovos, onde
todas as varidveis sao significativas, a varidvel X3 apresenta melhora na
recuperagao quando € utilizado acetato de etila como solvente. Vale ressaltar que
para doramectina observou-se que o nivel de fortificagdo escolhido era muito
proximo ao LOQ do método para esse analito (ver 5.7.2), e desta forma apresenta
maior erro. As recuperagdes obtidas para esse analito foram superiores a 100%
quando admitidas as melhores condi¢des, de forma que mesmo com a sua perda
utilizando outras condicbes durante a etapa de extracdo, a sua recuperacao se
mantém superior a 70%.

As tetraciclinas e as tilosina ndo sao extraidas utilizando essas condigdes
do QUEChERS. Para tetraciclinas, faz-se necessario o uso de uma fase extratora
mais polar e alguns trabalhos indicam o uso da mistura acetonitila:metanol. A fase
extratora foi testada (Figura 11), e apresentou recuperacdo satisfatéria para
amostras de leite (recuperacdo entre 70 e 120%), porém, devido a baixa
recuperacao em ovos (inferior a 70%) seria necessario realizar novas etapas de
otimizacdo. A fase extratora mais polar, mesmo nao sendo avaliado, diminuiria a

extracdo das avermectinas que sao menos polares.
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Figura 11. Recuperagdao média das tetraciclinas utilizando método QUEChERS
modificado (acetonitrila:metanol).

Os resultados obtidos também podem ser fornecidos em forma de grafico
de Pareto e de superficie de resposta. O grafico de Pareto possibilita verificar se
as variaveis afetam significativamente os resultados (% de recuperagao), e a
superficies de resposta mostra o efeito das variaveis no resultado. Os Anexos 1 e
2 apresentam os Graficos de Pareto obtidos para cada analito em amostras de
leite e ovos, respecitivamente, com um nivel de confianga de 95 %, para o calculo
dos efeitos lineares principais e os efeitos de interagdes. A magnitude de cada
efeito é representada por meio das barras e a linha tracejada corresponde ao valor
de p<0,05, o qual indica o quanto deve ser grande o efeito para que tenha
significado estatistico. A maioria das variaveis e suas intera¢cdes duas a duas

foram significativas para ambas as matrizes.
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4.5.2. Multiresiduos ELL-PBT

As variaveis avaliadas no planejamento fatorial para essa técnica de
extracdo também consideraram informacgdes da literatura. A acetonitrila € descrita
como um dos melhores solventes na extracao em métodos multirresiduos (Prestes
et al., 2013), e tem a caracteristica necesséria para ser usada na técnica de ELL-
PBT com relagédo a formacao da fase unica e das caracteristicas de congelamento
(Goulart et al,, 2008). Para que a sua eficiéncia como solvente extrator seja
ampliada é necessario modificar sua polaridade com o objetivo de melhorar a
extragao de substancias de diferentes polaridades. Essas modificagdes podem ser
feitas pela adicdo de acetato de etila ou metanol e a proporgéo entre os solventes
extratores ndo podem alterar as caracteristicas da mistura extratora (Pinho et al.,
2010).

Goulart et. al. (2008), Vieira et al. (2007) e Pinho et al. (2010) recomendam
usar 8,0 mL de uma mistura extratora contendo acetonitrila (6,5 mL) e acetato de
etila (1,5 mL) na extracdo de piretrdides em leite, 4gua e solo. Esta mistura
permite formar uma fase Unica com amostra aquosa (4,0 mL) e por ter sua
polaridade diminuida pela adigdo do acetato de etila, 0 que favorece a extracao de
compostos menos polares. Com o abaixamento da temperatura, a amostra aquosa
é solidificada, restando ainda no estado liquido a mistura extratora.

Outra variavel é a adicao de sal, que é avaliada pela adicdo de sal a fase
extratora, com o objetivo de diminuir a solubilidade do analito na fase aquosa e
assim favorecer sua particdo na fase organica. Escolheu-se adicionar quantidade
suficiente de NaCl na fase extratora, de forma que o congelamento da fase
aquosa nao fosse comprometido. O tempo de ultrassom normalmente é uma
etapa critica do preparo de amostra e foi avaliado com o objetivo de obter maior
recuperagao em menor tempo. Outras variaveis, adigao de metanol e outros sais,
ndo foram avaliadas devido a dificuldade em manter a miscibilidade da fase
extratora e as condicbes de congelamento, requisitos do método.

Os resultados do planejamento fatorial (Tabelas 14 e 15) foram avaliados
da mesma forma que foi realizado para o método QUEChERS. Para poucos
compostos as variaveis foram significativas e o modelo linear foi o que melhor se

ajustou para a maioria dos analitos, exceto para sulfametazina que o termo
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quadratico foi significativo, adotando dessa forma o modelo quadratico. Fez-se
necessario realizar a avaliagdo da melhor condicdo de extracdo ndo somente
pelos analitos em que foi possivel estimar 0 modelo, mas também levando em
conta as melhores recuperacdes, de forma que a mesma fosse superior a 70% €
inferior a 120%. Desta forma, condi¢ces diferentes para leite e ovos foram
utiizadas. Para ambas as matrizes, o melhor solvente extrator (X3) é a
acetonitrila. Para leite, 0 melhor tempo de agitacao (X1) para todos os analitos foi
de 15 minutos (nivel +1) e sem a presenca de sal (nivel -1 para X2). Para ovos a
presenca de sal (X2) aumenta a recuperacao para todos os analitos, desta forma
escolheu-se trabalhar com o nivel +1 da forga i6nica e para agitagdo a maioria dos

compostos apresentaram melhor recuperag¢ao no nivel (-1).

Tabela 14. Recuperacdao média, efeitos de cada fator e as interagées (% + desvio
padrao estimado) na otimizagcao do método ELL-PBT em leite.

SDMA SQA
Recuperacao média 772+0,4 68,2 +0,4
(X1) -0,3+0,4 -5,4+£0,5
(X2) 1,1£0,4 -0,3+£0,5
(X3) -25+04 -5,8 0,5
(X1X2) -28+04 -9,0£0,5
(X1X3) -1,3+0,4 -7,2+0,5
(X2X3) -05+0,4 -10,4 £ 0,5
(X1X2X3) 41104 1,6 0,5
R® 0,8591 0,8586
Regresséao 14,22 6,07
Falta de ajuste 5,22 66,50

X1: Tempo de agitagdo no ultrassom; X2: forga ibnica; X3: composigdo do
solvente extrator. Os numeros em negrito correspondem aos resultados
significativos com nivel de 95% de probabilidade pelo teste t; 2 significante com
95% de probabilidade pelo teste F (Fisher). SDMA = sulfadimetoxina, SQA =
sulfaquinoxalina.
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Tabela 15. Recuperacdo média, efeitos de cada fator e as interagdes (% + desvio

padrao estimado) na otimizacao do método ELL-PBT em ovos.

CAP EPRI SDMA SMA SML ERI TYL

Rec. média 61,2+0,6 578+0,5 525+1,6 383+1,347,2+0,8 41,9+0,6 33,1 +2,2

(X1) 20+07 04%06 27+1,9 -21+08 0010 2,8+0,7 -06+2,6
(X2) 149+07 6,0+06 10,1+1,9 10,0+0,6124+1,0 44+0,7 135+26
(X3) 21+07 09+06 -25+1,9 -85+0,8 09+1,0 3,9+0,7 -1,2+26
(X1)? - - - 88+15 -
(X1X2) 42+07 -31+06 -16+19 -21+08-1,0£1,0-4,0+0,7 -18+286
(X1X3) 02+07 3,1%06 -1,6+1,9 02+08 1,0+1,0 -41+0,7 -08+26
(X2X3) 1,8+0,7 -1,7+0,6 -06+1,9 -1,8+08-1,6+1,0 02+0,7 -1,7+2,6

3t
(X1X2X3) -3,0£0,7 3,1+06 -03%+1,9 04+1,0 -1,0£0,7 2126

L]

R? 0,9495 0,9193 0,7909  0,9283 0,9009 0,9726 0,8712
Regressao 43,84 17,08 34,05 30,21 81,84 35,44 60,87
Falta de
. 5,06 2,91 0,76 4,35 2,01 0,97 0,26
ajuste

X1: Tempo de agitagdo no ultrassom; X2: forga ibnica; X3: composigdo do
solvente extrator. Os numeros em negrito correspondem aos resultados
significativos com nivel de 95% de probabilidade pelo teste t; 2 significante com
95% de probabilidade pelo teste F (Fisher). CAP = cloranfenicol, EPRI =
eprinomectina, SDMA = sulfadimetoxina, SMA = sulfametazina, SML =
sulfametoxazol, ERI = eritromicina e TYL = tilosina.

Os Anexos 3 e 4 mostram os Graficos de Pareto obtidos nos planejamentos
experimentais para os analitos em leite e ovos, respectiveamente, no qual o efeito
€ tao significativo na porcentagem de recupera¢dao quanto mais a direita da linha
vermelha ele estiver. Também sado mostrados os efeitos das interacbes das

variaveis duas a duas.
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5.3.3 Avaliacao da acidificacao da fase extratora nas técnicas de extracao
Para melhorar a recuperacao das sulfonamidas em ambos os métodos de
extracao avaliou-se a adi¢cao de acido acético (1%) ao solvente extrator de forma a
tamponar o sistema na presenca de acetato de sédio (NaAc). Houve um aumento
significativo na média da extragao utilizando acetonitrila acidificada (teste t a 95%,
SPSS®) no método QUEChERS para todas as sulfonamidas em ambas matrizes
(Figuras 12 e 13). Este resultado pode ser explicado pelo pKa do nitrogénio basico
das moléculas do grupo (pKa > 5,5; Sanli et al., 2009). No meio tamponado
(pH=5), as moléculas estao protonadas, aumentando sua polaridade e facilitando
a extracao com acetonitrila. A lincomicina que nao foi encontrada em meio &cido, e
a tilosina que desde o inicio tem baixa recuperagédo. Para leite, a extragdo em
meio acido da tilosina e o albendazol também foi significamente maior. Avaliando
a extracdo das amostras de ovos, a maioria dos analitos apresenta melhora
significativa na extracdo ap6s o tamponamento, exceto para eprinomectina,
doramectina e eritromicina. As condi¢des otimizadas, utilizando 10 g de amostra,
10 mL de acetonitrila contendo acido acético 1% e mistura MgSO,4 e acetato de
sodio (NaAc) e clean up com MgSO, e PSA, sdo semelhantes as relatadas em
outros trabalhos (Lehotay et al., 2005; Jeong et.al., 2012; Frenich et al., 2010; Luiz
et al., 2008), sendo de simples execu¢ao no laboratdrio para ambas as matrizes.
Para ELL-PBT n&o houve variagéo significativa para a maioria dos analitos
quando a acetonitrila foi acidificada (Figuras 14 e 15). Em leite, o sulfametoxazol
apresentou menor recuperagdo e a doramectina maior recuperagdo no meio
acidificado. Houve um aumento significativo na recuperagdo da sulfadiazina,
sulfaquinoxalina, doramectina e moxidectina, em ovos, porém, as mesmas
permaneceram abaixo a 70%. Desta forma, para ELL-PBT, a acidificagdo do
solvente extrator ndo foi incluida no procedimento. A tilosina apresentou melhor
recuperacdo na extracdo por congelamento, indicando que esse analito fica
provavelmente retido na etapa de clean up quando utilizado o QUEChERS.
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Figura 12. Recuperacdes médias dos analitos para o método QUEChERS
utilizando como solvente extrator acetonitrila ou acetonitrila contendo 1% &acido

acético em amostras de leite.
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Figura 13. Recuperacbes médias dos analitos para o método QUEChERS
utilizando como solvente extrator acetonitrila ou acetonitrila contendo 1% acido

acético em amostras de ovo.
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Figura 14. Recuperagbes médias dos analitos para o método ELL-PBT utilizando
como solvente extrator acetonitrila ou acetonitrila contendo 1% acido acético em
amostras de leite.
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Figura 15. Recuperag¢des médias dos analitos para o método ELL-PBT utilizando
como solvente extrator acetonitrila ou acetonitrila contendo 1% acido acético em

amostras de ovo.

74



4.6.Métodos otimizados

A partir dos dados obtidos no planejamento fatorial, foi estabelecido os

procedimentos de extragdo dos medicamentos veterindrios pelo método

QUEChERS tamponado para leite e ovos (Figura 16) e ELL-PBT para leite (Figura

17) e ovos (Figura 18).

10 g de amostra
homogeneizada

Adicdo de 4 g MgSO4 e 1g de

Adicdo de 10 mL de
1% &cido acético em
MeCN;
Agitacdo manual
vigorosa (1 min.)

NaAc; Agitacado manual vigorosa
(1 min.)

Centrifugar a amostra
a 2383xg (25 °C, 5

Transferir 1 mL da fase
organica para tubo de
clean up

Adicao de 50 mg de
PSA e 150 mg de
MaSO4;

Agitagdo manual vigorosa (1 min)
Centrifugar a amostra a 2383xg

(25 °C, 5 min)

Filtrar o sobrenadante
(Millex 0,45 uM)

Figura 16. Fluxograma do preparo de amostra de leite e ovos utilizando

QuEChERS.
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4 g de leite

Adicdo de 8 mL de MeCN

Agitar por 15 min

Levar ao freezer
overnight (>16 h),
-16 °C

Filtrar utilizando filtro 0,45 um,

completar o volume para 10 mL
e injetar no LC-MS/MS

Figura 17. Fluxograma de preparo de amostra por ELL-PBT para determinagéo de

medicamentos veterinarios em leite.
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4 g de ovo

Adicdo de 8 mL de
MeCN + 0,8 g de NaCl

Agitar por 5 min

Levar ao freezer
overnight (>16 h), -16 °C

Filtrar utilizando filtro 0,45
um, completar o volume

para 10 mL e injetar no LC-
MS/MS

Figura 18. Fluxograma de preparo de amostra por ELL-PBT para determinagéo de

medicamentos veterinarios em ovos.

Nenhum dos métodos avaliados (QUEChERS e ELL-PBT) deram resultados
satisfatérios para as tetraciclinas (tetraciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina). O
método QUEChERS néao foi satisfatério para tilosina e a ELL-PBT nao foi
satisfatoria para lincomicina. O método QUEChERS ¢é rapido e robusto, porém
devido aos sais utilizados (MgSO4 anidro e PSA), apresenta custo maior. A ELL-
PBT é um método simples e com baixo consumo de amostra e solvente, mas
apresentou recuperagdes menores para ambas matrizes, sendo que para ovos a
recuperacao foi inferior a 70% para os analitos avaliados. Desta forma, escolheu-
se 0 método QUEChERS como método de extracao multirresiduo a ser validado
neste estudo para 15 das 19 substancias investigada (sulfadiazina, sulfatiazol,

sulfametoxazol, sulfametazina, sulfaquinoxalina, sulfadimetoxina, lincomicina,
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eritromicina, albendazol, eprinomectina, abamectina, doramectina, moxidectina,

ivermectina e cloranfenicol).

4.7.Validacao

A validagdo dos métodos multirresiduos e nitrofuranos foi realizada
baseada no procedimento da Comunidade Européia (Decisdo 2002/657/CE) e do
MAPA. Foram avaliados os parametros seletividade, efeito de matriz, linearidade,
CCa, CCPB, repetibilidade e reprodutibilidade intra-laboratorial. Adicionalmente,
determinou-se o LOD e LOQ de cada método. Como o objetivo desse trabalho €
determinar a sensibilidade do método encontrando a menor concentracao possivel
dos analitos, diferentemente dos protocolos que apresentam carater legal e na
validacdo partem do valor de LMR ou LMPR, adotaremos como ponto de partida
na validacao os valores de LOQ do método para cada analito.

4.7.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada pela presenca dos fragmentos monitorados para
o0 composto no mesmo tempo de retengdo nos cromatogramas de extratos da
matriz isenta dos medicamentos veterinarios. Os cromatogramas obtidos de
extrato de matriz branca de ovos e leite para método 1 (Figura 19 e 20) e método
2 (Figura 21 e 22). Os extratos das amostras ndo apresentaram interferentes com
os mesmos fragmentos e nos mesmos tempos de retengcdo dos compostos

analisados, mostrando que os métodos séo seletivos.
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Figura 20. Cromatograma MRM (ESI+) obtido de uma amostra de ovo branco

analisada pelo método 1, com monitoramento dos ions produtos (Tabela 8) para

avermectinas, benzimidazol, macrolideo, e aminoglicosideo.

80



B 3G of +MRM (56 pairs) 301.133/156.000 Da from S Max. 136.0 cps ||| B XIC of +MRM (56 pairsy 311 167/156.100 Da from Sa Max_ 36.0 cps
136 ED\.EE
; : 1200 Sulfadimetoxina
120 Sulfaquinoxalina
1000
- 100 -
a 2 s00
° 80 .
= =
= 11.12 = 600
g 60 1 2
5 5
= 40 ! = 4
20 | )h ]‘? 200
M W, LA s 0 R Tgaoaz LT iess é u4PY a5 es
5 10 15 20 25 30 £ 5 10 15 20 25 0 35
Time, min Time, min
B XC of +MRM (56 pairs). 256.028/156.100 Da from Sa... Iax. 92.0 cps. B C of +MRM (56 pairsy 279.134124.100 Da from Sa... Max. 72.0 cps.
1%23
. 70 .
400 Sulfatiazol Sulfametazina
60
w 300 " 50
a a
g 8
= =2 40
= 200 Z
= =4 a0
= =
£ =
- 100 - o
10
il o ;
5 10 15 20 25 30 35
Time, min Time, min
B XC of +MRM (56 pairs): 251.081/156.100 Da from Sa... Max. 32.0 cps || [ M XIC of +MRM (56 pairs): 254.064/156.100 Da from 5... Max. 328.0 cps|
.. 18.82
5 Sulfadiazina 3z Sulfametoxazol
80 300
50 250
» ®
a 2
= 40 o 200
= =
2 a0 e 150
2 2
E 20 = 100
10 50 . %.5. 4
i 1| oo el
0 0 AR st
5 10 15 20 25 30 35
Time, min Time, min
B C of +MRM (56 pairs) 914 574/186 100 Da fram Sam Max 80cps|| B G of +MRM (56 pairs) 916 509/533 400 Da from Sa Max. 44.0 cps
240 Epbrinomectina 140 )
120 Doramectina
20.0
w " 100
& 150 s
= = 80
£ 100 I L F &0
£ f 2
: l i 4 oo
50 4 :
il 'Jl\.l 2
ool A o
5 10 15 20 25 30 5 5
Time, min Time, min

Figura 21. Cromatograma MRM (ESI+) obtido de uma amostra de leite branco
analisada pelo método 1, com monitoramento dos ions produtos (Tabela 8) para

avermectinas e sulfonamindas
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Figura 22. Cromatograma MRM (ESI+) obtido de uma amostra de leite branco

analisada pelo método 1, com monitoramento dos ions produtos (Tabela 8) para

avermectinas, benzimidazol, macrolideo, e aminoglicosideo.
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Figura 23. (A) Cromatograma MRM (ESI(-)) obtido obtido para leite isenta do
cloranfenicol e (B) cromatograma da amostra fortificada com 10,0 pg kg~ do

cloranfenicol.
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cloranfenicol e (B) cromatograma da amostra fortificada com 10,0 pg kg” do
cloranfenicol.
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4.7.2. Avaliacao do efeito matriz
Interferéncias causadas pelos componentes da matriz, que podem gerar
ampliagdo ou diminuicdo da resposta instrumental, foram avaliadas utilizando os
dados obtidos na curva analitica do analitos em solvente e curva da matriz branca
fortificada p6s-extragao. Avaliando as curvas analiticas obtidas, como por exemplo
a moxidectina em leite e ovos (Figura 23), é possivel observar diferenca no
coeficiente angular das curvas .
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Figura 25. Curva analitica da moxidectina obtida com padrao em solvente e em
matriz branca de A) leite e B) ovos fortificadas.
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Para avaliar a significincia desse efeito, aplicou-se o teste de
homogeneidade de variancias (teste F - Fisher-Snedecor) para 3 niveis de
concentracdo das curvas em sextuplicata (MAPA, 2011). Considera-se que a
matriz influencia na precisao do método no nivel de fortificagdo se o valor de
Fcalculado for maior que o Ftabelado. Desta forma, para ovos, a eprinomectina,
sulfaquinoxalina e moxidectina possuem efeito de matriz significativo (p<0,05 e
grau de liberdade igual a 5) em pelo menos um nivel. Para leite, os compostos
eprinomectina, sulfadiazina, sulfametazina, sulfaquinoxalina, abamectina,
moxidectina, albendazol e ivermectina apresentam também pelo menos um nivel
com efeito de matriz significativo.

Foi realizada a comparagéao das médias em cada nivel para os analitos que
ndo apresentaram efeito de matriz significativo pelo teste t. Somente a eritromicina
ndo apresentou efeito de matriz significativo em ambas as matrizes e abamectina
em amostra de ovo (a=0,05 e grau de liberdade igual a 10).

Como o efeito de matriz é significativo para a maioria dos analitos em ambas as
matrizes, decidiu-se trabalhar com a curva analitica em matriz para quantificacao e

avaliacao da linearidade.

4.7.3. Linearidade

A linearidade € a capacidade de um método fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em exame, dentro de
uma faixa de aplicagéo (Ribani et al., 2004). Neste estudo, a linearidade da curva
anaitica foi avaliada utilizando amostras branco das duas matrizes fortificadas com
os compostos considerados neste estudo. Uma curva é considerada
heterocedastica quando o desvio padrao dos residuos da curva analitica aumenta
com a concentragdo. A Tabela 16 mostra que 67% dos compostos avaliados em
leite tiveram comportamento heterocedastico (Ccritico > Ccalculado5;3; 5 niveis
em ftriplicata) quando foi utilizada uma equacéao de regrecao ordinaria. Para ovos
(Tabela 17), a curva se mostrou heterocedastica para 53,3% dos compostos. Em
ambas matrizes, a regressdo ordinéria apresenta valores de R? maiores que 0,99

para a maioria dos analitos.
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Tabela 16. Parametros da regressao das curvas analiticas obtidos da regressao

linear ordinaria (equacgao y= a+bx) de amostras de leite.

Composto a b R? Re(gsrizs: % F:jl:;g’e H°'.“9°edas'
F1,13)’ (sig > ticidade
F3,10)

Sulfadiazina 237,79 873,58  0,9932 1886,6 5,18 Heterocedastico
Sulfadimetoxina  -316,29 3957,36  0,9920 1611,9 4,04 Homocedastico
Sulfametazina  1148,91  1232,781 0,9927 1776,9 0,81 Homocedastico
Sulfametoxazol 945,72 1247,43  0,9895 1229,07 1,37 Heterocedastico
Sulfaquinoxalina 518,86 1035,44 00,9949 2566,97 0,91 Heterocedastico
Sulfatiazol 460,72 1169,78 0,9915  1516,06 1,87 Heterocedastico
Abamectina 1371,55 1310,26  0,9972 4613,53 2,07 Homocedastico
Doramectina 2580,22 4186,98 0,9946 2399,26 1,37 Heterocedastico
Eprinomectina 2645,35 1865,74  0,9910 1427,86 0,45 Heterocedastico
Ivermectina 77,16 100,50 0,9837 784,97 1,67 Homocedastico
Moxidectina 1128,85 885,08 0,9651 359,82 0,03 Heterocedastico
Eritromicina 14272,23 12831,91  0,9959 3159,45 0,36 Heterocedastico
Lincomicina 45338,04 28027,10 0,9942 2211,70 0,43 Heterocedastico
Albendazol 82812,76 25577,54 00,9943 2284,72 3,38 Homocedastico
Cloranfenicol 694,64 2496,09 0,9928 1781,86 0,52 Heterocedastico

* Valor de Ftabelado (teste F) para a = 0,05 e grau de liberdade da variancia da
regressao igual a p-1 (onde p = numero de parametros do modelo a e b) e do
residuo n-p=13 (onde n é o numero de observagdes igual a 15). ** Valor de
Ftabelado (teste F) para a=0,05 e grau de liberdade da varidncia da falta de ajuste
m-p=3 (onde m € o numero de niveis, igual a 5) e do erro puro n-m=10.
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Tabela 17. Parametros da regressao das curvas analiticas obtidos da
linear ordinaria (equagéao y= a +bx) de amostras de ovo.

regressao

Falta de
Composta b me Jeywss A Homocedss

F3,10)**
Sulfadiazina 281,08 716,63  0,9951 2668,8 3,00 Heterocedastico
Sulfadimetoxina 1233,01 3265,68 0,9952 2713,7 4,88 Heterocedastico
Sulfametazina 432,27 1069,58 0,9934 1963,27 1,83 Homocedastico
Sulfametoxazol -392,84 1056,40 0,9934 1977,92 16,19 Homocedastico
Sulfaquinoxalina  -209,97 841,45  0,9923 1677,48 3,70 Homocedastico
Sulfatiazol -439,65 848,26 0,9868 971,49 3,69 Homocedastico
Abamectina 1718,54 1320,75 0,9982 7278,48 4,75 Heterocedastico
Doramectina 3739,17 4428,56 0,9846 829,38 0,24 Heterocedastico
Eprinomectina  2203,12 1783,68 0,9975 5250,98 0,80 Homocedastico
Ivermectina 100,30 110,22  0,9932 1904,88 2,38 Homocedastico
Moxidectina 928,87  1324,74 0,9667 377,68 0,07 Homocedastico
Eritromicina 18487,22 11794,26 0,9888 1146,32 0,16 Heterocedastico
Lincomicina 17909,85 23400,62 0,9933 1940,53 0,92 Heterocedastico
Albendazol 74486,30 17777,79 10,9816 693,38 1,13 Heterocedastico
Cloranfenicol 996,670 2547,00 0,9985 8691,14 6,80 Heterocedastico

* Valor de Ftabelado (teste F) para o = 0,05 € grau de liberdade da varidncia da regressao
igual a p-1 (onde p = nimero de parametros do modelo a e b) e do residuo n-p=13 (onde
n é o nimero de observagdes igual a 15). ** Valor de Ftabelado (teste F) para a=0,05 e
grau de liberdade da varidncia da falta de ajuste m-p=3 (onde m é o nimero de niveis,

igual a 5) e do erro puro n-m=10.

Quando a curva analitica se mostra heterocedastica, € recomendado

ajusta-la utilizando uma regressao linear ponderada. Desta forma, fez-se avaliacao
de qual fator de ponderacéo seria mais adequado (1/S?, 1/Y, 1/Y?, 1AY, 1/X. 1/X3,
1AX) (Almeida et al., 2002).
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A avaliacdo da regressao ponderada foi realizada utilizando o célculo da
porcentagem do erro relativo (%ER) para diferentes fatores de ponderagédo (wi)
(Tabela 16), utilizando a Equagéo 2.

%ER = Ccalculado—Cnominal X 100 Equagéo 2

Cnominal

Onde Crominal € 0 valor da concentracao utlizado para construcdo do modelo
e Ccarculado € 0 valor da concentragao calculada a partir da equacao de reta obtida
na regressdo. A %ER é um indicador util e sensivel para avaliar a qualidade do
ajuste de um fator de ponderacgéo, e quanto menor o seu valor melhor (Almeida et
al., 2002). Os resultados desta avaliacao para os 15 compostos em leite e ovos
estdo mostrados na Tabela 18. Para leite, o fator de ponderagdo que utiliza a
variancia (1/S%) sdo iguais ao que utiliza a pondercdo 1/Y2, que apresentam a
menor reducdo de YX%ER quando comparado aos valores obtidos da regressao
ordinéria. Esta redugdo foi menor do que aquela encontrada com o ajuste 1/X.
Para ovos, o ajuste 1/S? foi menor para todos compostos. Os outros fatores de
ponderacao nao foram avaliados para cloranfenicol, mas é possivel observar que
0 X%ER utilizando o fator de ponderacgao 1/s? também diminui quando comparado
a regrassao ordinaria. Para todos os analitos a regressao se mostrou significativa
e os valores para avaliar a regressao (razao obtida pela média quadratica da
regressao do residuo - MQR/MQr) é 10 vezes maior que o valor de Ftabelado,
evidéncia estatistica de que ha uma relagéo linear entre as variaveis (Neto et al.,
2010).

A Tabelas 19 e 20 mostram os parametros das curvas analiticas em leite e
ovos utilizando a regressdo ponderada 1/s* A maioria dos compostos apresentou
coeficiente de determinagao (R?) préximos ou maiores que 0,99 (valores proximos
de 1 é o ideal). A falta de ajuste foi significativa para alguns analitos porém com
valores muito préximos ao valor tabelado (Teste F, 3,71) ou quando esse valor €
elevado, ele é significativo tanto na regressdo ordinaria quanto na regressao

ponderada, como no caso do cloranfenicol em ovo.
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Tabela 18. Valores da soma dos erros relativos (X%ER) para cada fator de ponderagéo (wi) obtidos no ensaio de homocedasticidade
(n=15) para ovos e leite.

Ovo Leite

Ordinaria ~ 1/s? 1ly 1Ny 1Y% 1/X  1ANX  1/X® Ordinaria  1/s* 1y 1Ay 1Y% X AAX /X3
Eprinomectina 422 387 397 412 387 396 431 400 368 355 389 408 355 390 414 354
Sulfadiazina 582 514 536 602 514 650 683 542 531 498 539 593 498 629 656 505
Sulfadimetoxina 512 402 493 545 402 563 595 465 477 447 482 494 447 549 549 468
Sulfametazina 462 393 470 512 393 531 557 439 631 423 506 586 423 570 630 443
Sulfametoxazol 598 455 480 476 455 546 528 461 558 455 542 596 468 600 638 477
Sulfaquinoxalina 522 480 410 386 480 446 433 381 445 445 425 465 445 482 506 420
Sulfatiazol 729 502 554 539 502 639 613 542 563 440 537 594 440 616 650 500
Abamectina 510 405 440 498 405 474 521 413 472 344 434 478 344 459 497 390
Doramectina 650 436 531 606 436 604 658 476 533 383 468 529 383 531 573 436
Moxidectina 727 614 626 647 614 687 735 556 611 483 498 535 483 498 559 458
Eritromicina 768 402 527 635 402 584 670 464 631 382 461 542 382 522 581 436
Lincomicina 663 465 554 634 465 645 696 519 764 404 513 618 404 573 655 460
Albendazol 1692 509 820 1087 599 882 1 12 549 1223 544 722 920 544 779 953 532
Ivermectina 337 356 394 388 356 397 398 353 452 342 351 321 342 343 333 306

Cloranfenicol 665 389 - - - - - - 590 374 - - - - - -

* Valores em vermelho indicam os valores maiores de X%ER para os diferentes fatores de ponderagdo quando comparado com o fator de

ponderacao 1/s2
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Tabela 19. Parametros da regressao das curvas analiticas em leite obtidos da
regressdo ponderada, utilizando wi=1/s? (equagao y= a+bx)

Reg ressao F:jltlas 3:

Composto a b R2 F(1SI$3§* (sig >
’ F3,10)
Sulfadiazina -58,96 900,32 0,9919  1701,62 6,70
Sulfadimetoxina 296,72 3952,48 0,9920 1605,66 4,06
Sulfametazina -0,71 1314,93 0,9873  1159,44 3,88
Sulfametoxazol 339,67 1294,46  0,9878  1132,52 2,16
Sulfaquinoxalina  -21,65 1080,72 0,9925  1884,65 2,97
Sulfatiazol -114,50  1217,58 0,9893  1315,07 3,18
Abamectina 679,09 1371,45 0,9944  2520,39 7,50
Doramectina -57,65 4417,32  0,9907  1549,53 4,78
Eprinomectina 2228,48 1905,32 0,9904 1397,69 0,69
lvermectina 149,00 95,36 0,9804 588,26 2,68
Moxidectina 8,85 943,42  0,9604 360,61 0,48
Eritromicina 388,00 13788,57 10,9892  1383,23 6,40
Lincomicina 4729,21 30528,84 0,9849  1013,97 6,40
Albendazol 9174,23 29593,46 0,9668 519,66 36,16
Cloranfenicol 5,53 2692,782 0,9854 945,96 4,02

* Valor de Ftabelado (teste F) para o = 0,05 e grau de liberdade da variancia da
regressédo igual a p-1 (onde p = niumero de parametros do modelo a e b) e do residuo
n-p=13 (onde n é o nimero de observagdes igual a 15). ** Valor de Ftabelado (teste F)
para a=0,05 e grau de liberdade da variancia da falta de ajuste m-p=3 (onde m é o
numero de niveis, igual a 5) e do erro puro n-m=10.
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Tabela 20. Parametros da regressao das curvas analiticas em ovo obtidos da
regressao ponderada, utilizando wi=1/s? (equagao y= a +bx)

Reg ressao F:jlltja;tc:ee
Composto a b R2 F(‘1SI$3§* (sig >
’ F3,10)*
Sulfadiazina -120,96 740,23 0,9939 2265,23 4,63
Sulfadimetoxina -188,14 3413,46 0,9925 1879,29 9,62
Sulfametazina 131,74 1100,03 0,9923 1783,39 2,68
Sulfametoxazol 58,59 1037,81 0,9931 1819,88 17,15
Sulfagquinoxalina -73,05 837,94 0,9922 1659,61 3,72
Sulfatiazol 96,90 800,80 0,9828 663,89 5,82
Abamectina 754,14 1394,66 0,9943 2542,77 22,48
Doramectina -188,10 4657,74 0,9815 766,58 0,94
Eprinomectina 1080,94 1869,067  0,9947 2675,62 5,57
Ivermectina 118,42 109,71 0,9932 1881,66 2,40
Moxidectina -461,20 1354,56 0,9661 388,21 0,13
Eritromicina 893,39 12942,87  0,9776 691,14 3,65
Lincomicina -1529,27 24748,97  0,9893 1355,00 3,49
Albendazol 3699,31 21278,68  0,9402 304,47 11,25
Cloranfenicol 69,15 2787,66 0,9873 1131,33 74,50

* Valor de Ftabelado (teste F) para o = 0,05 e grau de liberdade da variancia da
regressao igual a p-1 (onde p = numero de parametros do modelo a e b) e do residuo
n-p=13 (onde n € o numero de observagodes igual a 15). ** Valor de Ftabelado (teste F)
para a=0,05 e grau de liberdade da variancia da falta de ajuste m-p=3 (onde m é o
numero de niveis, igual a 5) e do erro puro n-m=10.

4.7.4. Repetitividade e precisao intermediaria

A repetitividade representa a concordancia entre os resultados de
medicOes sucessivas por um mesmo meétodo sob as mesmas condicdes de
medicdo. Ela pode ser expressa quantitativamente em termos da caracteristica
de dispersdo dos resultados determinada pela estimativa do desvio padrao
relativo (%DPR), de seis repeticdes ou mais (MAPA, 2009). A precisdo
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intermediaria refere-se as variagdes ocorridas dentro de um mesmo laboratério
quando um ou mais fatores importantes sdao modificados, como diferentes
analistas, diferentes dias ou diferentes equipamentos (Ribani et al., 2004). Esse
estudo foi realizado utilizando a curva analitica do extrato da matriz branca
fortificada pré-extragdo. Essa condi¢do foi escolhida devido a dificuldade de
quantificacao de alguns analitos.

A Tabela 21 mostra os DPR (%) obtidos na andlise em replicada de
amostras de leite e ovos fortificadas em diferentes niveis de recuperacao,
baseados em valores de LOQ que serdo deteminados posteriormente. O nivel
1 equivale ao LOQ, o nivel 2 ao triplo do LOQ e o nivel 3 corresponde a 10
vezes 0 LOQ. Os DPRs obtidos para as amostras de leite variam entre 4,3 e
19,8 % e para os ovos entre 4,1 e 20,9% (Tabela 19), indicando que o método
tem repetibilidade aceitavel no nivel do LOQ para todos os analitos (entre 1 e
10 pg/kg - até 30%; MAPA, 2011).

Tabela 21. Desvios Padroes relativos (%DPR) obtidos apds seis extragdes de
medicamentos veterinarios utilizando QUEChERS em amostras de leite e ovos
(n=6)

Leite Ovos
Analitos
Nivel 1 Nivel2 Nivel3 Nivel1 Nivel2 Nivel3

Eprinomectina 15,4 13,1 13,6 15,7 6,32 10,1
Sulfadiazina 17,4 7,44 7,38 12,5 13,3 9,53
Sulfadimetoxina 13,6 14,2 8,87 21,6 15,9 18,5
Sulfametazina 17,0 8,92 11,8 18,2 12,0 7,82
Sulfametoxazol 13,34 15,6 10,6 21,6 15,9 18,5
Sulfaquinoxalina 19,1 17,1 11,6 25,8 17,5 16,0
Sulfatiazol 19,8 13,75 15,8 20,9 20,0 16,2
Abamectina 13,8 8,60 8,47 15,4 8,72 9,86
Doramectina 18,7 9,10 9,75 14,8 19,3 7,30
Moxidectina 18,4 11,3 15,3 13,7 17,6 8,78
Eritromicina 11,6 8,95 12,8 18,9 9,44 8,54
Lincomicina 16,7 12,4 10,1 13,7 16,8 19,8
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Leite Ovos
Analitos
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
Albendazol 14,9 8,99 14,6 18,9 9,67 8,67
Ivermectina 16,5 12,0 12,0 18,2 12,6 14,2
Cloranfenicol 9,60 4,27 5,97 4,82 1,82 4,12

A precisao intermediaria do método foi verificada pelos DPR das

andlises realizadas pelo mesmo analista em dias diferentes (Tabela 22). O

DPR variou entre 3 e 21%, indicando que o método desenvolvido tem precisdo

satisfatoria para todos analitos avaliados.

Tabela 22. Desvios Padroes relativos (%DPR; n=6) obtidos apods seis

extragdes dos analitos utilizando QUEChERS, realizada em dias diferentes

Leite Ovos
Analitos
Nivel1 Nivel2 Nivel3 Nivel1 Nivel2 Nivel 3

Eprinomectina 13,0 13,2 9,70 17,9 11,8 14,5
Sulfadiazina 6,13 13,3 18,2 13,5 17,6 15,1
Sulfadimetoxina 7,68 15,2 16,9 13,8 16,4 12,7
Sulfametazina 5,84 14,2 17,6 14,1 13,8 10,1
Sulfametoxazol 8,14 19,5 7,91 8,25 15,9 15,0
Sulfaquinoxalina 16,4 17,7 18,1 17,0 17,4 9,5
Sulfatiazol 5,97 14,7 20,6 18,2 17,3 15,2
Abamectina 12,8 15,3 10,3 19,9 11,2 6,51
Doramectina 14,4 16,3 10,5 11,3 16.0 3,7
Moxidectina 8,10 9,27 16,3 18,6 18,2 11,1
Eritromicina 4,38 4,62 9,91 13,4 12,3 13,4
Lincomicina 3,37 8,44 17,1 15,2 17,9 18,7
Albendazol 11,53 12,52 7,72 13,9 16,0 7,39
Ivermectina 12,8 17,1 12,3 13,59 15,7 10,7
Cloranfenicol 14,9 12,7 8,10 8,32 12,5 2,87
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4.7.5. Limite de quantificacao (LOQ) e de limite deteccao (LOD) do
método

O limite de quantificacao (LOQ) corresponde a menor concentracao da
substancia de interesse que pode ser quantificada com exatidao (INMETRO,
2003) e foi determinado no teste de precisdao, sendo a menor concentracao
quantificavel com precisdo aceitavel (DPR< 30%). As Tabelas 23 e 24 mostram
os valores de LOQ, LMR, CCa e CCp obtidos para o método QUEChERS em
leite e ovos, respectivamente. Para cada composto, o LOD do método foi
definido como 1/3 do LOQ.

Tabela 23. Valores de LOD e LOQ do método QUEChERS por LC-MS/MS
Applied 4000 Q-Trap para leite

Grupo Composto (n;?n?_") (n;'\:lnF:_*) (ngcr(;ﬁ*) (nzcrEL")
Antiparasitarios Abamectina 1,0 10 12 14
Doramectina 5,0 15 18 21
Eprinomectina 5,0 20 21 21
Ivermectina 5,0 10 12 14
Moxidecitina 1,0 10 24 27
Albendazol 1,0 100 103 106
Antimicrobiano/  Sulfametazina 1,0 100 102 103
antibioticos Sulfadiazina 1,0 100 101 102
Sulfametoxazol 1,0 100 100 101
Sulfaquinoxalina 1,0 100 102 104
Sulfadimetoxina 1,0 100 103 105
Sulfatiazol 1,0 100 102 104
Lincomicina 5,0 -- -- --
Eritromicina 1,0 40,0 40 40
Cloranfenicol 0,30 0,30* 0,13 0,22
*LMPR

Os valores de LOQ estao abaixo do LMR exigido para todos os analitos
que possuem limite estabelecido e para cloranfenicol foi atingido o valor de
LMPR. Para determinar o desempenho do procedimento analitico, fez-se a
avaliagdo do limite de decisdo (CCa) e a capacidade de detecgao (CCp),

utilizando o desvio-padrao em condi¢cdes de precisdo intermediaria (n=9). Os
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valores de CCa e CCP de substancias com LMR estabelecidos, foram

calculados utilizando as equacdes 3 e 4 e os valores sao superiores ao LMR,

sendo satisfatério quando mais préximo dele. Para substancias banidas, como

cloranfenicol, CCa e CCP foi calculado utilizando as equacdes 5 e 6 e para ser

considerado satisfatério deve ser inferior ao LMPR (0,3 ng/mL). Todos os

valores foram satisfatérios, desta forma, é possivel determinar e quantificar os

analitos com margem de seguranca.

CCa = LMR + 1,64 X SreproLMR

CCPB = LMR + 3,28 X SreproLmr

CCa = 2,33 X SyeproLmpr

CCP = 3,97 X SyeproLmPR

Equacéo 3

Equacéo 4

Equagéo 5

Equagéo 6

Tabela 24. Valores de LOQ, CCa e CCP do método QUEChERS por LC-

MS/MS Applied 4000 Q-Trap para ovos

Grupo Composto (rl|.90§1) (nLgM;) (n(;fgq1) (n(;fg§1)

-- Abamectina 1,0 - - -

Antiparasitarios - o ina 5.0 i i i
Eprinomectina 5,0 - - -
Ivermectina 5,0 - - -
Moxidecitina 1,0 - - -
Albendazol 1,0 - - -

Antimicrobiano/  Sulfametazina 1,0 10,0 11,10 12,20

antibioticos Sulfadiazina 1,0 10,0 1068 11,35
Sulfametoxazol 1,0 10,0 10,76 11,52
Sulfaquinoxalina 1,0 10,0 11,00 12,01
Sulfadimetoxina 1,0 10,0 11,42 12,84
Sulfatiazol 1,0 10,0 10,54 11,08
Lincomicina 5,0 - - -
Eritromicina 1,0 - - -
Cloranfenicol 0,3 0,3* 0,07 0,12

*LMPR
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4.8.Nitrofuranos

4.8.1. Otimizacao do preparo de amostra

Na maioria dos trabalhos publicados para determinacdo de metabdlitos
de nitrofuranos em amostras de leite e ovos (Tabela 2), o preparo da amostra
consiste em hidrélise acida seguida de derivatizacdo com 2-nitrobenzaldeido
(2-NBA), extracao liquido-liquido com acetato de etila, etapa de clean up
utilizando particdo com n-hexano ou EFS (C18) e analise por LC-MS/MS. E
possivel observar que os valores de LOD e LOQ variaram de 0,01 a 5 pug/kg e
de 0,10 a 10 ug/kg, respectivamente. CCa e CCPB reportados variaram entre
0,026 a 3,2 ug/kg e de 0,031 a 0,95 pg/kg, respectivamente. As recuperacoes
variaram de 8,6 a 187,5 % com CV inferiores a 34%.

No presente estudo, o preparo de amostra foi realizado de acordo com o
método proposto por Bock et al. (2007), porém fez-se necessario otimizar
algumas etapas. Inicialmente foi avaliada a etapa de clean up , onde foi testado
0 uso de EFS-dispersivo, porém os resultados ndao foram satisfatérios com
perda significativa dos analitos (>50%). Para diminuir o nimero de particulados
apods a resuspensao da amostra foi acrescentado uma etapa de centrifugacéo e
filtracdo dos extratos obtidos. Essa etapa ndao causou perdas significativas dos
analitos.

A adicao de acetato de etila as amostras de leite e posterior agitacao
causou a formacdo de grande quantidade de emulsdo, que prejudicou a
recuperacdo dos analitos nessa matriz. Desta forma, fez-se necessario
acrescentar 1,25 g de NaCl, e apds 20 minutos de agitacdo as amostras foram
colocadas no freezer por 30 min e centrifugadas a 10 °C. Essas medidas
diminuiram a formacao de emulsao e possibilitaram a extracao dos analitos na
matriz leite. Para melhorar a eficiéncia na etapa de derivatizacao foi adicionada
150 uL do derivatizante (2-NBA 100 mmol/L), quantidade maior as reportados
na literatura (75 uL; Bock et al., 2007). O preparo de amostra, ap6s a

otimizacao, foi realizado conforme fluxograma mostrado na Figura 24.
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1+ 0,05 g de leite ou ovo

Adicao de 5 mL de HCI
0,2 mol/L e 150 pL de
NBA (0,1 mol/L)

Agitacdo overnight (>16 h) a 40 °C

A temperatura ambiente
adicionar 0,5 mL de Na;PO,
(0,3 mol/L); B

Deixar equilibrar por 10 min

Ajutar o pH para 7 + 0,5 com NaOH (2 mol/L);
Deixar equilibrar por 5 min

Ovos m Leite
1 1
Adicao de 4 mL de acetato de etila Adicao de 4 mL de acetato de
2X) etila (2X) + 1,25 g de NaCl (1X)

Agitacao (20mip), centrifugacao Agl’lilt iang 2ocgfl(t)rin}ﬁg égfgieggggzg 30
2383xg, (10min, 10 °C) (2X) (10min, 10 °C) (2X) ’

Retirar a fase acetato de etila e Retirar a fase acetato de etila e
transferir para Falcon 15 mL transferir para Falcon 15 mL
Evaporar a fase orgénica e Evaporar a fase organica e
resuspender em 500 uL de resuspender em 500 puL de
MeOH MeOH
Centrifugacdo 1307xg, Centrifugacio 1307xg,
(20 min, 4°C) (20 min, 4°C)
Filtrar o extrato com filtro Filtrar o extrato com filtro
0,45 um e injetar no LC- 0,45 um e injetar no LC-
MS/MS MS/MS

Figura 26. Fluxograma do preparo de amostra para determinacao de residuos
de metabdlitos de nitrofuranos em leite e ovos,
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4.8.2. Validacao do método

As Figuras 25 e 26 ilustram a seletividade do método, mostrando que
nao ha pico dos fragmentos dos analitos no mesmo tempo de retengdo numa
amostra branca, mostrando os tempos de retencdo (ir) dos metabdlitos de

nitrofuranos.

B C of +MRM (11 pairs): 236.087/134.100 Da from S... Max. 626.2 cps. B |C of +MRM (11 pairs): 209.103/166. Max. 1523.7 cps.
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Figura 27. Cromatograma MRM (ESI+) do extrato obtido da matriz leite branco.
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B C of +MRM (11 pairs): 236.087/134.100 Da from ... Max. 15429 cps B 3IC of +MRM (11 pairs): 209.103/165.100 Da from ... Max. 2531.6 cps.
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Figura 28. Cromatograma MRM (ESI+) do extrato obtido da matriz ovo branco.

o ek

O efeito de matriz foi avaliado e se mostrou significativo para NP-AOZ
(p<0,05), conforme observado na Figura 27. Este resultado foi confirmado pelo
teste de homogeneidade de variancia (teste F) e pelo comparacao das médias
(teste 1). A linearidade foi avaliada pela curva analitica em matriz branca
fortificada. Os dados de calibragdo foram heterocedéasticos e a regressao linear
ponderada foi escolhida para calcular as recuperacdo e para quantificar os
resultados das amostras (Miller e Ambrus, 2000). Para todos os analitos nas
duas matrizes, o coeficiente de determinacéo (R?) foi maior ou igual a 0,99 e o
teste ANOVA mostrou que a regressdo ponderada foi significativa (p<0,05).
Devido a dificuldade na quantificacdo dos analitos, fez-se necessario a
avaliagdo da curva analitica do extrato da matriz branca fortificada pré-
extracdo, ou seja, a curva € construida em amostras fortificadas em
concentracdes crescente, posteriormente € realizada a extracdo e analise. As
curvas analiticas obtidas também apresentaram R® maior ou igual a 0,99 e

regressao significativa.
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Figura 29. Curva analitica do NP-AOZ obtida com padrédo em solvente e em

branco de matriz forticada em A) leite e B) ovos.

As Tabelas 25 e 26 mostram os resultados da repetibilidade e preciséo
intermediaria (dois analistas diferentes), respectivamente, obtida durante a
validagcdo do método para nitrofuranos. Para a validacdo ser considerada
satisfatéria, o desvio padrao relativo (DPR, %) deve ser inferior a 35% para
concentragdes inferiores a 1 pg/kg e de 30% para concentragdes entre 1 e 10
Hg/kg (MAPA, 2012) em ambos os experimentos. Nesse trabalho, obteve-se
CV inferiores a 20% para todos os niveis estudados, com excecdo da

semicarbazida (SEM), para a qual, durante a precisao intermediaria, o CV foi
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24,3% no LOQ para a matriz leite. Desta forma, o método foi considerado
satisfatorio para quantificagdo desses analitos.

Tabela 25. Repetibilidade do método (em CV %) para os metabdlitos de
nitrofuranos em leite e ovos analisados por LC-MS/MS (n=6 para cada nivel)

Leite Ovos

Analitos 0,5 1,0 40 05 10 40
mg’kg upg/kg pg/kg upg/kg pgkg pg/kg

AOZ 9,0 2,9 3,2 11,1 4,7 7,3
AMOZ 6,4 4,4 59 15,7 10,4 6,9
AHD 6,5 6,0 4,9 15,2 12,0 6,9
SEM 6,4 6.8 4,4 10,2 64 8,1

Tabela 26. Precisao intermediaria do método (em DPR, %) para os metabdlitos
de nitrofuranos em leite e ovos analisados por LC-MS/MS para avaliar a (n=6
para cada nivel e para cada analista).

Leite Ovos
Analitos 0,5 1,0 4,0 0,5 1,0 4,0
Mg’kg uHg/kg Hg/kg Hg’/kg pog/kg po/kg
AOZ 18,4 3,5 8,2 7,2 4,6 7,2
AMOZ 19,1 9,2 4.1 16,8 3,8 10,8

AHD 19,5% 13,2 11,0 17,2 19,8 15,8
SEM 24,3 13,1 8,5 17,3 8,7 11,7

*n=5

O limite de quantificacdo foi determinado como o menor nivel que
apresentou repetibilidade (DPR<30%), sendo esse valor igual a 0,50 ug/kg
para todos os analitos. Esse valor é inferior ao LMPR (1,0 pg/kg), mostrando
que o método é adequado para analise desses analitos em amostras de ovo e
leite, sendo possivel encontrar possiveis violagdes. Em laboratérios com rotina
recomenda-se a ressuspensao do extrato em 1 mL de metanol, de maneira a

preservar o sistema cromatografico, mas ainda mantendo o LOQ equivalente
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ao LMPR. Para determinar os valores de CCa e CCp utilizou-se o desvio-
padrdao em condi¢cdes de precisao intermediaria (n=7). Para que o desempenho
analitico seja satisfatorio na andlise de substancia banidas como os
nitrofuranos, o valor de CCa e CCP deve ser inferior ao LMPR (1,0 ng/mL).
Todos os valores foram satisfatorios, com valores maximos de CCa 0,31 e 0,25
ng/g e CCP a 0,54 e 0,45 ng/mL para ovos e leite respectivamente. Desta
forma, é possivel determinar e quantificar os analitos com boa margem de

seguranga.

4.9. Analise de amostras reais

No total, 51 amostras de ovos de diferentes lotes e marcas adquiridas no
comércio do Distrito Federal em 2013 foram analisadas utilizando os métodos
validados para os analitos investigados neste estudo. Duas amostras
apresentaram resultados positivos, uma para lincomicina (110 pg/kg) e outra
para sulfametazina (242 ug/kg). Os cromatogramas obtidos para as duas
amostras estdo mostrados nas Figuras 28 e 29, indicando a presenca do pico
de quantificador e qualificador do analito.

A lincomicina é um antibidético do grupo das lincosamidas também
utilizado na medicina humana. Medicamentos veterinarios com este ingrediente
ativo sdo registrados para aves, bovinos e suinos no pais, que possui LMR
para carnes (1,5 mg/kg para bovinos e suinos e 0,5 mg/kg para aves; Brasil,
2012), mas nao para ovos ou leite. Na Unido Europeia, o LMR para ovos e leite
€ 50 e 150 pg/kg, respectivamente (EC 37/2010), e no Codex Alimentarius s6 €
relatado limite para leite, também de 150 pg/kg. Spisso et al. (2010a)
investigaram a presencga de ionéforos poliéteres, macrolideos e lincosaminas
em 100 amostras de ovos coletadas no comércio do Rio de Janeiro. Quatro
amostras foram positivas para lincomicina, em niveis de 1,7 a 2,7 ug/kg, abaixo
do LOQ (5,3 pg/kg) e bem mais baixos do encontrado neste estudo. Na Coréia,
Kin et al. (2012) encontraram uma amostra de ovo positiva para lincomicina

entre as 66 analisadas, no nivel de 25 pg/kg.
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Figura 30. Cromatograma MRM (ESI+) obtido para a amostra de ovo contendo
residuo de lincomicina (Concentragdo encontrada = 110 pg/kg).

No Brasil, a sulfonamidas tem registro para uso em aves, bovinos,
eqlinos e suinos, com LMR para sulfonaminas total em ovos (soma de
sulfatiazol, sulfametazina, sulfadiazina, sulfaquinoxalina, sulfametoxazol e
sulfadimetoxina; Brasil, 2012) de 10 ug/kg. O nivel de sulfametazina encontrado
neste estudo na amostra coletada no DF ultrapassou mais de 20 vezes este
LMR, indicando o uso do produto numa dosagem superior a recomendada ou o
abate do animal antes do tempo de caréncia estabeledio. O PNCRC prevé o
monitoramento de sulfonamidas, mas nenhuma amostra de ovo foi positiva
para estes compostos. A sulfametazina tem sido encontrada em figado de
suino desde 2007 e sulfametoxazol foi encontrado em 2012 em figado de aves,
em ambos os casos acima do LMR para sulfonamidas total (100 pg/kg),
confirmando a nao aplicacdo das boas praticas no uso do produto (Brasil,
2013).
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Figura 31. Cromatograma MRM (ESI+) obtido para amostra de ovo comercial
contendo residuo de sulfametazina (Concentragdo encontrada = 242 pg/kg).

Nao foram encontrados residuos dos metabdlitos de nitrofuranos (AOZ,
AMOZ, AHD e SEM) nas amostras analisadas. Devido ao seu potencial
carcinogénico e mutagénico, os nitrofuranos foram banidos no Brasil (Brasil
2003) e em outros paises (EC, 2901/93). Porém, o uso ilegal deste
medicamento ainda ocorre no pais, ja que seus residuos tém sido detectados
em amostras de musculo de aves analisadas pelo PNCRC entre 2007 e 2012
(Brasil, 2007, 2008, 2009, 2010, 2011 e 2012).

4.9.1. Avaliacao da exposicao e risco

No Brasil, altos consumidores de ovos (97,5P dos consumidores = 10
anos) consumem 2,5 g/kg pc/dia, ou cerca de 150 g (~ 5 ovos) para uma
pessoa de 60 kg (POF 2008/2009, Consumo Alimentar Pessoal; IBGE, 2011).
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Com este dado, e o valor do residuo encontrado nas amostras positivas, é
possivel estimar a exposicdo da populacdo a lincomicina e a sulfametazina
pelo consumo de ovos (Equacgao 7) e o risco desta exposicao para a saude,
expresso em % IDA (ingestao diaria aceitavel)

consumo de ovos

Ingestao = x concentragdo Equagéo 7

peso corpbéreo

A ingestao diaria de lincomicina foi de 0,3 pg/kg pc, o que representa no
maximo 1% da IDA para este composto (0-30 pg/kg pc; JECFA, 2004). A
ingestdo diaria de sulfametazina (sulfadimina) foi de 0,6 pg/kg pc,
representando no maximo 1,2% IDA (0-50 ug/kg pc; JECFA, 1994). Esta
avaliagdo € conservadora, pois assume o0 consumo de ovos com residuos
sempre no nivel maximo encontrado no estudo. Este resultado mostra que,
mesmo nao estando de acordo com as boas praticas agricolas, 0 consumo de
ovos contendo residuos de lincomicina e sulfametazina nos niveis encontrados

no estudo, ndo representa um risco para a saude da populagao.
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5. CONCLUSOES
Residuos de medicamentos veterinarios podem ser encontrados em

alimentos de origem animal, como carne, ovos e leite. Alguns destes
medicamentos podem causar efeitos adversos no homem, e a exposicao
humana pela dieta pode representar um risco a saude. Resultados dos
programas de monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios da
ANVISA e do MAPA mostraram que as avermectinas, principalmente a
ivermectina, foram os principais compostos encontrados nas amostras de leite
analisadas. O uso destes produtos no gado no periodo de lactagdo nao é
recomendado, mas estes resultados mostram que este uso é frequente.
Somente o programa de monitoramento do MAPA inclui analise de ovos e
poucos estudos no Brasil analisam esta matriz. Estudos conduzidos em outros
paises com aves tratadas oralmente mostraram que residuos sao esperados
em ovos, indicando a necessidade de incluir esta matriz também no programa
da ANVISA, que visa principalmente o consumidor interno. Dados de
monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios sdo essenciais para
avaliar a exposicdo humana a estes compostos e o0 potencial risco para a
saude do consumidor. Desta maneira, é essencial que 0s programas
governamentais sejam mantidos e ampliados para viabilizar a conducao destes
estudos.

Para o monitoramente desses residuos, métodos analiticos sensiveis
e robustas precisam ser desenvolvidas de forma possibilitar sua aplicagéo.
Nesse trabalho foi possivel estabelecer as condicbes 6timas para analise dos
residuos de medicamentos veterinarios por LC-MS/MS, determinando ions
produtos mais intensos, os parametros dependentes do analito e da fonte de
ionizacao e otimizar a separacao cromatografica. Devido a diferenca no tipo de
ionizagdo e no preparo de amostra, foram criados 3 métodos de andlise, de
forma que fosse possivel determinar e quantificar os analitos selecionados.

Com as condigbes de andlise estabelecidas foi possivel otimizar os
métodos multirresiduos para analise dos medicamentos investigados. Na etapa
de otimizagdo para o método QUEChERS foram avaliados a massa da
amostra, o sal utilizado na etapa de salting out, o solvente extrator, o
adsorvente da etapa de clean up e o uso da fase extratora tamponada, de

forma a obter as melhores condi¢cdes de analise dos compostos de interesse.

107



Da mesma forma, foram avaliados na ELL-PBT o tempo de ultrassom, a forca
ibnica e o solvente extrator. Para os metabdlitos de nitrofuranos foi otimizada o
método proposto por Bock (2007) avaliando a quantidade de derivatizante
adicionado, a adicdo de sal e o resfriamento do extrato para diminuir a
formacao de emulsdo no leite e a etapa de centrifugacdo para diminuir o
namero de particulados no meio.

Para analise multirresiduo, o método QUEChERSs foi 0 que se mostrou
mais adequado, com recuperacdes entre 70-120% como recomendado pelo
MAPA. O método consiste na extracdo de 10 g de amostra com 10 mL de
acetonitrila, agitacdo manual vigorosa por 1 min, adicao de 4g MgSO4 e 1 g de
acetato de sédio, agitacdo vigorosa e posterior centrifugacdo. E realizada o
clean up do extrato obtido com 150 mg de MgSO4 e 50 mg de PSA, agitacao
por 1 min e centrifugacdo. O extrato é filtrado e injetado no LC-MS/MS. LOQs
variaram entre 0,3 ng/mL ou ng/g (cloranfenicol) e 5 ng/mL ou ng/g.

Os metabdlitos de nitrofuranos foram extraidos apds hidrélise acida e
derivatizacado com o 2-NBA por 16 horas a 40 °C de 1 g de amostra de leite ou
ovo. Ajusta-se o pH do derivatizado para 7 e extrai com 8 mL de acetato de
etila (2 x 4 mL) por 20 min, para leite adiciona-se 1,25 g de NaCl e as amostras
sao resfriadas para diminuir a formacao de emulsdo. Centrifuga-se o extrato e
0 sobrenadante é evaporado e resuspendido em 0,5 mL de metanol. O LOQ
para os metabdlito foi 0,5 ng/mL ou ng/g

Os métodos foram validadas considerando os parametros:
seletividade, limite de detecgcdo (LOD), limite de quantificacdo (LOQ), CCa,
CCB, linearidade, repetibilidade e precisdo intermediaria indicaram que o
método é eficiente para a extracdo dos residuos com limites de deteccéo
abaixo dos LMR estabelecidos para estes medicamentos nas matrizes leite e
ovos.Os métodos otimizados e validados foram aplicadas para andlise 51
amostras de ovos, sendo encontrados residuos de lincomicina e sulfametazina
em duas amostras (110 e 242 ug/kg, respectivamente). O nivel de residuo de
lincomicina encontrado neste estudo esta acima do LMR da Unidao Européia (50
Hg/kg) e o de sulfametazina esta bem acima do LMR (10 ug/kg), indicando que
os produtores nao estado utilizando medicamentos a base de sulfametazina de

acordo com as boas praticas no uso de medicamentos veterinarios. Produtos a
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base de lincomicina sdo registrados no Brasil para aves, mas atualmente o
MAPA nao monitora estes residuos em ovos.

A avaliacao de risco indicou que é improvavel que o consumo de ovos
contendo residuos lincomicina e sulfametazina nos niveis encontrados neste
estudo represente um risco para a saude do consumidor. Porém, é importante
enfatizar que esta avaliagdo ndo considerou outros alimentos de origem animal
na dieta, como carne de aves e bovina e leite. Desta maneira é essencial que
os 6rgaos competentes intensificam seus programas de monitoramento de
maneira a incluir todos os alimentos relevantes e possibilitar a conducédo de

uma avaliacdo de risco mais completa.
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Anexo | — Grafico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial do
método QUEChERS em amostra de leite.
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Anexo Il — Grafico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial do
método QUEChERS em amostra de ovo.
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Anexo lll — Grafico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial do

método ELL-PBT em amostra de leite.
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Anexo IV — Grafico de Pareto obtido a partir do planejamento fatorial do

método ELL-PBT em amostra de ovo.
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VETERINARY DRUG RESIDUES IN MILK AND EGGS. The use of veterinary drugs in food producing animals may result in the
presence of residues in foods, including milk and eggs. Immunoassay or microbiological tests are used to screen for residues, but
chromatographic methods are needed to confirm positive results. In most methods, the sample is extracted with acetonitrile, submitted

to clean up or directly analyzed by LC-MS/MS. Results of the Brazilian governmental monitoring programs from 2006 to 2011 have

shown that the antiparasitic ivermectin was the drug most frequently found in milk. Residues in eggs are only monitored by one of
the programs, and few studies have reported the incidence of veterinary drugs in this matrix in Brazil.

Keywords: veterinary drugs; milk; eggs.

INTRODUCAO

Medicamentos sdo usados na medicina veterindria no tratamento
e prevencdo de doengas ou como promotores de crescimento.'? Estes
compostos compreendem uma variedade de classes quimicas com
acdes terapéuticas diversas, incluindo antibidtica/antimicrobiana,
antiparasitdria, inseticida, fungicida e sedativa.’* Os antimicrobianos
(B-lactamicos, aminoglicosideos e tetraciclinas) e os antiparasitdrios
(avermectinas, piretréides e organofosforados) sdo os produtos mais
comercializados no Parand para tratamento do rebanho leiteiro.*

O uso de medicamentos veterindrios em animais produtores de
alimentos pode deixar residuos nos alimentos, como carne, leite
e ovos, cujos niveis ndo devem ultrapassar o Limite Maximo de
Residuos (LMR). O LMR € a concentracdo maxima de residuo em
um alimento de origem animal resultante do uso de um medicamento
veterindrio (expresso em mg/kg ou pug/kg, em peso fresco) que € reco-
mendado para ser legalmente permitido ou reconhecido como sendo
aceitdvel no alimento.’ Estes limites sdo estabelecidos para garantir o
uso adequado destes produtos, limitar a exposi¢do e proteger a saide
dos consumidores dos alimentos provenientes de animais tratados.’
A presenca de residuos em um alimento acima do LMR estabelecido
indica que o produto nio foi utilizado segundo as boas praticas de
uso de medicamentos veterindrios (BPMYV), ou o uso de um produto
ndo autorizado.® O Brasil ndo estabelece LMR para medicamentos
veterindrios, adotando aqueles recomendados pelo Mercosul, Codex
Alimentarius, Unido Européia ou Estados Unidos.’

A exposi¢do humana a residuos de medicamentos veterindrios
presentes nos alimentos pode causar efeitos adversos, incluin-
do reacGes alérgicas em individuos hipersensiveis® e cancer.”!?
Adicionalmente, a exposi¢do a antimicrobianos/antibidticos pode
provocar o desenvolvimento de microrganismos resistentes, que
dificulta a acdo terapéutica destes medicamentos em individuos que
consumiram alimentos de animais tratados.' > Residuos de medi-
camentos veterindrios no leite podem também causar problemas
tecnoldgicos nos processos de fermentacdo dos laticinios. !

No Brasil, ha dois programas nacionais que monitoram a presenca
de residuos de medicamentos veterindrios em produtos de origem
animal. O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC) € coordenado pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e

*e-mail: eloisa@unb.br

Abastecimento (MAPA) e inclui programas setoriais para andlise de
carne, leite, ovos, mel e pescado. O Programa de Andlise de Residuos
de Medicamentos Veterindrios em Alimentos (PAM Vet), da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), analisa leite UHT, leite
em po e leite pasteurizado.

Recentemente, estudos foram publicados reportando dados rela-
tivos a residuos de medicamentos veterinarios no ambito do PNCRC
em produtos cdrneos,'>!” peixe,” mel**?! e leite.'®?? A presente revisdo
tem como foco os residuos de medicamentos veterindrios em leite
e ovos, alimentos de grande importancia para o mercado interno e
consumidor brasileiro.

MEDICAMENTOS VETERINARIOS

Atualmente no Brasil existem 6.674 produtos de uso veterindrio
com registro vigente no MAPA.?* Dentre estes produtos, 607 (9,1%)
sdo antimicrobianos, antibiéticos e antiparasitdrios com uso autori-
zado em bovinos, suinos, caprinos, ovinos e/ou aves e cuja presenga
de seus residuos tem sido monitorada.”** Dentre estes medicamentos
monitorados, as classes que apresentam o maior nimero de produtos
registrados séo avermectinas (26,0%), B-lactdmicos (15,0%), amino-
glicosideos (14,5%), tetraciclinas (13,2%) e sulfonamidas (8,2%).

Antibiéticos e antimicrobianos

Antibidticos e antimicrobianos (Quadro 1) sdo medicamentos que
possuem acdo bactericida e/ou bacteriostatica por meio de diferentes
mecanismos. Enquanto os compostos antibidticos sdo obtidos natu-
ralmente ou por via semi-sintética, 0s antimicrobianos sio compostos
sintetizados quimicamente.?

Os antibidticos sao frequentemente utilizados no tratamento
da mastite, pneumonia, diarréia e artrite em animais produtores de
alimentos.?® Os B-lactimicos, como as penicilinas, inibem a trans-
peptidase bacteriana mediante uma ligacdo covalente, impedindo
a formacéo da parede celular.” A estrutura das penicilinas (como a
penicilina G) consiste de um anel B-lactdmico ligado a um anel de
cinco membros contendo tiazolidina.

As tetraciclinas sdo caracterizadas pela estrutura de quatro anéis
parcialmente conjugados e o grupo funcional carboxiamido.?”? e sdo
utilizadas para controlar infecgdes bacterianas. O uso de anfenicdis,
tetraciclinas, B-lactimicos (benzilpenicilaimicos e cefalosporinas),
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quinolonas e sulfonamidas sistémicas como aditivos melhoradores de
desempenho ou como conservantes alimentares € proibido no Brasil
(Instrugdo normativa N° 26, de 9 de julho de 2009).%

Quadro 1. Exemplos de medicamentos veterinarios (classe) e suas estruturas
quimicas
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Os macrolideos, utilizados principalmente no tratamento de do-
encas respiratdrias,* sdo moléculas com uma lactona central ligada a
um ou varios grupos desoxi-glicdis. A eritromicina € um antibidtico
desse grupo, cujo mecanismo de agdo consiste na inibi¢ao da sintese
protéica pela ligag@o a por¢éo 50S dos ribossomos bacterianos.”!8 Os
aminoglicosideos, como a estreptomicina, sdo antibidticos de amplo
espectro, utilizados principalmente contra bactérias gram-negativas,
atuando também na inibicéo da sintese protéica.’!

O cloranfenicol é um antibidtico de amplo espectro da classe
dos anfenic6is, com atividade contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas e outros grupos de microrganismos.*> O seu uso foi
proibido em muitos paises, inclusive no Brasil, devido aos efeitos
toxicos graves relatados em humanos, como anemia apléstica e
carcinogenicidade, ainda que presente em baixos niveis de concen-
tragdo.**** Residuos de cloranfenicol t&ém sido detectados em produtos
de origem animal no pais, indicando o seu uso ilegal.’

Quim. Nova

As sulfonamidas, nitrofuranos e quinolonas sdao exemplos de
agentes antimicrobianos.” As sulfonamidas sdo medicamentos de bai-
X0 custo, utilizados no tratamento de infec¢des bacterianas com amplo
espectro de atuacdo. Elas competem com o dcido p-aminobenzdico,
impedindo a sua utiliza¢@o pelos microrganismos na sintese do dcido
félico, essencial para a sintese de dcidos nucléicos.®

Os nitrofuranos sdo utilizados no tratamento de infec¢des gas-
trointestinais e dermatoldgicas, além do tratamento da salmonelose.”’
A carcinogenicidade e mutagenicidade desses compostos e de seus
metabdlitos levaram a proibi¢@o de sua utiliza¢do em animais produ-
tores de alimentos em diversos paises,**’ inclusive no Brasil.** Apés
sua aplicagdo, os nitrofuranos sdo rapidamente metabolizados, tor-
nando impossivel a deteccio do principio ativo, porém foi observado
o acumulo de seus metabdlitos ligados a proteinas. Estes metaboélitos
sdo estdveis e podem persistir no animal por vdrias semanas apds a
administrag@o do nitrofurano equivalente.’’

As quinolonas e fluoroquinolonas sdo derivados do dcido nalidi-
xico inibidores da enzima DNA topoisomerase II (girase de DNA),
importante na desnovelagdo do DNA, afetando a divisdo celular da
bactéria. As fluoroquinolonas mais recentes tém maior espectro de
atividade, sendo em geral muito ativas contra patdgenos aerdbios
gram-negativos e de acio intermedidria contra cocos gram-positivos.*

Antiparasitarios

As avermectinas e os benzimidazdis sdo os medicamentos
veterindrios mais usados na pecudria atualmente para tratamento
de um amplo espectro de doencgas parasiticas.*® As avermectinas
pertencem a classe das lactonas macrociclicas (Quadro 1) e sdo uti-
lizadas no tratamento de infec¢des causadas por endo e ectoparasitas.
Apresentam cardter lipofilico e s3o monitoradas no tecido adiposo
e figado. E contra-indicado o uso de ivermectina e doramectina em
bovinos produtores de leite para consumo humano, entretanto, estes
medicamentos tém sido encontrados em amostras de leite.”*’ Produtos
veterindrios contendo ivermectina representam 65,2% de todas as
avermectinas registradas no Brasil, principalmente devido a sua maior
eficiéncia na eliminaco dos parasitas e sua persisténcia no animal, o
que pode acarretar na presenca de residuos nos alimentos de origem
animal, inclusive acima do LMR.*

Os benzimidazodis sdo medicamentos veterindrios com acao
anti-helmintica por meio da inibicdo da formagdo de microtibulos
do parasito, importantes na formagdo do fuso mitdtico, motilidade
e secrecdo celular, absor¢éo de nutrientes e transporte celular.* A
estrutura dos benzimidazéis € caracterizada por um anel benzénico
condensado a um grupo imidazol (Quadro 1).

METODOS ANALITICOS PARA ANALISE DE RESIDUOS
DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS

Os baixos LMR estabelecidos pelos 6rgdos internacionais e de re-
gulagdo para medicamento veterindrio em produtos de origem animal,
o uso ilegal de algumas substancias e a complexidade das matrizes
requerem o desenvolvimento de metodologias analiticas sensiveis,
seletivas e robustas. Varios métodos tém sido utilizados no monito-
ramento de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de
origem animal. Estes métodos podem ser divididos em dois grandes
grupos: métodos bioldgicos de triagem e métodos cromatograficos.

Meétodos biolégicos de triagem
Meétodos biolégicos de triagem tém sido largamente utilizados

na investiga¢do da presen¢a de residuos de medicamentos veteri-
ndrios em vdrias matrizes, principalmente devido a simplicidade
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na execugdo, rapidez e, geralmente, baixo custo.* Estes métodos
qualitativos ou semiquantitativos séio baseados, principalmente, em
técnicas imunoldgicas e microbioldgicas. Entre as técnicas imunol6-
gicas, as mais comuns sdo o ELISA (do inglés enzyme-linked immuno
sorbent assay), o radioimunoensaio (RIA) e biosensores. No ELISA,
a atividade enzimatica resultante da reaciio enzima-anticorpo-antigeno
causa uma variagdo de cor que pode ser medida por técnicas colorimé-
tricas.* O RIA permite a medida da radioatividade de um complexo
imunolégico usando um contador. Na técnica com biosensores, em
expansao na drea de alimentos nos dltimos anos, o analito entra em
contato com um anticorpo e o sinal bioquimico € convertido num
sinal elétrico.” As técnicas microbioldgicas baseiam-se na inibi¢ao
do crescimento de microrganismos no meio onde pode estar presente
o antibidtico ou antimicrobiano.* Estas andlises sao feitas normal-
mente com kits comerciais, tais como o SNAP® Tetracycline e
Ridascreen® chloramphenicol para ensaios imunoldgicos por ELISA*
e 0 FAST® (Antimicrobial Screening Test) and Premi®Test para testes
microbiolégicos.*

Os métodos de triagem devem ser capazes de detectar um analito
ou uma classe de substancias no nivel de interesse (> LMR), porém
alguns sdo pouco seletivos**® e podem fornecer resultados falso-
-positivos, sendo necessdria a confirmagio de amostras positivas por
métodos cromatograficos,*-° que serdo discutidas a seguir.

Métodos cromatograficos confirmatoérios e multirresiduos

A andlise de medicamentos veterindrios tem sido feita principal-
mente por cromatografia liquida de alta eficiéncia (High Performance
Liquid Chromatography - HPLC) utilizando detector ultravioleta/
visivel (UV/Vis) ou fluorescéncia (FL), e mais recentemente, aco-
plado a espectrometria de massas (MS ou MS/MS). A espectrometria
de massas possibilita identificar e quantificar qualquer componente
ionizavel, elucidar estrutura e determinar sua massa molar.”' A cro-
matografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS
ou LC-MS/MS) € a técnica analitica mais utilizada para deteccio e
quantificac@o de residuos, devido a sua alta sensibilidade e seletivi-
dade,” apresentando limite de quantifica¢do (LOQ) na ordem de ng/
mL (ou pg/kg) para a maioria dos compostos (Tabela 1).

A grande variedade de medicamentos veterindrios utilizada na
produgdo animal pode levar a presenca de vérios residuos nas matrizes
de alimentos para consumo humano. Desta maneira, o desenvolvimen-
to de métodos multirresiduos para andlise de residuos em alimentos
tem se tornado cada vez mais importante. O preparo de amostra pode
ser a etapa mais laboriosa de um método multirresiduo, e diferentes
estratégias tém sido utilizadas para extrair os residuos e realizar o
clean-up da amostra.>> As técnicas mais empregadas para matrizes
de origem animal s@o a extragdo liquido-liquido (ELL),? extracdo
em fase sélida (EFS),” extra¢do em fase sélida dispersiva (EFS-
dispersivo),'® dispersdo de matriz em fase sélida (DMFS),*! extracdo
liquido-liquido com purifica¢do em baixa temperatura (ELL-PBT),>*%
extracdo liquido-liquido com rdpida particdo a baixa temperatura
(ELL-RPBT),**” ¢ 0 método QUEChERS (do inglés Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe).>®

A Tabela 1 mostra alguns trabalhos publicados nos tiltimos anos na
analise de residuos de medicamentos veterindrios em amostras de leite,
ovos e outras matrizes. Observa-se que a ELL € o método de extragdo
mais empregado, principalmente utilizando acetonitrila como solvente,
seguido ou ndo pela etapa de clean-up utilizando EFS, principalmente
com coluna Oasis HLB e C18. A ELL-PBT, utilizada por alguns auto-
res, foi desenvolvida principalmente para simplificar a etapa de clean
up de matrizes gordurosas e permitir a quantificacdo multirresiduos por
cromatografia.* Nesse método, a amostra liquida ou sdlida é misturada
aacetonitrila e, ap6s agitacao, levada ao freezer por um periodo minimo
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de seis horas. Nesta etapa, a fase aquosa juntamente com a amostra €
separada do solvente e os analitos extraidos sdo filtrados com sulfato
de sddio anidro e o extrato diretamente injetado no cromatégrafo.> A
técnica ELL-PBT apresenta como vantagem a simplicidade e eficiéncia,
além do menor consumo de solventes, a auséncia de outras etapas de
clean up e a reducdo ou eliminag@o de etapas de evaporagdo e troca
de solventes. Na ELL-RPBT, o nitrogénio liquido € utilizado para o
congelamento da fase dgua/acetonitrila, tornando o processo mais
rapido.**"’ Trabalhos mais recentes tém usado o método QUEChERS
e suas modificagdes para extragio de antibidticos e clean-up em ma-
trizes de origem animal.'*380 No método original, a acetonitrila é
utilizada para extragdo dos analitos e precipita¢do das protefnas, com
remocao da dgua e separacio de fases por salting out com sulfato de
magnésio e cloreto de sédio. Posteriormente o extrato ¢ submetido a
etapa de clean up por EFS-dispersiva usando PSA (amina primdria
e secunddria) e analisado diretamente por cromatografia gasosa ou
liquida com detectores de massa.* Na andlise de matrizes de origem
animal tem sido adicionado dcido acético e Na,EDTA a acetonitrila
e substituido o cloreto de sddio por acetato de sédio. Apés a etapa de
centrifugagdo, os extratos séio diluidos com metanol acidificado com
dcido férmico para andlise direta por LC-MS/MS'*$ ou submetidos
a etapa de clean-up utilizando sorventes NH, ou PSA.®' ou MgSO, e
C18 antes da andlise.®

Valores de limite de decisdo (CCo) e capacidade de deteccdo
(CCP) também sio reportados em alguns estudos (Tabela 1). Estes
valores sdo requeridos pelas agéncias reguladoras com o objetivo de
medir o desempenho analitico (incerteza da medicéo) de um método
num dado LMR a um determinado nivel de confianc¢a.”> CCo. € de-
finido como o menor nivel de concentragcdo no qual o método pode
discriminar com uma certeza estatistica de 95% a presenca de um
composto que apresenta LMR. CC[ representa a menor quantidade da
substancia que pode ser detectada, identificada e/ou quantificada em
uma amostra com uma probabilidade de erro aceitdvel (f = 5%).%"
Em geral, o CCa e CCp, relacionados ao LMR, sdo maiores que o
LOD e LOQ, os quais estdo diretamente relacionados com a sensibi-
lidade do método analitico. As recuperagdes obtidas para a maioria
dos estudos mostrados na Tabela 1 estdo dentro dos valores aceitos
pelas agéncias nacionais e internacionais (50-120%).>

RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS EM
LEITE E OVOS

Programas de monitoramento de residuos de medicamentos
veterinarios no Brasil

De uma maneira geral, os principios ativos escolhidos para serem
monitorados nos programas governamentais do MAPA e da ANVISA
sdo aqueles que podem deixar residuos nos alimentos, podendo
constituir barreiras as exportacdes dos produtos de origem animal
e que possam representar risco potencial a saide humana quando
presentes no alimento.’

PNCRC/MAPA

O PNCRC para produtos de origem animal teve suas diretrizes
instituidas pela Instrugdo Normativa do MAPA (IN) n° 42 em 1999%
e o seu escopo criado para andlise de residuos e contaminantes qui-
micos e biolégicos em carne, leite, mel e pescado de forma a atender
a demanda nacional e internacional. Em marco de 2006, a Unido
Européia decidiu suspender a importacio de mel produzido no Brasil
sob a alegacdo de que o Pafs ndo teria equivaléncia com o bloco no
que se referia as diretivas para controle de residuos e qualidade do
produto.'® Porém, jd em 2005, 0 MAPA alterou seu escopo relativo a
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Tabela 1. Métodos de extragdo para determinagdo de drogas veterindrias em leite e ovos

Quim. Nova

. ) Matriz . L po LOD/ LOQ/ Recuperagao,
Medicamentos relevante Preparo da amostra Andlise CCal CCp (RSD), % Ref.
Avermectinas  Leite, ovos e ELL com MeOH — particdo com hexano ~ HPLC-FL NR/ 5/ 60-90 59

carne — derivatizagdo com metil-imidazol 2,1-119 2,9-138 (<17,4)
pe/ke e/ke
Cloranfenicol Leite, ovos e ELL com MeCN e NaCl — LC-MS 0,2-0,6 NR 83-109 60
tecido particdo em hexano ng/g/NR (<17)
Sulfonamidas, Leite ELL com é4cido tricloroacético e tampao LC-MS NR NR 70-106 61
tetraciclinas, e de Mcllvaine — pH 4,5 —
pirimetamina EFS (Oasis® HLB)
Sulfonamidas, Leite ELL com TCA e tampao de Mcllvaine — LC-MS 0,51-2,64/ 0,97-8,64/ 72-97 62
tetraciclinas, e ajuste de pH para 4,5 — NR ng/mL NR ng/mL (<11)
pirimetamina EFS (Oasis® HLB)
Avermectinas Leite ELL com MeCN e NaCl — HPLC-FL e 0,4-5,8/ 1,2-14,2/ 100-105 54
congelamento (-20 °C, 12 h) LC-MS/MS 10,4-25,7 11,0-38,3 (<8.,8)
ng/mL ng/mL 101-142
(<20)
Tonéforos poliéteres Ovos ELL com MeCN LC-MS/MS 0,04-1,6/ 0,14-5,3/ 78-168,1 63
, macrolideos e 0,87-230 1,74-263 pg/kg (<20)
lincosamidas ng/kg
Tetraciclinas Leite ELL com EDTA (0.1mol/L) HPLC-FL 5,1-34,7/ 50/ 68-110 64
em tampdo Mcllvaine pH 4.0 — 108-124 117-161 (<13)
EFS (Oasis® HLB) ue/kg ue/kg
Tetraciclinas e seus Leite ELL com dcido oxdlico (0.0lmol/L)em  LC-MS/MS 0.28-3.7 0.95-12.2 pg/L/ >88,6 53
4-epimeros MeCN — EFS (Oasis® HLB) ng/L/ LMR +26.2%
LMR + 13.5%
Anti-inflamatdrios Leite ELL com MeCN — re-extracio com LC-MS/MS NR/ NR/ 90-100 65
nao esteroidais MeCN, 4cido ascérbico e HC1 — 0,46-2,86 0,79-4,87 (<20)
pH=3 — EFS (Evolute™ ABN) ng/mL ng/mL
Aminoglicosideo Leite DMEFS utilizando silica tratada com LC-MS/MS 1-6 ng/mL 2-13 ng/mL 72-101 31
EDTA (<15)
Antibidticos Leite ELL com MeCN — filtragdo. LC-MS-Q-TOF  0,5-20 ng/mL/ 2-50 ng/mL / 42-154 66
NR NR (<33)
Antibidticos Leite ELL com MeCN — inje¢do do extrato LC-MS/MS 0,1-2,5 0,25-5 52-119,5 67
reconstituicdo com acetonitrila 50%. ng/mL/ ng/mL/ (<20)
NR NR
Multi-classes Leite ELL com MeCN LC-TOF 0,5-25 NR/ 3,0-809,0 50
ug/L/ 1,0-100 (<120)
0,2-159 pg/L ug/L
Avermectinas Leite ELL com MeCN e tampao Tris pH=8 —  LC-MS/MS 0,06-0,32/ 0,18-0,93/ 93-111(<22) 40
EFS (Varian Bond Elut®) 0,13-0,47 0,26-0,94
ng/L pg/L
Nitroimidazol ~ Leite, ovos e ELL com MeCN — EFS (Strata®-SDB)  LC-MS/MS 0,05-0,10/ 0,17-0,33/ 56-110 68
outros 0,05-0,10 pg/kg 0,08-0,15 (<26,8)
ugrkg
Cloranfenicol Leite e mel ELL com MeCN e cloférmio — EFS LC-MS/MS 0,52 1,85 ~100 (<8,41) 69
(copolimero estireno divinilbenzeno) ng/L/ ng/L/
NR NR
Multi-classes Leite ELL com acido acético, MeCN, UPLC-MS/MS 1,0-4,0 pg/kg/ 3,0-10,0 70-110 14
Na,EDTA, MgSO, e acetato de sédio NR ne/kg/ (<20,4)
NR
Multi-classes Leite e leite ELL com 4cido acético, MeCN, UPLC-Orbitrap- NR/ 0,2-25/ NR 70
em po Na,EDTA, MgSO, e acetato de sédio MS 6,1-213 9,3-226 (<20)
grkg ugrkg
Multi-classes Ovo, peixe e ELL com MeCN:H20 (6:4,v/v) — LC-ToF-MS NR NR/ 70-90 71
carne EFS (StrataX®) 1,9-2119 (8-15)
ugrkg
Multi-classes Leite ELL com Na,EDTA e MeOH:MeCN (1:5) UPLC-MS/MS NR 0,5-10 63-141 72
— ELL do sobrenadante com ng/kg/ (<29)
etanol e MeCN
Anti-inflamatérios Leite ELL com MeCN e NaCl — particdo LC-MS/MS NR/ NR/ ~100 73
nao esteroidais e com n-hexano 0,33-61,4 0,36-72,8 pg/kg (<21,9)
corticdides ng/kg
Cloranfenicol Leite ELL com acetato de etila e Na,SO, — LC-MS/MS 0,08 0,10 >90 74
particdo com n-hexano pg/kg ng/kg (<15)
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Tabela 1. continuacdo
Medicamentos ré\l/g\l/t;lzte Preparo da amostra Andlise Ié%l()x/ LCOC%/ RZCQUSIET%;O’ Ref.
Benzimidazéis, Leite e mus- ELL com MeCN, EDTA ¢ UPLC-Orbitrap- NR/ NR/ 70-130 75
avermectinas e culo acido ascorbico HRMS* e MS- 1,0-112%* 1,1-148* e 1,2- (<50)
fenilbutazona MS** el,1-113** 147%*
ngrke ugrkg
Quinolonas Ovos Extracdo liquida pressurizada. HPLC-FL NR NR 60-100 76
(17-30)
Estreptomicina/ Leite ELL com 4cido tricloroacético (2x) — LC-MS NR a) 109 e 31 a)69,3e56,5 77
diidroestrepto- a) EFS (DSC®-WCX) b)139¢e¢ 14,0 1b)855e723
micina b) EFS por HILIC (Oasis® WCX) ng/kg/ (<13)
NR
Sulfonamidas Leite Diluigdo — extragdo com barra sorptiva HPLC- 1,29-7,9/ NR 4,29-26,3/ NR 54-126 78
(polimero monolitico) — elui¢do com DAD ng/mL ng/mL (<13)
MeCN
Lincomicinae Musculo, leite Leite: ELL com tampao fosfato, NaOHe  LC-MS/MS 0,6-1,5/ 2-5/ 90-101 ¢ 79
narasina e ovos MeCN — congelamento (-20°C, 30 min) NR NR 85-95
Ovo: ELL com MeCN — congelamento ng/g ng/g (<14)
(-20°C, 30min)
Cloranfenicol, Leite ELL com MeCN, Na,SO4 e NaCl - EFS  LC-MS/MS 0,01-4,8 ug/kg /' 0,03-14,5 pg/kg / 71-107 80
enrofloxacina e 29 (C18). NR NR (13,7)
pesticidas
Quinolonas, sulfon- Ovos, carne e  ELL com MeCN e Na2S0O4 — filtracdo LC-MS NR NR 56-104 (<15) 81
amidas, leite — Lavagem com MeCN e dcido acético
Anti-helminticos — EFS (Bond Elut SCX®)
Benzimidazol Leite QuEChERS — EFS-dispersivo com C18 UPLC-MS/MS 2,7 ug/kg / NR/ 81-116 82
NR Sug/kg (<35)
Tetraciclinas, Leite ELL com TCA em MeOH e tampdao de =~ HPLC-DAD 20 60 83-112 83
sulfonamidas e Mcllvaine pH 4 — EFS (OASIS HLB). ng/mL ng/mL (<12)
cloranfenicol
Nitroimidazdis e  Ovo, carne e ELL com MeCN — EFS (SiOH) LC-MS/MS NR/ NR/ 88-98 84
seus metabdlitos peixe 0,13-1,0 0,20-0,60 (<15)
ng/kg ngrkg
Cloranfenicol Leite em p6 ELL com 4cido tricloroacético » H,O - LC-MS/MS NR /0,02 ug’kg  NR /0,03 pg/kg ~100 85
pH 5 — a) EFS (Oasis® HLB) (<20)
b) ELL
Tetraciclina, Leite ELL com Mcllvane/EDTA — EFS (C18) HPLC-UV NR NR 71,5-91,5 86
oxitetraciclina e (<7)
4-epitetraciclina
Cloranfenicol Leite, ovos e  Diluigdo com H20 — ELL com MeCN LC-MS/MS NR/ NR/ NR 87
outros — parti¢do com cloroférmio 0,002-0,035 0,04-0,057 (<25)
ng/kg ngrkg
Antibidticos, Leite ELL com MeCN — EFS (Strata™-X) LC-MS/MS NR/ NR/ 71-110 48
coccidiostaticos e 0,1-18,7 0,2-31,8 (<22)
corticosterdides ng/mL ng/mL
Multi-classes Ovos ELL com MeCN, acido citrico e UPLC-MS/MS NR/ 0,1-5,0/ 57,1-120 88
Na,EDTA — 2,1-220,8 4,1-241,6 (<25,1)
EFS (Oasis® HLB) ug/kg ug/kg
Cloranfenicol e  Leite e carne ELL com solug¢@o de dcido férmico, LC-MS/MS 0,066-1,65/ 0,22-5,4/ 89-107 18
florfenicol sulfato de sddio e acetato de etila — 0,13-12,8 0,21-18,3 (4-15)
EFS-dispersivo (C18) ug/kg pg/kg
B-lactamicos Leite ELL com MeCN e NaCl LC-MS/MS 0,4-10/ 1-25/ 41,9-81,3 22
4,7-120 5,7-148 (<14)
ng/mL ng/mL

ELL = Extragdo liquido-liqudo; EFS = Extra¢do em fase sélida; MeOH = metanol; MeCN = acetonitrila; Tampao de Mcllvaine € composto de dcido citrico
monohidratado, fosfato de sédio dibdsico e Na,EDTA em dgua. Tris = tris-hidroximetilaminometano, NR = Nio reportado; LMR = Limite mdximo de residuo;
LOD = limite de detec¢do; LOQ = limite de quantificagdo; RSD = desvio padrao relativo.

medicamentos veterindrios para atender as exigéncias da Comunidade
Européia, que sugeriu que o Brasil aperfei¢oasse o programa de re-
siduos em mel, criasse um plano de residuo em ovos, adicionasse os
residuos exigidos pela legislagdo européia e realizasse a confirmagio
dos dados qualitativos obtidos com métodos de triagem, entre outras
solicitagdes.'”" O escopo analitico do programa foi readequado ao
longo dos anos de acordo com o aumento da capacidade analitica

dos laboratérios do MAPA.'? A Tabela 2 mostra os LMR dos medi-
camentos analisados atualmente no PNCRC e PAM Vet.

As amostras monitoradas pelo PNCRC sao coletadas de acordo
com o plano de amostragem recomendado pelo comité do Codex
Alimentarius, e o MAPA publica anualmente no Didrio Oficial
da Unido o nimero de amostras previstas para serem analisadas
no programa.'!% As amostras sdo coletadas por fiscais federais
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Tabela 2. Limite Médximo de Residuos (LMR) e escopo atual do PNCRC e PAM Vet para drogas veterindrias em leite e ovos
. s LMR, Programa
Medicamentos veterindrios pg/L ou pg/kg
Leite Ovos PNCRC* PAM Vet®

Antibié6ticos/antimicrobianos

[-lactamicos Ceftiofur 100 - X X
Cefapirina 60 - - X
Cefazolina 50 - - X
Cefaperazona 50 - - X
Cloxacilina 30 - X -
Dicloxacilina 30 - X X
Neomicina 500 - - X
Ampicilina 4 - X X
Amoxicilina 4 - X X
Oxacilina 30 - X X
Penicilina G 4 - X X
Penicilina V 4 - X -

Tetraciclinas Tetraciclina 100 - X X
Oxitetraciclina 100 - X X
Clortetraciclina 100 - X X
Doxiciclina 100 - X

Macrolideo Eritromicina 40 - X

Aminoglicosideo Diidroestreptomicina/ Estreptomicina 200 - - X

Anfenicois Cloranfenicol 0,3 0,3 X -
Florfenicol - - - X
Tianfenicol 50 - - X

Sulfonamidas Sulfatiazol 100 10 X X
Sulfametazina 100 10 X X
Sulfadimetoxina 100 10 X -
Sulfaclorpiridazina 100 - X -
Sulfadiazina 100 10 X
Sulfadoxina 100 - X -
Sulfamerazina 100 - X -
Sulfametoxazol 100 10 X X
Sulfaquinoxalina 100 10 X -

Nitrofuranos Nitrofurazona (SEM) - 1 X -
Furazolidona (AOZ) - 1 X -
Furaltadona (AMOZ) - 1 X -
Nitrofurantoina (AHD) - 1 X -

Quinolona/ fluoroquinolona Flumequina 50 - X -
Ciprofloxacina 100 - X -
Enrofloxacina 100 - X -

Anticoccidiano Lasalocida - 10 X -

Antiparasitarios

Avermectinas Abamectina 5/10%* - X X
Doramectina 15 - X X
Eprinomectina 20 - X -
Ivermectina 10 - X X
Moxidecitina 10 - X -

Benzimidazol Albendazol 100 - X -

a. MAPA, 2012'%; b. ANVISA, 20097; * PAM Vet = 5 ug/L ou pug/kg e PNCRC = 10 pg/L ou pg/kg.

agropecudrios em estabelecimentos sob Servico de Inspecao Federal
(SIF), identificadas, embaladas, congeladas e levadas para os labo-
ratdrios oficiais e os credenciados pelo MAPA e acreditados pelo
INMETRO (ABNT ISO/IEC 17025:2005) para andlise.'”'% Para
produtos cdrneos € realizada a triagem utilizando kits para teste
microbiolégico e as amostras “reagente positiva” sdo submetidas a

andlises confirmatdrias por LC-MS/MS utilizando métodos validados
de acordo com as orientagdes da Unido Europeia.”® Quando nao ha
kits disponiveis, as andlises sdo realizadas por método de triagem uti-
lizando LC-MS/MS."” Nao h4 informacao especifica para os métodos
utilizados para andlise de leite e ovos, mas € provdvel que a rotina
analitica seja similar a utilizada para produtos carneos.
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A Tabela 3 mostra os dados do PNCRC referentes as analises de
leite e ovos no periodo 2006-2012, com o nimero de andlises reali-
zadas para cada analito e o nimero de amostras ndo conforme.'%112 A
ndo conformidade pode estar relacionada a presenca de residuos acima
do LMR ou de residuos de uma substancia proibida. O niimero total
de amostras coletadas em cada ano ndo esta disponivel, bem como
o nimero de amostras contendo residuos abaixo do LMR. Dentre os
analitos monitorados, foram encontrados residuos de avermectinas
em leite acima do LMR em 12 amostras no periodo de 2006 a 2008,
8 amostras contendo ivermectina e 4 amostras com doramectina.
A confirmag@o da presenca desses residuos em leite indica que,
mesmo nao recomendado, esses medicamentos sao usados em vacas
no periodo de lactagdo. Em 2012, uma amostra de leite continha
oxitetraciclina acima do LMR.

No periodo de 2006-2009, somente cloranfenicol e nitrofu-
ranos (metabdlitos) foram analisados em amostras de ovos, com
sulfonamidas e outros medicamentos sendo incluidos no Programa
a partir de 2010. Nenhuma amostra de ovo analisada entre 2006 e
2012 apresentou residuos dos analitos pesquisados. Atualmente, 114
produtos comerciais registrados (18%) possuem os principios ativos
monitorados autorizados para aves. Os produtos contém tetraciclinas
(clortetraciclina, oxitetraciclina, doxiciclina), sulfonamidas (sulfatia-
zol, sulfametazina, sulfadimetoxina, sulfaclorpiridazina, sulfadiazina,
sulfametoxazol e sulfaquinoxalina), B-lactamicos (penicilina, amoxi-
cilina, ampicilina e ceftiofur), quinolona (ciprofloxacina), macrolideo
(eritromicina) e aminoglicosideo (estreptomicina).* Porém, destes,
somente as sulfonamidas comecaram a ser analisadas/monitoradas
em ovos pelo PNCRC a partir de 2010.
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Substancias proibidas como cloranfenicol e nitrofuranos nao fo-
ram encontrados nas amostras de leite e ovos analisadas no PNCRC.
Porém, residuos dos metabdlitos de nitrofuranos (nitrofurazona, fural-
tadona, nitrofurazona e furazolidona) foram encontrados em amostras
de musculo de aves coletadas entre 2007 a 2011, todos acima de 1,0
ug/kg (limite minimo de performance requerida, estabelecido para
substancias sem LMR), indicando o uso ilegal desses medicamentos
em aves no Brasil.!%-110

PAMVet/ANVISA

O programa PAM Vet foi criado pela ANVISA em 2002 com o
objetivo de complementar as agdes do MAPA e analisar o alimento
pronto para consumo adquirido no comércio.” O leite foi escolhido
como o primeiro alimento a ser monitorado no ambito do programa,
principalmente devido ao seu alto consumo pela popula¢do brasileira,
principalmente criangas.'> No PAMVet, as amostras sdo coletadas
em pontos de venda pelas Vigilancias Sanitdrias Estaduais (VISAs)
e enviadas na embalagem original para os laboratérios credenciados
para andlise. A amostragem segue também o plano de amostragem do
comité Codex Alimentarius. A Tabela 4 mostra os métodos de triagem
e confirmacao utilizados no programa. As andlises de estreptomicina
e neomicina sdo realizadas com Kkits especificos, sem confirmagdo
posterior por cromatografia. As sulfonamidas e avermectinas siao
analisadas diretamente por HPLC-FL.

Nos dois primeiros anos do PAM Vet (2002/2003) foram coletadas
750 amostras de leite, 87% delas de leite longa vida (UHT) e 13%
de leite em pd.'"* Neste periodo, tetraciclinas e -lactimicos foram

Tabela 3. Resultado das amostras de leite e ovos analisadas pelo PNCRC/MAPA no periodo de 2006 a 2012

Total de andlises Compostos ou classes analisadas >LMR,

Ano concluidas (andlises concluidas) Ne

Leite

2006 289 antibidticos (99)*, sulfonamidas (65) e avermectinas (125), Ivermectina, 2

Doramectina, 4

2007 269 tetraciclinas (116), sulfonamidas (67) e avermectinas (86) Ivermectina, 1

2008 250 tetraciclinas (80), sulfonamidas (56) e avermectinas (114) Ivermectina, 5

2009 421 tetraciclinas (159), cloranfenicol (60), sulfonamidas (61), avermectinas (74), albendazol (67) Nio detectado

2010 437 tetraciclinas (154), cloranfenicol (60), sulfonamidas (76), avermectinas (71) e albendazol (76) Nio detectado

2011 384 antimicrobianos (73)", cloranfenicol (83), avermectinas (152) e albendazol (76) Nio detectado

2012 348 antimicrobianos (75)¢, cloranfenicol e florfenicol (72), avermectinas (151), trimetoprim e Oxitetraciclina, 1
albendazol (50)

Total 2398 antibiéticos?® (99), sulfonamidas (325), avermectinas (773), tetraciclinas (509), cloranfenicol Avermectinas, 12
(275), florfenicol (72), albendazol (269), antimicrobiano (148) ¢, trimetoprim (50) Oxitetraciclina,

Ovos

2006 189 cloranfenicol (76) e nitrofuranos?® (113) Nao detectado

2007 172 cloranfenicol (68) e nitrofuranos? (104) Nio detectado

2008 170 cloranfenicol (79) e nitrofuranos? (91) Nao detectado

2009 175 cloranfenicol (75) e nitrofuranos?® (100) Nao detectado

2010 237 cloranfenicol (76), sulfonamidas (60) e Nio detectado
nitrofuranos? (101)

2011 311 cloranfenicol (75), sulfonamidas (75), lasalocida (31), enrofloxacina e ciprofloxacina (30) e Nao detectado
nitrofuranos? (100)

2012 277 anticoccidianos (103), nitrofuranos® (30), cloranfenicol (36), sulfonamidas (75), enrofloxacina Nio detectado
e ciprofloxacina (33)

Total 1531 cloranfenicol (485), nitrofuranos! (639), sulfonamidas (210), anticoccidianos (103), lasalocida Naio detectado

(31), enrofloxcina e ciprofloxacina (63)

a. penicilina, estreptomicina, tetraciclina, eritromicina, neomicina, oxitetraciclina, clortetraciclina e cloranfenicol; b. ceftiofur, cloxaciclina, penicilina V, sulfa-
diazina, sulfaclorpiridazina, dcido nalidixico, clortetraciclina, flumequina, sulfadozina, sulfamerazina, sulfatiazol, sulfadimetoxina, penicilina G, dcido oxolinico,
tetraciclina, oxitetraciclina, sulfametazina, sulfametoxazol, sulfaquinoxalina, doxiciclina, enrofloxacina, ciprofloxacina, sarafloxacina, difloxacino e oxaciclina;
c. amoxicilina, dicloxacilina, ceftiofur, sulfametoxazol, sulfadiazina, sulfaquinoxalina, sulfatiazol, sulfametazina, sulfadimetoxina, sulfaclorpiridazina, acido
oxolinico, penicilina G, cloxacilina, difloxacino, sulfamerazina, sulfadoxina, flumequina, acido nalidixico, sarafloxacina, ciprofloxacina, enrofloxacina, ampi-
cilina, penicilina v, doxiciclina, clortetraciclina, tetraciclina e oxitetraciclina oxacilina; d. metabdlitos; e. nimero de amostras nao-conforme.
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Tabela 4. Métodos de triagem e confirmagao utilizados pelo PAM Vet
(ANVISA, 2006)

Triagem Confirmagao
B-lactamicos ~ SNAP® Betalactamicos LC-MS
Penicilinas LOD: 4 pg/L LOD = 3-25 ug/L

Benzilpenicilina
Amoxicilina

Dicloxacina
Cloxacilina
Cefalosporinas
Ceftiofur
Cefapirina
Tetraciclinas SNAP® Tetraciclinas HPLC-UV/Vis
LOD: 4 pg/L LOD =4 ng/L
Anfenicdis Ridascreen® chloramphenicol LC-MS: LOD e LOQ, pg/L
Cloranfenicol LOD: 37,5%; 50%* ug/L 0,3¢0,8
Tianfenicol LOQ=50%; 150%* ug/L 0,1e¢0,8
Florfenicol
Estreptomicina Ridascreen® streptomcina Nao realizada
LOD: 20 pg/L
Neomicina Ridascreen® Neomicina Nio realizada
LOD: 60 pg/L
Sulfonamidas HPLC-FL:LODeLOQ, ug/L
Sulfatiazol Nio realizada 0,08%;0,37**¢0,10%;0,33%*
Sulfametazina 1 0,12%;0,48%% ¢ 0,24%; 1 24%*
Sulfadimetoxina 0,30%; 1,1** ¢ 0,36%; 1,6%*
Avermectinas HPLC-FL
Abamectina - . LOD: 0,6 pg/L
Doramectina Nao realizada LOQ: 1,0 pg/L
Ivermectina

LOD-= limite de detecgdo; LOQ= limite de quantificacio; * leite em pd; **
leite UHT. Adaptado de ANVISA, 2009.

analisadas por métodos de triagem e confirmacio, além de avermec-
tinas por HPLC-FL (312 amostras em 2003). No total, 15 amostras
foram confirmadas para tetraciclinas, e 8 das 722 amostras analisadas
para B-lactimicos foram positivas na triagem, mas o resultado nao
foi confirmado por HPLC-UV/Vis. No total, 150 amostras continham
residuos de avermectinas (abamectina, doramectina e/ou ivermectina),
representando 48% das 312 amostras analisadas para avermectinas.
A ivermectina foi o residuo mais encontrado (123 amostras), todas
com residuos abaixo do LMR (10 pg/L, Tabela 2). Abametina ou
doramectina foram encontradas em 23 amostras, sendo consideradas
insatisfatérias devido a auséncia de LMR estabelecido na época.
Em 19 amostras, houve a deteccdo simultdnea de abamectina e
ivermectina. Esses resultados confirmam o uso de avermectinas em
animais em lactacao.

Em 2004 foram analisadas 312 amostras, sendo 281 de leite UHT
e 31 de leite em pd."* Testes de triagem mostraram 3 amostras de
leite em pé positivas para B-lactdmicos, e 21 amostras positivas para
tetraciclinas, sendo seis amostras de leite UHT (2,1%) e 15 amostras
de leite em po (48,4%). Das 306 amostras avaliadas para anfenicdis,
22 (7,2%) foram positivas, sendo 13 (5%) de leite UHT e nove
(28%) de leite em pd. Das 230 amostras analisadas para neomicina,
36 foram positivas na triagem (16%). Nenhum dos resultados ante-
riores foi confirmado por métodos cromatograficos. No total, 308
amostras foram analisadas para dihidroestreptomicina/estreptomicina,
mas o nimero de amostras positivas ndo foi reportado no relatério.
Residuos de abamectina foram encontrados em 25 amostras de leite
UHT (8,9%) e em 9 amostras de leite em pé (29%), doramectina
em 2 amostras em leite UHT e ivermectina em 150 amostras de
leite UHT (51,7%) e 19 amostras de leite em p6 (61,3%). Nos anos
2005 e 2008 ndo foram coletadas amostras devido a reestruturacdes
internas do programa.

Quim. Nova

Os resultados individuais do PAM Vet referentes aos periodos de
2006/2007 e 2009/2010 foram disponibilizados para este estudo pela
Coordenacdo do Programa. A ANVISA também disponibilizou no
seu site o relatério do programa relativo ao periodo 2006/2007.” No
periodo 2006/2007 foram analisadas 615 amostras (77,2% UHT e
22,8% em po) e 711 amostras (50,3% leite UHT, 27,8% leite em po
e 21,8% leite pasteurizado) foram analisadas em 2009/2010.

A Figura 1 mostra os resultados obtidos em 2006/2007 e
2009/2010. De uma maneira geral, o percentual de amostras positivas
foi maior para leite em po, resultado esperado ja que os residuos nestes
produtos se encontram concentrados. Como nos anos anteriores, as
avermectinas foram os medicamentos mais detectados nas amostras de
leite, com percentuais menores de amostras positivas em 2009/2010
(Figura 1). Cerca de 17% das 155 amostras de leite pasteurizado
analisadas em 2009/2010 foram positivas (Figura 1). Ivermectina foi
o residuo mais encontrado nas amostras, correspondendo, em média
a 82% dos residuos de avermectinas encontradas nas amostras nos
dois periodos. Residuos de doramectina corresponderam a cerca de
10% dos residuos do grupo.
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Figura 1. Percentual de amostras de leite positivas para drogas veterindrias
analisadas pelo PAM Vet em 2006/2007 e 2009/2010. * resultado confirmado;
** triagem

Em 2009/2010, somente uma amostra de leite (em pd) analisada
continha residuos de sulfonamidas, um resultado bem inferior ao
encontrado no periodo anterior (41,2% das 119 amostras de leite em
p6 analisadas) (Figura 1). Um percentual maior de amostras positi-
vas para a estreptomicina foi encontrado nesse periodo (~20% das
amostras de leite em pé e pasteurizado) comparado com o anterior
utilizando teste de triagem especifico para este medicamento (ver
Tabela 4). Duas amostras de leite em p6 e 3 de leite UHT continham
residuos de estreptomicina acima do LMR (200 pg/L). Neomicina,
[-lactamicos e anfenicdis foram positivas em menos de 5% das amos-
tras analisadas. Residuos de anfenicéis abaixo do LOQ do método
foram confirmados em 2006/2007 (3 amostras de leite UHT contendo
cloranfenicol e 2 de leite em pé contendo florfenicol). Cerca de 10%
das 139 amostras de leite em p6 analisadas em 2006/2007 continham
residuos de tetraciclinas (10 de clortetraciclina, 4 de tetraciclina e 1
de oxitetraciclina), mas nenhuma amostra analisada em 2009/2010
foi positiva para este grupo no teste de triagem (Figura 1).

Estudos publicados na literatura

Brasil

No Brasil, vdrios trabalhos reportam a presenca de residuos de
medicamentos em leite, a maioria utilizando métodos de triagem, sem
dados de confirmagéo e quantificagdo.*®!'>!"” Numa ampla revisdo
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sobre o tema publicada recentemente,*® 27 dos 35 trabalhos avaliados
que investigaram a presenca de antimicrobianos em leite no pais nao
reportaram nenhuma amostra com residuos acima do LMR e 7 estudos
apresentaram resultados ndo conforme, inclusive pela presenga de
anfenicdis. Dentre os 10 trabalhos que reportaram dados de residuos
de antiparasitarios (avermectinas e albendazol), cinco apresentaram
resultados de amostras contendo residuos acima do LMR.

Outros estudos conduzidos no Brasil, ndo citados nesta revisao,
confirmam estes achados. Em Sao Paulo, amostras de leite obtidas
em supermercado e analisadas por HPLC-MS/MS (extragdo ELL)
apresentaram residuos de cloranfenicol (4,73 ng/kg) em uma das 4
amostras de leite integral analisadas e em duas (5,9 e 6,10 ng/kg)
das 3 amostras de leite em p6 analisadas.”” Em estudo conduzido no
Rio Grande do Sul, residuos de doramectina abaixo do LOQ (1,2 ng/
mL) foram encontradas em uma das 22 amostras de leite extraidas
utilizando ELL-PBT e anélise por HPLC-FL e LC-MS/MS.**

Poucos estudos conduzidos no pais relatam a incidéncia de medi-
camentos veterindrios em ovos. A presenga de residuos de antibidticos
ionéforos poliéteres, macrolideos e lincosamida foi avaliada em
amostras de ovo obtidas no comércio do Rio de Janeiro, extraidas com
acetonitrila e analisadas por LC-MS/MS.® O niimero de amostras néo
foi reportado, porém os residuos encontrados estavam abaixo do LOQ
do método (14-15.3 pg/L). Em outro estudo, 0 mesmo grupo anali-
sou 100 amostras de ovos, encontrando 30% das amostras contendo
pelo menos um residuo, sendo 25% contendo residuos de iondforos
poliéteres, principalmente salinomicina (21 amostras; 0,05 — 53 pg/
kg).!"* No ambito do PNCRC em 2005/2006, foi avaliada a presenga
de residuos de cloranfenicol e florafenicol, medicamentos proibidos
no Brasil, em 60 amostras de ovos. Nenhuma amostra apresentou
residuos acima do LOQ (0,1 ng/g)."”

Outros paises

A literatura de residuos de medicamentos veterindrios em leite
e ovos no ambito internacional € extensa e alguns estudos sdo re-
portados nesta revisdo. Na Suica, foram analisadas 150 amostras de
leite e foram encontradas 4 (2,7%) amostras contendo tetraciclina,
sulfaquinoxalina, cefalexina e penicilina G, esta dltima no nivel de
30 ug/L, acima do LMR.* Na Crodcia foram reportados os resultados
de andlise de residuos de antibiéticos em 1259 amostras de leite cru
coletadas no perfodo de 2008 a 2010.'* Teste microbioldgico detec-
tou 36 amostras positivas, mas somente uma foi confirmada. Teste
de imunoensaio mostrou uma amostra positiva para tetraciclinas,
resultado confirmado por HPLC-DAD (1671 pg/L).

Dez amostras de leite foram analisadas na Espanha utilizando
QuEChERS, sem a etapa de clean up dispersivo, sendo encontrados
tracos de tilosina e fembendazol (<LOQ 3 pg/kg) em 2 amostras.'
Também na Espanha, foram analisadas 100 amostras de leite cru de
fazenda e 15 amostras de leite do comércio utilizando ELL com ace-
tonitrila e clean up com cartucho Strata™-X.* Apenas uma amostra
apresentou resultado positivo, para decoquinato, um coccidioestatico,
na concentragdo de 1 ng/mL. Residuos de lincomicina foram encon-
trados em 16 das 17 amostras de leite analisadas por UPLC-MS/
MS em Taiwan, todas com residuos abaixo do LMR (150 ng/mL).*’

Na Espanha, das 11 amostras de ovos analisadas por LC-MS/
MS, 4 amostras apresentaram residuos de eritromicina, enrofloxa-
cina, tiabendazol, emamectina febendenzol e/ou difloxacina.®® Uma
das amostras continha eritromicina acima do LMR (433 ug/kg). Na
Coréia, 66 amostras de leite e 66 de ovos foram analisadas por LC-
MS/MS, sendo encontrada uma amostra de ovo contendo lincomicina
(25 ng/g), abaixo do LMR.”™

Em 2007, o programa de monitoramento francés analisou 10 an-
ticoccidianos em 100 amostras de ovos por LC-MS/MS, encontrando
20 amostras com um ou mais residuos abaixo do LMR e 29 amostras
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ndo conformes, sendo 18 por conterem nicarbazina, 7 por conterem
diclazuril e 7 por conterem robenidina, medicamentos ndo permitidos
em aves poedeiras.'?! Na Itélia, 2 das 27 amostras de ovos analisadas
continham oxitetraciclina (35 e 62 pg/kg), ambas abaixo do LMR.!'?
Das 30 amostras adquiridas no comércio chinés e analisadas quanto a
presenca de tetraciclinas por HPLC-UYV, 5 foram positivas.'*® Ainda
na China, foram encontrados florfenicol e florfenicol amina nas
concentracdes de 19 e 36 ug/kg, respectivamente, em apenas uma
amostra das 50 amostras analisadas por HPLC-FL.'>*

Alguns estudos avaliaram os niveis de residuos de antimicrobia-
nos e antibidticos em ovos apds administra¢do oral dos medicamen-
tos em galinhas. Em um estudo, administrou-se enrofloxacina em
galinhas por 4 dias (10 mg/kg pc/dia) e seus ovos foram recolhidos
durante 15 dias para andlise.'” A concentragdo maxima de enroflo-
xacina foi observada 2 dias apds o término do tratamento (~3000
ng/g), seguido de um rdpido declinio. Ovos de galinhas tratadas
com tilosina e doxiciclina (75 e 150 mg/kg pc dia, respectivamente)
continham 138 ug/kg de tilosina e 3800 pg/kg de doxicilina ao final
dos 5 dias de tratamento, e 16 e 147 pg/kg, respectivamente, 5 dias
apos seu termino.”

Ovos de aves tratadas com enrofloxacina por 3 dias (50 mg/kg
pc dia) continham 1400 ng/g do medicamento logo apds o término
do tratamento, niveis que cairam para ~3 ng/g apés 16 dias.'* O
metabdlito ciprofloxacina foi detectado até o oitavo dia apds o trata-
mento. Em outro estudo, ovos de aves tratadas com eritromicina por
5 dias consecutivos (1500 g/L eritromicina 20%), apresentaram 135
ng/g do composto um dia apds o termino da aplicagdo, caindo para
20 ng/g dois dias depois, niveis inferiores ao LMR dessa substancia
(150 ng/g).'”’

CONCLUSAO

Animais produtores de alimentos sdo frequentemente tratados
com medicamentos veterindrios em agdes profildticas, terapéuticas
e/ou como promotores de crescimento. O uso desses medicamentos,
porém, pode deixar residuos nos alimentos, como carne, ovos ¢ leite,
e a exposicdo humana pela dieta pode representar um risco a satde.
Com o objetivo de regular este uso, o Codex Alimentarius e agéncias
reguladoras nacionais ou regionais estabelecem limites maximos
de residuos (LMR) para cada medicamento com uso aprovado em
matrizes onde estes residuos sdo esperados. Testes de imunoensaio
ou microbioldgicos podem ser usados numa etapa de triagem para
determinacdo da presenca desses residuos nos alimentos, mas resultados
positivos devem ser confirmados por métodos cromatograficos. Varios
estudos publicados na literatura descrevem o procedimento analitico e
sua performance, principalmente para leite. Em geral, os residuos sao
extraidos com acetonitrila, purificados por EFS ou diretamente ana-
lisado por LC-MS/MS. Resultados dos programas de monitoramento
de residuos de medicamentos veterinarios da ANVISA e do MAPA
mostraram que as avermectinas, principalmente a ivermectina, foram os
principais compostos encontrados nas amostras de leite analisadas. O
uso destes produtos no gado no perfodo de lactagio ndo € recomendado,
mas estes resultados mostram que este uso € frequente.

Somente o programa de monitoramento do MAPA inclui anélise
de ovos e poucos estudos no Brasil analisam esta matriz. Estudos con-
duzidos em outros paises com aves tratadas oralmente mostraram que
residuos séo esperados em ovos, indicando a necessidade de incluir esta
matriz também no programa da ANVISA, que visa principalmente o
consumidor interno. Dados de monitoramento de residuos de medica-
mentos veterindrios sdo essenciais para avaliar a exposicdo humana a
estes compostos e o potencial risco para a saide do consumidor. Desta
maneira, € essencial que os programas governamentais sejam mantidos
e ampliados para viabilizar a condugao destes estudos.
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