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Resumo

TOALDO, lIsabela Maia. Desenvolvimento e validacdo de método
multirresiduo para determinacdo de residuos de antimicrobianos
em leite por CLAE-FL/DAD e CLAE-MSMS. 2011. 146p.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos Alimentos). Universidade
Federal de Santa Catarina. Florianopolis— SC.

Antimicrobianos sdo extensivamente empregados na medicina
veterinaria para prevencdo e tratamento de infecgdes em animais
produtores de alimentos. O uso disseminado desses f&rmacos na prética
leiteira acarreta a presenca de seus residuos no leite. Residuos de
antimicrobianos representam riscos a salide do consumidor, podendo
causar reagOes de hipersensibilidade e resisténcia microbiana. O
objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar método multirresiduo
para analise de residuos de sulfonamidas, fluorquinolonas e ceftiofur em
leite, empregando a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia
com detecgdo por fluorescéncia, arranjo de diodos e espectrometria de
massas. Diferentes etapas foram avaliadas quanto a extragdo dos
antimicrobianos em leite, sendo empregadas extragdes liquido-liquido e
em fase sdlida. O método quantitativo foi avaliado quanto aos critérios
de desempenho: seletividade, linearidade e faixa de trabalho,
sensibilidade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de
quantificac&o, limite de decisdo (CCu), capacidade de detecgdo (CCp) e
robustez, para validagdo analitica segundo a Diretiva 657/2002 da
Comunidade Européia. Adicionalmente, a identidade dos compostos foi
confirmada por cromatografia liquida com detecgdo por espectrometria
de massas, a partir de extragdo liquido-liquido em leite. De modo a
avaliar o desempenho dos métodos, diferentes amostras de leite obtidas
comercialmente foram analisadas pelos métodos quantitativo e
confirmatério. A extragdo liquido-liguido com &gua 10% &cido
tricloroacético demonstrou melhor resultado para extragdo dos residuos
em leite, em comparacdo a extracdo em fase sdlida. O gradiente de
eluicdo permitiu a separacdo cromatografica de onze antimicrobianos,
compreendo quatro fluorquinolonas (ciprofloxacino, norfloxacino,
danofloxacino e enrofloxacino), seis sulfonamidas (sulfatiazal,
sulfaclorpiridazina, sulfametoxazol, sulfamerazina, sulfadoxina e
sulfadimetoxina) e uma cefalosporina (ceftiofur). O método foi validado
em conformidade com a Legislacdo Européia com desempenho analitico
adequado. Os coeficientes de correlacdo (r’) foram superiores a 0,98
para todas as curvas, com recuperaces superiores a 98% para todos 0s



analitos e limites de deteccdo e quantificagdo abaixo dos valores de
limite méximo permitido para os compostos em leite. A repetibilidade e
a reprodutibilidade foram inferiores ou iguais a 7,40% e 10,13%,
respectivamente. Nas amostras de leite ndo houve deteccdo para os
antimicrobianos. Os métodos desenvolvidos representam alternativa
eficiente para andlise multirresiduo em leite, com aplicabilidade
confirmada pela andlise de amostras reais de |eite de diferentes origens.

Palavras-chave: Leite, antimicrobianos, multirresiduo, validagao,
CLAE-FL/DAD, CLAE-MS/MS.



Abstract

TOALDO, Isabela Maia. Development and validation of
multiresidue method for determination of antimicrobial residuesin
milk using LC-FD/DAD and LC-MSMS. 2011. 146p. Dissertation
(Master’s in Food Science). Federal University of Santa Catarina.
Florianépolis — SC.

Antimicrobials are extensively used in veterinary medicine for
prevention and treatment of infections in food-producing animals. The
widespread use of these drugs in dairy practice leads to the presence of
its residues in milk. Antimicrobial residues can pose risks to consumers
health, may causing hypersensitivity reactions and microbial resistance.
The objective of this work was to develop and validate multiresidue
method for the analysis of sulfonamide, fluoroguinolone, and ceftiofur
residues in milk, using high performance liquid chromatography with
fluorescence, diode array and mass spectrometry detections. Different
steps were evaluated for extracting antimicrobials in milk, by applying
liquid-liquid and solid phase extractions. The quantitative method was
evaluated regarding performance criteriaz selectivity, linearity and
working range, sensitivity, precision, accuracy, detection limit,
guantification limit, decision limit (CCe«), detection capability (CCp)
and robustness, for analytical validation according to Directive
657/2002 of the European Community. Additionally, the analytes
identities were confirmed by liquid chromatography with mass
spectrometry detection, through a liquid-liquid extraction in milk. To
evaluate methods performance, different milk samples obtained at local
markets were analyzed by both quantitative and confirmatory methods.
The liquid-liquid extraction with 10% trichloroacetic acid in water
showed better results for residue extraction in milk compared to solid
phase extraction. The elution gradient allowed the chromatographic
separation of eleven antimicrobials, comprising four fluoroquinolones
(ciprofloxacin, norfloxacin, danofloxacin and enrofloxacin), six
sulfonamides (sulfathiazole, sulfachlorpyridazine, sulfamethoxazole,
sulfamerazine, sulfadoxine and sulfadimethoxine) and one
cephalosporin (ceftiofur). The quantitative method was validated in line
with European requirements with adequate analytical performance. The
correlation coefficients (r?) were greater than 0.98 for all curves, also the
recoveries rates were above 98% for all analytes and the LOD and LOQ
limits were lower than the maximum permitted limit for the compounds
in milk. The intra-day and inter-day precisions were below or equal to



7.40% and 10.13%, respectively. Milk samples showed no detection for
the antimicrobials. The developed methods comprise an efficient
alternative to multiresidue analysis in milk, with applicability confirmed
by analysis of real milk samples from different origins.

Keywords: Milk, antimicrobials, multiresidue, validation, LC-FD/DAD,
LC-MS/MS.
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Introducdo

Agentes antimicrobianos séo definidos como componentes
naturais, semissintéticos e sintéticos, que apresentam atividade
farmacologica antimicrobiana, com administracdo por via parenteral,
oral e topica, sendo os componentes naturais denominados antibidticos
(KEMPER, 2008).

Os medicamentos antimicrobianos constituem mais de 6% das
prescrigdes na medicina humana, e mais de 70% do total de f&rmacos
prescritos na prética veterinaria. Esses agentes sdo extensivamente
empregados no tratamento de infeccBes em gado leiteiro, gerando
residuos que sdo inseridos na cadeia alimentar através do leite,
representando risco a saide do consumidor (BRABANDER et al., 2009;
SCHWARZ; KEHRENBERG; WALSH, 2001).

O leite € um alimento primordial, consumido em todas as faixas
gtérias e durante toda a vida do individuo, sendo indispensavel sua
gualidade e inocuidade. No Brasil, o0 Ministério da Salde recomenda a
ingestéo de até 146 litros de leite por ano para criancas com até 10 anos
de idade, e cerca de 219 litros de leite por ano para idosos com mais de
setenta anos (EMBRAPA, 2008).

A presenca de antimicrobianos em leite compromete a qualidade
do alimento e acarreta problemas como a contaminacdo ambiental
proveniente de seus compostos ou de seus derivados metabdlicos, além
do risco indireto para a salde humana via micro-organismos
patogénicos resistentes a essas substéncias (KEM PER, 2008).

Residuos de antimicrobianos causam efeitos diretos no organismo
humano, como desequilibrio da microbiota intestinal, e ocorréncia de
reacOes adversas e de hipersensibilidade. A influéncia em longo prazo
desses compostos no meio ambiente e seus ecossistemas é de extrema
preocupacdo (GALERA et a., 2010; FAO, 2008).

Com o objetivo de definir niveis seguros para a ingestéo de
residuos de medicamentos veterinarios em alimentos, o comité conjunto
da Organizagdo das Nacbes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(Food and Agriculture Organization - FAO) e Organizagdo Mundial da
Salde (World Health Organization - WHO) de peritos em aditivos de
alimentos (Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives -
JECFA) avalia os dados toxicoldgicos disponiveis para determinados
medi camentos veterinarios, e preconiza valores para a ingestéo diéria
aceitavel (IDA) de uma determinada droga. Com base nesses valores, e
através do Codex Alimentarius, foram estabel ecidos os limites méximos
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deresiduos (LMR) para anti microbianos em alimentos de origem animal
(ANADON; MARTINEZ-LARRANAGA, 1999; EUROPEAN UNION,
1996).

Em diferentes paises, sistemas de monitoramento e controle da
qualidade do leite sfo ingtituidos de modo a gerar informagdes precisas
guanto & utilizagdo de anti microbianos na medicina veterinéria e relatar
a verdadeira exposicdo da populacdo a seus residuos no leite, sendo que
métodos analiticos simples, sensiveis e confiaveis, devem estar
disponiveis e serem continuamente desenvolvidos e validados para a
deteccdo desses residuos em alimentos, particularmente no leite bovino
(MARAZUELA; BOGIALLI, 2009).

A validac8o analitica significa a confirmagéo através de estudos
experimentais e o fornecimento de evidéncia objetiva de que os critérios
para determinada aplicacdo do método foram cumpridos (EUROPEAN
UNION, 2002). Métodos analiticos devem atender a critérios de
desempenho de acordo com a finalidade pretendida, em que o processo
de validagdo permite assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos
(GOWIK, 2009).

As técnicas cromatogréficas sdo avos primordiais dos
procedimentos de validag8o, uma vez que envolvem monitoramentos
concernentes a satlde publica, ambiental, comércio exterior e controle de
qualidade de producdo de alimentos (RIBANI et al., 2004).

Na andlise de residuos em alimentos, metodol ogias multirresiduo
sd0 especialmente requeridas, uma vez que permitem a pesquisa de
diferentes compostos em um mesmo procedimento analitico. A técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) acoplada a diferentes
detectores é extensamente empregada para confirmagdo e quantificacgo
de antimicrobianos em matrizes alimentares como o leite (MAMANI;
REYES, RATH, 2009; KANTIANI; FARRE; BARCELO, 2009:
STOLKER; ZUIDEMA; NIELEN, 2007).

O objetivo desde trabalho foi 0 desenvolvimento e a validagdo de
método multirresiduo para andlise de residuos de diferentes classes
antimicrobianas (método multiclasse) em leite bovino, empregando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia,
arranjo de diodos, e espectrometria de massas.
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1 Antimicrobianos
1.1 Classe das sulfonamidas

Em 1908, previamente a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming, o quimico austriaco Paul Gelmo, trabalhando com alcatréo de
carvao em sua tese de doutorado na Universidade de Viena, sintetizou o
composto p-aminobenzenosulfonamida (TAGGART, 1993).

Na década de 1930, o médico e cientista alemdo Gerhard
Domagk demonstrou que o agente p-sulfamidocrisoidina, um corante
gue se comprovou ser um pré-farmaco inativo do composto p-
aminobenzenosulfonamida, € capaz de influenciar a evolugdo de uma
infeccdo bacteriana. Sob a patente de nome Prontosil Rubrum®, o p-
sulfamidocrisoidina foi o primeiro antimicrobiano  disponivel
comercialmente. A descoberta e o desenvolvimento das sulfonamidas
deraminicio auma nova era da medicina (TAGGART, 1993).

As sulfonamidas compreendem uma classe de agentes
antimicrobianos formada por compostos sintéticos derivados da p-
aminobenzenosul fonamida. Esses compostos sdo caracterizados por um
grupo arilo contendo um grupo amino e um grupo sulfonamida em
posicdo para (NIESSEN, 1998; ALABURDA et a., 2007).

Existem aproximadamente trinta sulfonamidas e as suas
estruturas variam conforme a substituicdo no grupo sulfonamida (CAI et
al., 2008). As sulfonamidas sdo substancias de estrutura andloga & do
acido p-aminobenzoico (PABA) e atuam como antagonistas
competitivos, uma vez que impedem a utilizacdo desse &cido pelas
bactérias durante a sintese do acido félico, necessario para a sintese dos
precursores de &cidos nucléicos bacterianos (ALABURDA et al., 2007).

A estrutura geral da classe é apresentada na Figura 1.1.

Figura 1.1. Estrutura geral dos antimicrobianos da classe das
sulfonamidas. Fonte: (RANG et a., 2007).
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Na medicina humana, a classe das sulfonamidas é rotineiramente
empregada no tratamento de infeccbes das vias respiratOrias, como
bronquites, infeccBes do trato urinario, e infecgbes de ouvido. Muitas
sulfonamidas estdo clinicamente disponiveis, como a sulfamerazina,
sulfatiazol, sulfadiazina, sulfametazina, sulfaclorpiridazina,
sulfadimetoxina,  sulfaquinoxalina,  sulfadoxina,  sulfadimidina,
sulfametopirazina, sulfassalazina, e sulfametoxazol em combinag&o com
trimetoprima, como cotrimoxazol (RANG et al., 2007).

Alguns dos principais farmacos da classe das sulfonamidas estéo
apresentados na Figura 1.2.
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Figura 1.2. Antimicrobianos da classe das sulfonamidas. Fonte: (Zheng
et al., 2008).
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12 Classe das cefalosporinas

Originalmente descobertas na década de 1940, pelo professor
Giuseppe Brotzu, em pesquisas com fungos do género Cephal osporium,
as cefalosporinas compreendem uma classe antimicrobiana com
farmacos relacionados quimicamente as penicilinas, pertencendo
igualmente & classe de antimicrobianos fS-lactdmicos. A estrutura das
cefalosporinas é baseada no acido aminocefal osporanico, enquanto que
a das penicilinas é baseada no acido penicilanico. A diferenca estrutural,
embora pequena, é suficiente para impedir a acdo das penicilinases
sobre as cefal osporinas (RANG et al., 2007).

Os antibidticos g-lactdmicos atuam na parede celular bacteriana,
impedindo a biossintese da porcédo peptideoglicano da parede, o que
prejudica a sua morfol ogia causando desequilibrio osmético com o meio
externo, e o rompimento da membrana celular (SOUZA, 2008). As
cefalosporinas sdo classificadas como de primeira, segunda, terceira e
guarta geragdo, com base na ordem cronologica de sintese e
comercializacdo dos farmacos (GALERA et a., 2010).

A modificagdo de cadeias laterais no &cido aminocefal osporénico
da origem as diferentes cefalosporinas, além de causar variagdes no
espectro de ac8o destes antibidticos. Cefalosporinas de primeira geracéo
sdo mais eficazes contra bactérias Gram-positivo, ao contrario de
cefalosporinas de terceira e quarta geragdes, que apresentam maior
atividade contra bactérias Gram-negativo (GALERA et a., 2010).

O ceftiofur € uma cefalosporina de terceira geragdo de uso
exclusivo em medicina veterinéria, e apresenta uma estrutura molecular
com espectro de atividade contra patdégenos Gram-positivo e Gram-
negativo, incluindo micro-organi smos resistentes a outros antibioticos f-
lactdmicos (SOUZA, 2008). A estrutura do ceftiofur esta representada
naFigural.3.
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Figura 1.3. Estrutura quimica do ceftiofur. Fonte: (Berendsen et a.,
2009).
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13 Classe das quinolonas

A classe das quinolonas, de grande relevancia clinica, teve
origem em 1962, com a descoberta casual de um protétipo
antibacteriano, o acido nalidixico, um composto obtido durante a sintese
do agente antimalarico cloroquina. Apesar do composto &cido ndo ter
sido extensamente utilizado no tratamento de infeccBes sistémicas, este
agente serviu como alicerce quimico para que mais de mil analogos
fossem identificados (O'DONNELL ; GELONE, 2004).

As quinolonas compreendem uma classe de antimicrobianos
sintéticos, em que 0s compostos apresentam dois tipos de estrutura em
anel, sendo um, o nacleo naftiridina, com aomos de nitrogénio na
posicdo 1 e 8 do anel, e outro, um nicleo com apenas um &omo de
nitrogénio na posicdo 1, chamado nicleo quinolina. Todos os
compostos, quinolinas e naftiridinas, contém um oxigénio ceténico
ligado ao carbono da posicdo 4, e a cadeia lateral de um é&cido
carboxilico ligado ao carbono da posicdo 3 da cadeia principal (PARK;
KIM; BARK, 2002).

ModificagOes na estrutura dos anéis possibilitaram a obtencdo de
outras quinolonas como o &cido oxolinico e a cinoxacina, sintetizados na
década de 1970. Nesse mesmo periodo, a sintese do acido pipemidico,
com a inclusdo de um grupo piperazinico na molécula, representou um
importante avango no desenvolvimento das quinolonas sintéticas
(O'DONNELL; GELONE, 2004).

Importantes alteracBes redlizadas na estrutura molecular desse
&cido, como a inclusdo de um &omo de fldor na posicdo 6 da cadeia,
originou as chamadas fluorquinolonas, com a sintese do norfloxacino, o
primeiro agente antimicrobiano pertencente a esse novo grupo (PARK;
KIM; BARK, 2002).

A classe das fluorquinolonas tem destacada importéncia no
tratamento de infecgBes causadas por diferentes tipos de bactérias,
compreendendo os Unicos agentes antimicrobianos sintéticos a
competirem com os compostos S-lactémicos em uso clinico. Além disso,
nenhuma outra classe antimicrobiana cresceu téo rapidamente ou foi
assiduamente desenvolvida por centros de pesguisa e indlstrias
farmacéuticas (O'DONNELL; GELONE, 2004).

A Figura 1.4 mostra as estruturas quimicas do &cido nalidixico,
gue contétm o nucleo naftiridina, e do norfloxacino, a primeira
fluorquinolona sintetizada contendo o nucleo quinolina na estrutura do
anel.
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Figura 1.4. Estruturas quimicas do (A) acido nalidixico, com nacleo
naftiriding, e (B) norfloxacino, com nicleo quinolina. Adaptado de:
(MARAZUELA; MORENO-BONDI, 2004; TUREL, 2002).

As fluorquinolonas atuam na inibicdo de duas enzimas
topoisomerases envolvidas na sintese do DNA bacteriano e que sdo
essenciais para sua replicacdo. As enzimas DNA-girase e topoisomerase
IV tém como funcgdes romper a ligacdo entre as fitas da dupla hélice de
DNA e posicionar no local da ruptura uma outra fita dupla, reparando
esses locais simultaneamente (RANG et al., 2007).

Esses farmacos interagem com o complexo formado entre a
DNA-girase e 0 DNA bacteriano, ou com um complexo formado entre a
topoisomerase IV e o DNA bacteriano, para criar modificacfes
conformacionais que resultam na inibicBo de suas atividades
enzimaticas. O novo complexo formado, fluorquinolona — enzima —
DNA, blogueia progressivamente a sua replicacdo, inibindo a sintese
normal do DNA bacteriano, e resultando na morte rapida da célula do
micro-organismo (RANG et a., 2007).

As fluorquinolonas sdo muito ativas contra micro-organismos
Gram-negativo, embora menos ativas contra micro-organismos Gram-
positivo. Os agentes dessa classe sdo muito utilizados no tratamento de
uma variedade de infecgBes, incluindo infecges do trato urinério, de
tecidos moles, infecgOes respiratorias, 0sseas, articulares, febre tifoide,
doengcas sexual mente transmissiveis, prostatites, pneumonias, bronquites
esinusites (TUREL, 2002).

Diversas fluorquinolonas, como enrofloxacino, danofloxacino,
lomefloxacino, marbofloxacino e sarafloxacino, foram especialmente
desenvolvidas para aplicacfes veterinarias, enquanto que outras
fluorquinolonas, como ciprofloxacino e norfloxacino, sdo restritas para
uso em humanos (MARAZUELA; MORENO-BONDI, 2004).
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As principais fluorquinolonas empregadas nas medicinas humana
e veterinaria sdo apresentadas na Figura 1.5.
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Figura 1.5. Antimicrobianos da classe das fluorguinolonas. Adaptado
de: (Benito-Pefa et a., 2008).

2 Antimicrobianos na atividade leiteira

A medicina veterindria emprega, desde a década de 1950, um
grande nimero de drogas veterinarias de modo a promover a salde e
sustentar a intensiva producdo de animais (KANTIANI; FARRE;
BARCELO, 2009; TUREL, 2002).

O uso excessivo e abusivo de antimicrobianos em animais
produtores de alimentos resulta na presenca desses farmacos em
alimentos destinados ao consumo humano, como carnes bovinas, suinas
e de frango, carne de peixe, ovos, mel eleite (BOSCHER et a., 2010).

Os riscos associados ao uso incorreto de antimicrobianos, tanto
na medicina humana quanto na prética veterindria, sGo motivos de
preocupagdo entre 6rgdos governamentais como a Organizagcdo Mundial
da Saude (OMS) e a Organizagéo das Nacgdes Unidas para Agricultura e
Alimentacio (FAO) (MARAZUELA; BOGIALLI, 2009).

O uso de antimicrobianos, com prescricao do médico veterinario
ou sob sua supervisao, é assumido como sendo, em geral, altamente
responsével. Todavia, assm como diversos medicamentos de uso
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humano, muitos medicamentos veterindrios podem ser facilmente
comprados e administrados em desrespeito ao uso indicado
(COMMITTEE ON DRUG USE IN FOOD ANIMALS, 1999).

Antimicrobianos sdo extensamente empregados na medicina
veterinaria para o tratamento de infeccfes que afetam frequentemente o
gado leiteiro, como a mastite bovina, pneumonia, diarréia e artrite
bacterianas. Durante o tratamento da mastite bovina com
antimicrobianos, estes compostos sdo encontrados em  altas
concentragBes no leite, impossibilitando a sua utilizag&o na ali mentac&o
humana e animal (KANTIANI; FARRE; BARCELO, 2009).

A terapia antimicrobiana prevé periodos de caréncia para a
producdo de alimento a partir do animal tratado, sendo esse periodo
variavel conforme o farmaco, a via de administracdo, a posologia e a
espécie animal. Na prética veterinaria, o descumprimento do periodo de
caréncia e da via de administracéo € resultado da necessidade de uma
recuperacdo mais rapida da doenca, buscando-se manter a producéo do
alimento de origem animal (COMMITTEE ON DRUG USE IN FOOD
ANIMALS, 1999).

Os antimicrobianos podem ser administrados por via intravenosa,
intramuscular, ou subcutanea, ou ainda, aplicados por meio de infusdes
intramamédrias e intrauterinas. Também podem ser administrados por via
oral, através de alimentos ou &gua de consumo dos animais, ou
localmente, com aplicacBes sobre a pele (KANTIANI; FARRE;
BARCELO, 2009). Em dosagens subterapéuticas, esses farmacos
podem aumentar a taxa de crescimento dos animais, gerando beneficios
econdmicos para o produtor. Enguanto os farmacos protegem sua satide,
0s animais sdo capazes de utilizar os nutrientes de sua dieta para o seu
crescimento (ANADON; MARTINEZ-LARRANAGA, 1999).

Em 2006, a utilizacdo de antimicrobianos como promotores de
crescimento em animais foi banida na Unido Européia e em outros
paises, como o Brasil, de modo a garantir a seguranca humana e animal,
ficando o uso desses agentes restrito a prevencao e ao tratamento de
infeccdes. Entretanto, a utilizacdo inapropriada ainda € comum em
paises em desenvolvimento, onde problemas de resisténcia microbiana
sdo geralmente reportados (BOSCHER et al., 2010; MARAZUELA;
BOGIALLLI, 2009).

Apbs a disseminacdo comercial da classe, antimicrobianos f-
lactdmicos, como as cefalosporinas, passaram a ser utilizados como
suplementos na alimentagdo animal e promotores de crescimento
(KANTIANI; FARRE; BARCELO, 2009).
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Farmacos da classe das sulfonamidas, como a
sulfamonometoxina, sulfadimetoxina, sulfametazina, sulfamerazina e
sulfaquinoxalina, bem como os antimicrobianos enrofloxacino e
danofloxacino, da classe das quinol onas, sGo comumente empregados no
tratamento de infecgBes gastrointestinais e respiratorias em gado leiteiro
(CHUNG et al., 2009).

As sulfonamidas sdo administradas a bovinos com aobjetivo
terapéutico e profil&ico ou, ainda, como estimulante de crescimento
(FELTRIN et al, 2007). Sdo indicadas em casos de infecgdes causadas
por micro-organismos do género Pasteurella e também enterobactérias
(SCHWARZ; KEHRENBERG; WALSH, 2001).

Em 1991, a FDA aprovou o uso de ceftiofur no tratamento de
infeccOes respiratorias em animais. Cefalosporinas sdo indicadas no
tratamento da mastite bovina, causada por Saphylococcus aureus, e no
tratamento de infecgdes sistémicas causadas por  Salmonella,
Escherichia coli, e Pasteurella, a exemplo do ceftiofur (SOUZA, 2008).

As principais fluorquinolonas utilizadas na medicina veterinéria
compreendem a flumeguina, o enrofloxacino, o sarafloxacino, o
danofloxacino, o orbifloxacino, e o marbofloxacino. O norfloxacino,
aprovado para uso exclusivo em humanos, tem sido empregado de
maneira inadequada na prética veterinaria, devido ao seu amplo espectro
de acdo e baixo custo. Todavia, o enrofloxacino é o principal
antimicrobiano fluorquinolona aplicado em animais produtores de
alimentos (WOODWARD, 2004).

Farmacos antimicrobianos podem se tornar ineficazes no
tratamento de infeccdes devido aos mecanismos de resisténcia
microbiana. Além disso, a indisponibilidade de novos farmacos pode
afetar a salide humana e comprometer o bem estar animal, acarretando
declinio na producdo de alimentos de origem animal. Em indlstrias
alimenticias, com a diminuicdo das opcdes de antimicrobianos, a
capacidade de produgdo e o retorno econdmico ndo seriam mantidos
(COMMITTEE ON DRUG USE IN FOOD ANIMALS, 1999).

Agentes antimicrobianos sdo utilizados na prética veterinaria a
mais de cinco décadas, sendo parte integrante e consolidada da pecuaria
moderna. Como resultado dos efeitos benéficos de sua aplicacdo para a
producdo industrial, prevencdo de infeccdes e manutencao da salde, o
uso de antimicrobianos na prética veterinaria somente podera ser
limitado pelo seu custo, ou por medidas legais que restrinjam e regulem
suas aplicagdes (PEREZ-TRALLERO; ZIGORRAGA, 1995).
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3 Residuos de antimicr obianos em leite

Contaminantes organi cos podem estar presentes em alimentos, de
forma natural ou antropogénica, sendo divididos em quatro categorias:
pesticidas, substancias quimicas de persisténcia ambiental, toxinas
natural mente presentes, e medicamentos veterinarios. Entre as drogas
veterinarias, os agentes antimicrobianos sdo amplamente utilizados para
a prevencdo e tratamento das doencas infecci osas em animais produtores
de alimentos (MARAZUELA; BOGIALLI, 2009).

Residuos podem ser definidos como quantidades minimas (trago)
de uma substancia presente em uma matriz, como um alimento ou um
fluido biolégico, apds algum tipo de administragdo. Os niveis das
substéncias encontram-se na faixa de concentracdo de parte por bilhdo
(ppb) ou parte por trilhdo (ppt) (BRABANDER et al., 2009).

Residuo de droga veterinaria corresponde a droga, fragdo da
droga, seus metabdlitos, produtos de conversdo ou reacdo, e impurezas,
gue permanecem no alimento origindrio de animais tratados. Esses
compostos podem ser detectados em diferentes tecidos animais, por
periodos variavel's, apds a administracdo de um medicamento veterinario
(FAO, 1996).

Residuos de anti microbianos em | eite geralmente sdo atribuidos a
violagdo dos periodos de caréncia previstos com a administragdo desses
agentes. Adicionalmente, podem estar presentes devido a contaminacéo
fraudulenta do alimento (KANG ETHE et al., 2005). Os riscos a salide
incluem o desenvolvimento de alergias e reagdes de hipersensibilidade,
além de induco de resisténcia a antimicrobianos em micro-organismos
patogénicos (BOSCHER et al., 2010).

Esses farmacos quando provenientes de alimentos podem causar
alteragbes na atividade metabdlica da microbiota intestinal humana,
responsével pela producéo de vitamina K, absor¢do de ions, homeostase
do sistema imunoldgico e protegdo contra patégenos externos (JEONG;
SONG; CHO, 2009). Também podem provocar tonturas, dores de
cabeca e de ouvido. Sabe-se ainda que 0 uso prolongado desses agentes
em baixas doses pode resultar na transferéncia de bactérias patogénicas
resistentes do aimento para o consumidor (MARAZUELA,;
BOGIALLLI, 2009).

A exposicdo a farmacos antimicrobianos esta associada a
diferentes graus de reagdes alérgicas, que variam de leves urticérias e
eczemas cutaneos, a angioedemas e anafilaxia com risco de morte
(KANG'ETHE et al., 2005).
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As quinolonas compreendem um importante grupo de
antimicrobianos sintéticos, largamente empregado no tratamento de
infeccBes do gado bovino, a exemplo da flumequina e enrofloxacino.
Existem evidéncias de que a exposicdo em longo prazo a pequenas
concentragBes desses farmacos pode ter efeito negativo na densidade
Ossea. N&o obstante, a presenca de seus residuos em leite gera
problemas de salde publica, devido a resisténcia microbiana induzida
em populacBes bacterianas intestinais (MARAZUELA; BOGIALLI,
2009).

O principal efeito téxico associado a classe das fluorquinolonas é
verificado sobre as cartilagens articulares, com casos de artropatias
relacionados a farmacos fluorguinolonas em diversas espécies animais,
incluindo ratos, cachorros e passaros (WOODWARD, 2004).

A presenca de residuos de sulfonamidas em leite é de grande
preocupagdo, uma vez que alguns dos compostos, como sulfamerazina,
sd0 suspeitos de serem carcinogénicos, sendo relatados casos de
desenvolvimento de tumores na tiredide de roedores (HUANG; QIU;
Y UAN, 2009; WOODWARD, 2004).

Assim como as penicilinas, os antimicrobianos cefal osporinas
podem induzir reacfes de hipersensibilidade, levando a erupcdes de
pele, urticarias, dermatite de contato, e necrose tdxica epidérmica.
Todavia, as reagfes cutaneas graves, assim como os casos de anafilaxia,
sdo bastante raros (WOODWARD, 2004). Pesquisas com gado leiteiro
demonstraram que a administracdo intramamaria de ceftiofur no
tratamento da mastite, alcanca no leite concentragdes maiores do que a
permitida para esse composto no alimento (SMITH et al., 2004).

Residuos de drogas veterindrias em leite podem ainda causar
prejuizos consideraveis para as industrias de laticinios, sendo que
pequenas quantidades de antibidticos podem inibir culturas lacteas
sensiveis, utilizadas na fabricagdo de queijos, iogurtes e outros produtos
derivados (PAIGE, 1999).

4 M onitor amento de r esiduos de antimicr obianos em leite

A garantia da inocuidade de alimentos ofertados ao consumo
humano, quanto a presenca de residuos de drogas veterinarias,
agroquimicos e contaminantes ambientais, é possibilitada pelo controle
e monitoramento desses residuos em todas as etapas de producdo do
alimento (BRASIL, 1999).
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Os principais objetivos do monitoramento de residuos de drogas
veterinarias s80 assegurar o fornecimento de alimentos seguros e
saudaveis, e assumir acgfes regulatorias nos casos de identificagdo de
produtos em ndo conformidade com a legislagdo vigente (STOLKER,;
ZUIDEMA; NIELEN, 2007).

O Codex Alimentarius é referéncia mundial para consumidores,
produtores e processadores de alimentos, agéncias de controle alimentar
e para 0 comércio internacional de alimentos. Seus pardmetros
alimentares preconizados sdo reconhecidos internaci onalmente como as
melhores medidas estabelecidas para proteger a saude humana contra
riscos decorrentes de contaminantes em alimentos (MARAZUELA,;
BOGIALLLI, 2009).

A agéncia americana reguladora de medicamentos e alimentos
(FDA — Food and Drug Administration) e a Comunidade Européia
estabeleceram niveis de tolerancia para residuos e contaminantes em
alimentos de origem animal, de acordo com dados toxicolégicos e
recomendacOes de ingestdo diaria aceitavel (IDA) preconizadas no
Codex Alimentarius, e com base no desempenho de tecnologias
analiticas disponiveis. Esses niveis sdo referidos como limite méximo de
residuo (MARAZUELA; BOGIALLI, 2009).

Limite mé&imo de residuo (LMR) de drogas veterinérias
corresponde & maxima concentragcdo resultante do uso de uma droga
veterinaria, que € legalmente permitida em um alimento, sendo expressa
emmg kg™(L™) oupg kg™(L™). Esse valor é determinado conforme o
tipo e quantidade da substancia, e considerado sem risco de toxicidade
para a salde humana, expressa pela ingestdo diaria aceitavel (CODEX
ALIMENTARIUS, 2009).

A ingestdo diaria aceitavel (IDA), expressa em miligrama da
droga por kilograma de peso corpdreo, € a dose didria que se ingerida
durante toda a vida do individuo néo oferece risco a salide, com base nos
conhecimentos disponiveis até 0 momento para cada droga. Valores de
IDA estdo sempre sujeitos a revisdes, desde que novas informagdes
tornem-se disponiveis (CODEX ALIMENTARIUS, 2009).

A Comissdo Européia (EC — European Commission), através da
Regulamentacdo do Conselho n°® 2377/90, de 26 de junho de 1990,
estabelece limites maximos de residuos para substancias
farmacol ogicamente ativas de medicamentos veterinarios em produtos
de origem animal, como carne bovina, mel, leite, ovos e carne de
pescados (EUROPEAN UNION, 1990).
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Através da Diretiva do Conselho 96/23/EC, de 29 de Abril de
1996, a Unido Européia instrui medidas para monitorar residuos em
alimentos de origem animal. A Diretiva regulamenta o controle de
residuos e contaminantes ambientais, como corantes, elementos
quimicos e drogas veterindrias. As substancias e seus residuos sio
divididos em dois grupos. 0 grupo A, referente as substancias que
apresentam acdo anabdlica e substancias de uso proibido, como
hormbnios, cloranfenicol e compostos S-agonistas, e o grupo B,
referente a todas as drogas veterinarias registradas e de uso licito
(EUROPEAN UNION, 1996).

Através do Anexo | da EC n° 2377/90, a Comissdo Européia
preconiza limites méximos de residuos em leite bovino para cinco
antimicrobianos da classe das quinolonas. Os limites maximos
permitidos correspondem a 30 pg L™ para residuos de danofloxacino,
100 pg L para residuos de enrofloxacino, lomefloxacino e
ciprofloxacino, 50 pg L™ para residuos de flumequina e 75 pug L™ para
residuos de marbofloxacino (EUROPEAN UNION, 1990).

Com relagdo as sulfonamidas, a Regulamentagdo n° 2377/90
estabelece 0 LMR referente a0 somatério de todos os residuos
sulfonamidas no leite, sendo que o valor ndo pode ultrapassar a
concentragdo de 100 pg L™ O limite méximo de residuo para o
antimicrobiano ceftiofur em leite é 100 pg L™, dez vezes inferior ao
limite maximo permitido para esse composto na carne bovina
(EUROPEAN UNION, 1990).

As baixas concentracdes referidas como limites maximos de
residuos para antimicrobianos demandam o desenvolvimento e
comprovacao de métodos analiticos que sejam suficientemente sensiveis
e reprodutiveis, de modo a monitorar esses compostos ho leite bovino
(HERMO et al., 2008).

O célculo dos valores de ingestéo diaria aceitavel e a elaboracéo
de limites maximos de residuos ndo sdo suficientes para garantir a salide
do consumidor. E imprescindivel que estes limites sgjam aferidos
continuamente na pratica veterinaria, e os periodos de caréncia apds a
aplicacdo de antimicrobianos sgjam respeitados. Programas de
monitoramento de residuos devem ser implementados de modo a
verificar a qualidade dos alimentos de origem animal (WOODWARD,
2004).

O Brasl representa um dos mais importantes parceiros
comerciais da Unido Européia, compreendendo uma extensa area de
pecudria, e necessita, portanto, de acBes de monitoramento como uma
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imposicdo no contexto do comércio internacional e da seguranca
alimentar, particularmente no que se refere ao leite brasileiro (BRASIL,
1999). A producdo nacional de leite tem aumentado nos ultimos anos,
sendo gque, somente no ano de 2010 foram produzidos mais de trinta mil
litros de leite bovino, um crescimento superior a 23% em relacéo a
producdo desse alimento em 2005 (EMBRAPA, 2011).

No ambito nacional, qualquer medicamento para uso veterinario
deve ser previamente aprovado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), e durante sua aplicacdo, deve-se respeitar o
periodo de caréncia do medicamento, de modo que, quando da
permanéncia de seu residuo no produto final, este ocorra em
concentragBes menores do que o LMR estabelecido para o mesmo
(ANVISA, 2001).

Frente ao desafio de produzir e comercializar um produto puro e
de qualidade, priorizando a salide do consumidor, e em concordancia as
exigéncias nacionais e internacionais, o MAPA instituiu o Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de
Origem Animal - PNCRC. Anualmente, amostras da producdo brasileira
de leite sdo coletadas e monitoradas, junto aos estabel ecimentos sob o
Servico de Inspecdo Federal (SIF), no @mbito do Programa de Controle
de Residuos e Contaminantes em Leite — PCRCL, subprograma do
PNCRC (BRASIL, 1999).

Considerando a legislagdo pertinente & agropecuaria, no Brasil,
cabe ao Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento - MAPA,
através da Secretaria de Defesa Agropecudaria — SDA, plangar,
normatizar, coordenar e supervisionar as atividades de defesa
agropecuaria, em especial salde animal e sanidade vegetal; a
fiscalizag8o e inspecdo de produtos, derivados, subprodutos e residuos
de origem animal e vegetal; a fiscalizacdo de insumos agropecuérios; a
fiscalizagdo higiénico-sanitaria dos servicos prestados na agricultura e
na pecudria; andlise laboratorial como suporte as acOes de defesa
agropecuaria; e certificagdo sanitaria, animal e vegetal (BRASIL, 2007).

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem Animal — PNCRC/Anima foi instituido pela
Portaria Ministerial n°. 51, de 06 de maio de 1986, adequado pea
Portaria Ministerial n°. 527, de 15 de agosto de 1995, e alterado pela
Instrucdo Normativa n° 42, de 20 de dezembro de 1999 (BRASIL,
1999).

O PCRCL do Ministério da Agricultura atua nas fases iniciais da
cadeia produtiva do leite, sendo responsavel pelo monitoramento e
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controle de residuos a partir do produtor rural, nas localidades sob SIF,
até a chegada e recepc¢do do leite naindistria (BRASIL, 2007).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou
através da Resolugdo RDC n° 253, de 16 de setembro de 2003, o
Programa de Andlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos de Origem Animal — PAMVet, a fim de avaliar a presenca e
0s nivels de residuos de medicamentos veterinarios nos alimentos,
assegurando a qualidade do produto processado. O PAMVéet fiscaliza
periodicamente amostras de leites disponiveis comercialmente em todo
o territorio brasileiro (BRASIL, 2003).

Residuos de antimicrobianos podem ser monitorados através de
diversos métodos analiticos, que podem ser agrupados em trés classes
com base no principio empregado: microbiol6gico, imunoguimico e
fisico-quimico. Métodos microbioldgicos baseados no crescimento de
micro-organismos sdo aplicados na triagem de amostras para a detecgéo
de residuos. Métodos imunoquimicos compreendem imunoensaios que
permitem detectar e quantificar esses compostos de forma rapida e
sdetiva. Métodos fisico-quimicos basdiam-se na identificagdo e
separacdo cromatografica dos residuos, seguido por quantificacgo
espectrométrica por meio de fluorescéncia, ultravioleta, arranjo de
diodos, e espectrometria de massas (BRABANDER et al., 2009).

Em andlise de aimentos, métodos multirresiduo envolvendo
diferentes agentes e classes farmacoldgicas sdo necessarios a fim de
melhorar o desempenho dos programas de monitoramento, ampliando
Seu escopo, e viabilizando a andlise simulténea de maior nimero de
farmacos (TUERK et al., 2006).

A Comunidade Européia, através da Diretiva n° 657 de 2002, que
preconiza critérios de desempenho de métodos analiticos e interpretacéo
de resultados, estabelece a distingdo entre métodos de triagem
(screening) e métodos confirmatérios. Métodos de triagem,
compreendendo ensaios microbioldgicos e imunoensaios, sdo mais
réapidos e de menor custo em comparagdo aos confirmatérios, e
apresentam, geralmente, uma sensibilidade adequada (McEV QY 2002).

Métodos de triagem compreendem métodos empregados para
deteccdo de uma substéancia, ou classe de substancias, a um determinado
nivel de interesse, permitindo analisar uma grande quantidade de
amostras. Métodos confirmatdrios sdo capazes de prover informacgdes
completas ou complementares permitindo a identificacéo inequivoca e a
guantificacdo de uma substéncia (EUROPEAN UNION, 2002).
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Métodos confirmatérios compreendem, principamente, a
cromatografia liquida com detecgéo espectrométrica (McEVOY, 2002).

A Comunidade Européia considera a andlise cromatografica com
deteccdo por fluorescéncia e arranjo de diodos, técnica confirmatoria
para andlise de residuos em alimentos. Todavia, somente a
espectrometria de massas é capaz de gerar informagdo precisa quanto a
estrutura quimica do composto (MARAZUELA; BOGIALLI, 2009).

5 Ensaios qualitativos e métodos de triagem de residuos
antimicr obianos em leite

Como medida inicial para assegurar a qualidade do leite, os
programas de controle de residuos incluem testes de triagem em
amostras da producdo desse alimento. Testes de triagem séo métodos de
andlise qualitativos que detectam a presenca residual de um composto
ou analito em uma determinada matriz de interesse. Os testes devem ser
simples, eficientes, e economicamente viaveis, permitindo analisar
grande nimero de amostras em menor tempo (MAMANI, 2007).

Visando melhorar o custo e a eficiéncia das andlises de residuos
em um laborat6rio, metodol ogias multirresiduo sdo desenvolvidas com a
finalidade de maximizar o nimero de analitos a ser pesquisado em um
Unico procedimento analitico (STUBBINGS et al., 2005).

Métodos de triagem geralmente ndo distinguem compostos de
uma mesma classe antimicrobiana, porém promovem uma estimativa
guantitativa do total de residuos presente no alimento (STOLKER;
BRINKMAN, 2005).

Técnicas qualitativas para andlise de residuos em alimentos de
origem animal, para as quais podem ser demonstradas, de forma
documentada e rastredvel, a validacdo analitica e uma porcentagem de
falso negativo inferior a 5%, com um erro § ao nivel de interesse (CCp),
sdo consideradas adequadas para fins de triagem. No caso de suspeita de
resultado ndo conforme, o resultado deve ser confirmado através de
método confirmatério (EUROPEAN UNION, 2002).

Ensaios imunoldgicos ou de inibigdo microbiana sdo comumente
empregados para identificar a presenca de residuos antimicrobianos em
leite. Métodos de triagem tradicionais basdlam-se na inibicdo do
crescimento de micro-organismos devido aos residuos desses agentes
presentes na amostra teste. Estes ensaios estdo baseados em processos
de difusdo ou turvacdo do meio (MAMANI, 2007).
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No Brasil, diversos testes de triagem estédo disponiveis para
pesquisa de residuos de antimicrobianos em leite, na forma de kits
comerciais de féacil realizagdo, de menor custo e mecanizados,
possibilitando a andlise de vérias amostras ao mesmo tempo. Exemplos
de kits de triagem baseados na inibicdo do crescimento microbiano
compreendem o BR-Test® (Brilliant Black Reduction Test), o Delvotest-
P®, Delvotest-SP® e Copan® (TENORIO et al., 2009).

Métodos de triagem de residuos de sulfonamidas em leite
incluem, principalmente, ensaios microbioldgicos e imunoenzi mati cos
(RODRIGUEZ ¢t al., 2010).

Kits do tipo Charm® baseiam-se na afinidade especifica entre
sitios das moléculas dos antimicrobianos e determinados sitios
receptores na parede celular de microrganismos. Sdo exemplos deste
tipo de teste: Charm Cowside Test®, Charm | Test® e Charm Il Test®.
Alguns testes utilizam a técnica de ensaio imunoenzimatico ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), como CITE Sulfa-trio® para
sulfametazina, sulfatiazol, sulfametazina; Lactek® para p-lactamicos,
sulfametazina e gentamicina; e Snap test® para p-lactamicos e
tetraciclinas (TENORIO et al., 2009).

Na literatura, diversos trabalhos cientificos empregam métodos
de triagem para determinac&o de antimicrobianos em leite, com ensaios
qualitativos baseados em diferentes principios de deteccéo.

Bilandzic et a. (2011) empregaram imunoensaios e ensaios
microbiolégicos para andlise de antimicrobianos em leite, pesquisando
compostos das classes sulfonamidas, tetraciclinas, B-lactémicos,
quinolonas, anfenicdis, aminoglicosideos e macrolideos. Ja Tendrio et
al. (2009) e Stead et al. (2008) utilizaram kits comerciais baseados na
inibicdo de crescimento microbiologico para andlise de residuos de
sulfonamidas, S-lactémicos, e gentamicina em leite.

Diversas metodol ogias empregam ensai 0s i munoenzi mati cos para
andlise de residuos de S-lactamicos, sulfonamidas e quinolonas em leite,
como as metodologias descritas por Zhu et al. (2011), Adrian et al.
(2009), Xie et a. (2009) e Adrian et al. (2008), em que foram utilizados
ensaios baseados na deteccdo por imunofluorescéncia e ultravioleta, a
partir de técnicas como ELISA e FLISA (Fluorescence-Linked
I mmunosorbent Assay).

Rodriguez et al. (2010) e Schneider (2004) empregaram a
detecc@o fluorimétrica para triagem de residuos de sulfonamidas em
leite e enrofl oxacino em carne de frango, respectivamente.
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Outras metodologias empregam ensaios eletroquimicos para
deteccdo de antimicrobianos, como Barbosa et al. (2011) e Céaceres et .
(2010), que analisaram residuos de sulfonamidas e ceftiofur em leite
bovino, a partir de detecgdo voltamétrica.

Resultado positivo em um ensaio qualitativo (triagem) indica que
pode ter sido superado o valor do LMR e a amostra deve ser analisada
novamente através de métodos confirmatorios, fornecendo fundamento
para uma eventual acdo regulatéria (ZHU et a., 2011; MAMANI,
2007).

6 M étodos confirmatorios para analise de antimicr obianos em
alimentos

Métodos confirmatorios para determinacdo de residuos organicos
e contami nantes devem fornecer informagdes sobre a estrutura quimica
do analito. Os métodos baseados apenas em analise cromatogréfica, sem
0 emprego de deteccdo espectrométrica, s80 inadeguados para uso
confirmatério. No entanto, se a técnica ndo apresentar especificidade
adequada e suficiente, a combinac8o de processos analiticos, como
limpeza e concentragdo de analitos, separacdo cromatogréfica, e
deteccdo espectrométrica, pode ser empregada para acancar a
especificidade requerida (EUROPEAN UNION, 2002).

As técnicas de separacdo cromatografica com deteccdo por
fluorescéncia e deteccdo por arranjo de diodos em modo full-scan
podem s& aplicadas para andlise confirmatéria de residuos e
contaminantes de uso licito, para compostos que exibem fluorescéncia
nativa ou apds processos de derivatizacdo, e para compostos com
méxima absorcdo na faixa espectral monitorada, respectivamente
(EUROPEAN UNION, 2002).

A relacdo custo eficiéncia de um processo analitico é a questao
chave para laboratérios envolvidos na pesquisa de residuos. A
automatizagdo dos processos é introduzida de modo a acelerar diversas
etapas analiticas, todavia, a instrumentacdo é onerosa, sendo necessario
um grande nimero de amostras de modo a justificar a despesa de capital
(KARCI; BALCIOGLU, 2009).

Devido as baixas concentractes e a complexidade das matrizes
bioldgicas, alimentares e ambientais em que 0s antimicrobianos podem
ser encontrados, técnicas sensiveis e sdletivas devem ser empregadas
para extracdo e andlise desses compostos (STUBBINGS et al., 2005).
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Metodologias capazes de analisar diferentes substancias em
apenas um procedimento analitico sdo preferiveis no monitoramento de
residuos. Entretanto, as propriedades quimicas dos compostos
antimicrobianos tornam laboriosa a identificagdo de um solvente
extrator e euente cromatogréfico comum as diferentes classes
antimicrobianas (HERMO et al., 2008).

Na literatura, diversas metodologias sdo descritas para a analise
confirmatdria de antimicrobianos em leite e em outros alimentos de
origem animal, empregando a técnica de cromatografia liquida de ata
eficiéncia (CLAE) (BRABANDER et al., 2009).

6.1 Andlise de cefalosporinas, sulfonamidas e quinolonas

Na pesquisa de antimicrobianos, a principal técnica empregada é
a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
fluorescéncia (FL), ultravioleta (UV), arranjo de diodos (DAD),
espectrometria de massas (MS), e espectrometria de massas em modo
tandem (MS/MS) (GENTILI; PERRET; MARCHESE, 2005).

A andlise de residuos em leite compreende, geralmente, etapas de
desproteinizagdo da matriz com solventes orgénicos acidificados, e
concentragdo e purificacdo de analitos através de extragdo em fase solida
(solid fase extraction — SPE) (MARAZUELA; MORENO-BONDI,
2004).

As cefalosporinas, assm como as penicilinas, compreendem o
grupo de antimicrobianos S-lactamicos, uma das classes antimicrobianas
mais pesquisadas em alimentos. A determinacdo de seus residuos é
principalmente realizada através de cromatografia liquida, sendo mais
comum a detecc8o por espectrometria de massas e espectrometria de
massas em modo tandem (KINSELLA et al., 2009).

A deteccdo por arranjo de diodos também tem sido reportada
(Gertili, Perret e Marchese, 2005). A determinagdo do antimicrobiano
ceftiofur é geralmente realizada através da detecc@o do seu derivado
metabdlito, o desfuroilceftiofur, como nas metodologias descritas por
Makeswaran, Patterson e Points (2005), Becker, Zittlau e Petz (2003) e
Tyczkowska et al. (1993).

Em andlises multirresiduo, Kantiani et al. (2009), Becker, Zittlau
e Petz (2004) e Holstege et al. (2002) desenvolveram e validaram
metodologias para identificacdo e quantificacdo de antimicrobianos p-
lactdmicos em leite bovino, empregando extracdo em fase sdlida e
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andlises por CLAE-MS/MS. Residuos de penicilinas (amoxicilina,
ampicilina, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina, penicilina G, penicilina
V) e cefalosporinas (ceftiofur, cefazolina, cefoperazona, cefalexina)
foram pesquisados pelos autores. Ja Sorensen e Snor (2000) e Keever,
Voyksner e Tyczkowska (1998) pesquisaram residuos de ceftiofur em
leite bovino, empregando CLAE com deteccdo por ultravioleta (UV) e
espectrometria de massas (M S), respectivamente.

Na pesquisa de residuos de quinolonas em leite, diversas
metodol ogias foram desenvolvidas e validadas de acordo com a Deciséo
n° 657 de 2002 da Comunidade Européia, empregando principal mente a
técnica de cromatografia liquida.

Em andlises por CLAE-FL/UV, Herera-Herrera, Hernandez-
Borges e Rodriguez-Delgado (2009), ldowu e Peggins (2004),
Marazuela e Moreno-Bondi (2004) e Ho et al. (2004) desenvolveram
metodol ogias para determinacgéo de residuos de fluorquinolonas em leite
bovino, caprino e ovino. Ja Hermo et al. (2008) empregaram diferentes
técnicas de deteccdo para andlise desses compostos em leite bovino,
validando a metodologia desenvolvida por CLAE nos detectores FL,
UV, MS e MSMS. Residuos de marbofloxacino, sarafloxacino,
danofloxacino, enrofloxacino e ciprofloxacino foram pesquisados pelos
autores.

A deteccdo por fluorescéncia € um método ndo destrutivo, que
apresenta  ata sensbilidade e reprodutibilidade. A técnica é
principalmente  aplicada na quantificagdo de residuos de
fluorquinol onas, que apresentam fluorescéncia nativa devido a estrutura
de seus compostos. Compostos que nao apresentam fluorescéncia nativa
devem sofrer o processo de derivatizagdo com reagentes derivatizantes
especificos (SCHNEIDER; DONOGHUE, 2002).

A deteccdo por espectrometria de massas e espectrometria de
massas em modo tandem também tem sido empregada para andlise de
fluorquinolonas em leite (Zhang, Ren e Bao, 2009; Bogialli et al., 2008;
Hoof et al., 2005). Entretanto, a andlise desses compostos por CLAE-
DAD é menos empregada (Cinquina et al., 2003).

Residuos de antimicrobianos sulfonamidas s8o bastante
pesquisados em leite. Huang, Qiu e Y uan (2009), Gamba et al. (2009) e
Furusawa (2000) utilizaram a cromatografia liquida com deteccéo por
arranjo de diodos para analise desses compostos em leite bovino. Os
autores pesguisaram residuos de sulfadiazina, sulfapiridina,
sulfamerazina, sulfametazina, sulfamonometoxina, sulfadimetoxina e
sulfaquinoxalina, e validaram as metodol ogias de acordo com a Decisio
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n°® 657/2002 da Comunidade Européia. Outros autores pesquisaram
sulfonamidas em leite empregando CLAE com deteccdo por
espectrometria de massas e espectrometria de massas em modo tandem
(Zheng et al., 2008; Rhijn et a., 2002). Ja Rodriguez et al. (2010),
Alaburda et al. (2007) e Lamba et al. (2005) empregaram CLAE com
deteccdo por fluorescéncia para andlise desses compostos na mesma
matriz.

Compostos sulfonamidas ndo apresentam fluorescéncia nativa,
necessitando, portanto, do procedimento de derivatizagdo em andlises
com detecgdo por fluorescéncia. O reagente fluorescamina é largamente
empregado como derivatizante de aminas primérias em determinagdes
fluorimétricas. Esse composto ndo fluorescente reage com aminas
primarias gerando compostos quimicos derivados, que sob excitagdo
molecular a 390 nm, emitem forte fluorescéncia a 475-490 nm. A reagdo
de derivatizacdo ocorre rapidamente em temperatura ambiente de 25°C
(RODRIGUEZ et al., 2010).

A derivatizagdo com fluorescamina de residuos de sulfonamidas
foi empregada por Lamba et al. (2005), Stoev e Michailova (2000),
Posyniak, Zmudzki e Mitrowska (2005), Maudens, Zhang e Lambert
(2004), e Gehring et al. (2006), em pesquisas com leite, carnes bovinas e
de frango, mel e pescados, respectivamente. A sensibilidade e a
seletividade da derivatizag8o fluorimétrica disseminou a utilizag8o da
técnica de detecgdo por fluorescéncia (LAMBA et al.; 2005).

Métodos confirmatérios multirresiduo para andlise de
antimicrobianos sdo geramente desenvolvidos para andlise de
compostos relacionados quimicamente, de uma mesma classe de
farmacos. Entretanto, sdo poucos os procedimentos capazes de analisar,
a partir da mesma metodologia analitica, compostos de diferentes
classes antimicrobianas em matrizes alimentares complexas, como o
leite (STUBBINGS et al., 2005).

Com a ampla utilizacBo de farmacos na prética veterinaria,
diferentes classes antimicrobianas tém sido pesquisadas em alimentos,
sendo necessérias metodologias analiticas confiaveis e abrangentes
(GENTILI; PERRET; MARCHESE, 2005).

De modo a ampliar o escopo de programas de monitoramento de
residuos em alimentos, metodol ogias multirresiduo foram desenvolvidas
para a andlise de diferentes classes de antimicrobianos em leite,
empregando principalmente a técnica de cromatografia liquida com
deteccdo por espectrometria de massas.
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Em analises por CLAE-MS/MS, Bohm, Stachel e Gowik (2009)
validaram método de andlise de 47 antimicrobianos em leite,
compreendendo quinolonas, sulfonamidas, lincosamidas, macrolideos e
um derivado diaminopirimidina (trimetropina). Koesukwiwat, Jayanta e
Leepipatpiboon (2007) e Martins-Jdanior et al. (2007) pesquisaram
residuos de compostos p-lactdmicos, sulfonamidas, tetraciclinas,
macrolideos e do antiparasitario pirimetamina em leite, empregando
extracdo em fase solida previamente a andlise cromatogréfica. Ja
Aguilera-Luiz et al. (2008) validaram método para quantificacdo de
residuos de quinolonas, sulfonamidas, macrolideos, anti-helminticos e
uma tetraciclina, em leite, empregando CLAE-MS. Os autores
analisaram dez amostras de leite obtidas comercialmente, sendo que em
duas amostras foi detectada a presenca de residuos antimicrobianos
abaixo do limite de quantificagdo do método.

Em andlises multiclasse de antimicrobianos em leite, Chung et al.
(2009) publicaram um protocolo para determinagdo de residuos de
fluorquinolonas e sulfonamidas em leite bovino e de cabra, através de
ensaios microbioldgicos e andlises por CLAE-FL, e Mamani, Reys e
Rath (2009) validaram metodologia para andlise de trés tetraciclinas,
trés sulfonamidas e cloranfenicol em leite bovino, por CLAE-DAD.
Residuos de fluorquinolonas, ceftiofur e sulfonamidas também foram
pesquisados em alimentos de origem animal como carnes de frango e
suina, figado e musculo bovinos, peixes, ovos e mel, empregando a
técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (BERNAL et al.,
2009; FORTI e SCORTICHINI, 2009; THOMPSON; NOOT, 2005;
LAMBA et al., 2005; HELLER et al, 2002).

Diversos autores descrevem a analise de quinolonas em alimentos
de origem animal, como carnes suinas, de pescado, e de frango. Rambla-
Alegre et a. (2010), Ramos et al. (2003) e Pecordli et al. (2003)
pesquisaram residuos de acido oxolinico, flumequina, enrofloxacino,
difloxacino e sarafloxacino em carnes suina e de pescado, empregando
extragcdo em fase solida e andlises por CLAE-FL/DAD.

Em pesquisa com carne de frango, Schneider e Donoghue (2002)
empregaram CLAE-FL com confirmag&o por espectrometria de massas
em modo tandem, para determinacdo de residuos de ciprofloxacino e
enrofloxacino. JA Bogiali et a. (2009) validaram método para
determinac&o de sete quinolonas em ovos, empregando extragdo aquosa
eandlise por CLAE-MS/MS.

Pesguisas referentes a analise de ceftiofur em alimentos de
origem animal, com excegdo do leite, sdo raramente encontradas na
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literatura.  Embora existam poucos trabalhos recentes sobre a
quantificacdo desse composto em matrizes alimentares, alguns autores
(Beconi-Barker et al. 1995) pesquisaram o antimicrobiano e seu
derivado metabdlico, o desfuroilceftiofur, em tecidos animais como
muscul o, rins, gordura e figado suinos, empregando CLAE-DAD. Mais
recentemente, Mastovska e Lightfield (2008) desenvolveram uma
metodologia multirresiduo para andlise de onze antimicrobianos S-
lactdmicos, entre eles o ceftiofur na forma dissulfeto de cisteina
desfurail ceftiof ur, em figado bovino.

Com relagdo a pesquisa de sulfonamidas em alimentos, Costi,
Sicilia e Rubio (2010) e Posyniak, Zmudzki e Mitrowska (2005)
desenvolveram e validaram metodologia para andlise de sulfonamidas
em carnes suina, bovina, de frango, de peru, e de cordeiro, empregando
CLAE-FL, a partir da derivatizacdo com fluorescamina. Hoff, Barreto e
Kist (2009) analisaram residuos de sulfadiazina, sulfatiazol,
sulfametazina, sulfametoxazol, sulfaquinoxalina e sulfadimetoxina em
rim bovino, empregando eletroforese capilar com deteccdo por
fluorescéncia induzida por laser, para triagem das sulfonamidas, e
CLAE-MSMS para confirmacdo dos residuos. Ja Ito et al. (2000) e
Stoev e Michailova (2000) pesquisaram residuos de sulfonamidas em
musculo, figado e rim bovinos, empregando derivatizacdo pré-coluna
com fluorescamina, em andlises por CLAE-MSMS e CLAE-FL,
respectivamente.

Residuos de sulfonamidas foram pesquisados em ovos por Forti e
Scortichini (2009) e Heller et al. (2002), através de metodologias por
CLAE-MSMS e CLAE-UV/MS/MS, respectivamente. Em andlises por
cromatografia liquida, Bernal et a. (2009), Maudens, Zhang e Lambert
(2004) e Thompson e Noot (2005) pesquisaram sulfonamidas em mel,
empregando detecgBes por fluorescéncia e espectrometria de massas em
modo tandem, respectivamente. Nas andlises por fluorescéncia, os
autores empregaram o reagente fluorescamina para a derivatizacgo das
sulfonamidas.

Em andlises com pescados, Gehring et al. (2006) desenvolveram
um método multirresiduo para andlise de quatorze sulfonamidas em
amostras de salméo, bagre e camardo, empregando a cromatografia
liquida com deteccdo por fluorescéncia.

Na andlise de residuos multiclasse, Li et al. (2008) e Li et al.
(2006) desenvolveram metodologias por CLAE-MSMS, para
determinag&o de quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas em muscul os
suino e de frango, e carne de camarao, respectivamente.
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7 Analise de ceftiofur, sulfonamidas e quinolonas em matrizes
ambientais e biolégicas

Residuos de ceftiofur, sulfonamidas e quinolonas também foram
pesquisados em solos, &guas residuais, lodos de esgoto, estrumes e
fluidos biol6gicos, como urina e plasma sanguineo.

Em andlises ambientais, Zhao, Dong e Wang (2010) e Karci e
Balcioglu (2009) determinaram residuos de sulfonamidas,
fluorquinolonas e tetraciclinas em solos agricolas e estrumes de aves,
suinos e gado, de oito provincias da China, e de trés provincias da
Turquia, respectivamente. Os autores empregaram analises por CLAE-
FL para deteccdo de fluorquinolonas e sulfonamidas, e CLAE-DAD/MS
para deteccdo de tetraciclinas.

Pesquisando residuos antimicrobianos em éguas residuais e lodo
de esgoto, Tong et al. (2009), Lillenberg et al. (2009) e Ben et al. (2008)
desenvolveram metodologias multiclasse para analise de sulfonamidas,
fluorquinolonas, tetraciclinas e cloranfenicol, empregando extragdo em
fase solida e analises por CLAE-MS/MS. Em trabalhos com a mesma
matriz, Raich-Montiu et al. (2007), McClure e Wong (2007) e Renew e
Huang (2004) pesquisaram residuos de sulfonamidas, fluorguinolonas,
macrolideos e trimetropina, empregando CLAE-FL/MS. Ja Puig et al.
(2007) pesquisaram residuos de ceftiofur em &aguas residuais
empregando el etroforese capilar.

A andlise de antimicrobianos em fluidos bioldgicos também é
reportada, como nas metodologias de Puig et al. (2007), Tuerk et al.
(2006), Jacobson, Martinod e Cunningham (2006) e Garcés et al.
(2006). Os autores desenvolveram métodos para andlise de
cefalosporinas, quinolonas e sulfonamidas em urina e plasmas
sanguineos de bovino e suino, empregando analises por CLAE-UV,
CLAE-FL e CLAE-MS.

8 Validagdo analitica

A validacdo de métodos analiticos compreende a comprovagao,
através de fornecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos para
uma aplicagdo ou uso especifico pretendido foram atendidos
(INMETRO, 2003).

De modo a estabelecer regras gerais para 0os métodos analiticos
oficiais de triagem e confirmatérios, quanto & andlise de residuos e
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contaminantes em alimentos, a Unido Européia publicou no Jornal
Oficial das Comunidades Européias, a Decisdo do Conselho (EC) n° 657
de 2002, relativa aos critérios de desempenho de métodos analiticos e a
interpretacdo dos resultados (EUROPEAN UNION, 2002).

Os parametros analiticos, ou critérios de desempenho,
normal mente encontrados para validagdo de métodos de separacdo sdo:
seletividade; linearidade e faixa de trabalho; sensibilidade; precisao;
exatidao; limite de deteccéo; limite de quantificagdo; limite de decisdo
(CCa); capacidade de deteccdo (CCp); e robustez. Os parémetros
analiticos devem ser baseados na intengdo de uso do método (RIBANI
et al., 2004; EUROPEAN UNION, 2002).

Sl etividade

A seletividade compreende a habilidade do método em distinguir
o analito de outras substancias. E uma caracteristica predominantemente
de deteccdo, em que o método distingue a resposta de um analito na
presenca de possiveis interferentes de matriz (EUROPEAN UNION,
2002).

Linearidade e faixa de trabalho

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer
resultados diretamente proporcionais a concentragdo da substéncia em
estudo, dentro de uma determinada faixa de trabalho (SOUZA e
JUNQUEIRA, 2005).

A linearidade é verificada através das curvas analiticas de
calibracdo, determinadas para cada analito, realizando-se a regressio
linear da equagdo da reta, obtida em fungdo da concentragdo do analito
versus a resposta do equipamento de medi¢do, por exemplo, a érea de
um pico cromatogréfico. Para a maioria das técnicas cromatogréficas,
observa-se uma relagdo linear de primeira ordem entre a resposta
instrumental medida (eixo y, varidvel dependente) e a concentragdo do
analito (eixo x, variavel independente) (RIBANI et a., 2004).

Essa relacdo produz uma equagéo de regresso linear y = ax + b,
gue relaciona as duas variaveis X e y e gera os coeficientes de regressdo
a (inclinagdo da curva) e b (interseccdo da curva analitica com o eixo y,
guando x = 0). A equacdo é valida para um determinado intervalo de
concentragdo do analito. O grau de concordancia entre a variavel
independente e a variavel dependente é dado peo coeficiente de
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corrlacdo r°, que deve assumir valores proximos de -1 e +1
(INMETRO, 2003). Valores de I iguais ou superiores a 0,99 e 0,90 sio
recomendados, respectivamente pela ANVISA e pelo INMETRO
(RIBANI et al., 2004).

Para verificar se os pontos encontram-se dentro da regi&o linear
da curva analitica utiliza-se o teste da raz8o entre 0 sina (S) e a
concentragdo (Q), quando (r* = 1) e os pontos encontram-se dentro da
faixa linear, pode-se provar que (S/Q) = a, para todos os valores
experimentais utilizados para construir a curva. Nos casos em que (1 <
1) e dentro da faixa linear, o0 resultado para a razdo (S/Q) é
aproximadamente o valor de a. Conforme normas da IUPAC, os pontos
cujas razbes (S/Q) ndo ultrapassam mais de 5% do coeficiente angular
da reta sdo considerados dentro da faixa linear (SOUZA e
JUNQUEIRA, 2005; PRIMEL, 2003).

Sensibilidade

A senshbilidade do método analitico € representada pela
inclinagdo da curva analitica, sendo expressa pelo coeficiente angular da
reta (SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; EUROPEAN UNION, 2002).

A sensibilidade corresponde & variacdo da resposta do detector em
funcéo da concentracdo do analito (RIBANI et al., 2004).

Precisao

A precisdo, definida em termos de repetibilidade e
reprodutibilidade, avalia a dispersio de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semel hantes
ou padrdes, em condi¢bes definidas. Na repetibilidade, os ensaios sdo
realizados sob as mesmas condicfes, enquanto que na reprodutibilidade
essas condigdes sdo variadas, por exemplo, diferentes dias (RIBANI et
al., 2004).

A precisdo é expressa como 0 desvio padréo relativo (DPR), ou
coeficiente de variagdo (CV), das medigdes realizadas nas andlises
(RIBANI et al., 2004, EUROPEAN UNION, 2002). No caso de
métodos de andlise de substancias com LMR na faixa de 10 a 100 pg
kg™, o coeficiente de variacéo das medices de concentracéo, ndo deve
exceder o valor de 23%, sendo que a reprodutibilidade do método deve
ser inferior a reprodutibilidade obtida na concentracdo equivalente a 0,5
vezes 0 LMR (EUROPEAN UNION, 2002).



50
Capitulo 1 — Revisdo Bibliografica

Exatiddo

A exatiddo de um método analitico pode ser estimada através da
analise de amostras adicionadas com quantidades conhecidas do analito,
através de ensaios de recuperagdo. Esse par@metro avalia o grau de
concordancia entre o valor médio obtido de uma série de resultados de
ensaios e um valor de referéncia aceito (INMETRO, 2003).

Para métodos de andlise de residuos em concentragBes na faixa de
10 2100 pg kg, a média das recuperagdes em cada nivel de fortificagio
devera compreender valores entre 70% e 110% (BRASIL, 2009).

A exatiddo de medigdes em métodos quantitativos confirmatorios
€ aceita em termos de recuperacdo de analitos adicionados em matriz
isenta. Para compostos pesquisados em concentragdes superiores a 10
ng kg™, as recuperacdes podem variar de -20% a +10% (EUROPEAN
UNION, 2002).

Limite de deteccéo e limite de quantificagao

O limite de detecgdo representa a menor concentragdo da
substancia de interesse que pode ser detectada pelo método utilizado,
mas ndo necessariamente quantificada. O limite de quantificacgo
representa a concentragdo minima em que um analito pode ser
guantificado em uma amostra com precisdo e exatiddo aceitaveis nas
condi¢des experimentais. Assim como o limite de deteccdo, o limite de
quantificagc@o geralmente € expresso em unidades de concentragcdo. Para
o cdculo dos limites de deteccdo e quantificagdo podem ser utilizados o
método visual, 0 método da relacdo sinal-ruido e o método baseado em
parémetros da curva analitica (EUROPEAN UNION, 2002).

O método visual consiste na adi¢do de concentragdes conhecidas
da substancia de interesse na matriz a ser analisada, até que sgja possivel
distinguir entre ruido e sinal analitico a menor concentracdo adicionada.
No método da relagéo sinal-ruido, amostras de branco da matriz (matriz
isenta da substancia de interesse) e amostras adicionadas de padréo sdo
analisadas. Através da comparagdo entre as amostras, € estabelecida
uma concentragdo minima em que a substancia gera uma relacdo sinal-
ruido de 3:1, para o limite de detecgdo e uma relagéo sinal-ruido de 10:1
para o limite de quantificagdo (SOUZA e JUNQUEIRA, 2005; RIBANI
et al., 2004).

O método baseado em parametros da curva analitica utiliza-se da
expressao LD = 3,3 x (8/S) e LQ =10 x (9/S) onde, s é a estimativa do
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desvio padr@o do branco, da equac@o da linha de regressdo ou do
coeficiente linear da equagdo e S o coeficiente angular da curva
(RIBANI et al., 2004).

Limite de decisio (CCa) e capacidade de deteccdo (CCp)

Limite de decisdo (CCa) de um método analitico significa o
limite a partir do qual se pode concluir, com uma probabilidade de erro
a, que uma amostra € ndo conforme. A capacidade de deteccdo (CCp)
compreende a menor concentracdo de uma substéncia que pode ser
detectada, identificada e quantificada em uma amostra, com uma
probabilidade de erro f# (EUROPEAN UNION, 2002).

No caso de substancias com limites maximos estabelecidos, a
capacidade de deteccdo € a menor concentracdo em que 0 método é
capaz de detectar concentracdes de limites permitidos, com uma certeza
estatisticade 1-8 (EUROPEAN UNION, 2002).

Robustez

A robustez de um método analitico compreende a sensibilidade
gue este apresenta frente a pequenas variagfes nos seus parametros. As
mudangas avaliadas refletem as alteragcdes que podem ocorrer quando o
método é executado em diferentes instrumentos ou por diferentes
analistas, ou alteracdes no ambiente de andlise (RIBANI et al., 2004;
EUROPEAN UNION, 2002).

A robustez verifica o nivel de reprodutibilidade dos resultados
obtidos em andlises sob diferentes condi¢Bes, por exemplo, diferentes
laboratorios e analistas, alteragcdes operacionais do equipamento, tempo
de extragdo, diferentes lotes de reagentes, e variagdes da amostra. Se 0s
resultados das variagdes estiverem dentro dos limites de exatiddo e
precisdo aceitaveis, 0 método apresenta robustez e as variagBes podem
ser incorporadas ao procedimento (RIBANI et al., 2004; INMETRO,
2003).
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Resumo

O objetivo do trabalho foi desenvolver método para andlise de residuos
de fluorquinolonas, sulfonamidas e ceftiofur em leite, por cromatografia
liguida de dlta €eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia, arranjo de
diodos e espectrometria de massas. Diferentes solventes e condicdes de
pH foram empregados para precipitacdo protéica e extracdo dos
residuos, sendo avaliados os sinais analiticos e a estabilidade dos
compostos, e a presenca de interferentes da matriz. Extracfes liquido-
liquido e em fase sdlida com adsorventes de fase reversa e de troca
idGnica foram empregadas. A fase mével composta por agua ultra pura
2% #&cido acético (pH=3) e acetonitrila (100%) permitiu a melhor
separacao dos compostos. A extracao liquido-liquido apresentou mel hor
resultado na recuperacdo e separacao cromatogréfica dos analitos em
comparacao a extracdo em fase solida. Na andlise de sulfonamidas por
fluorescéncia, a derivatizacdo com fluorescamina apresentou melhores
resultados para os extratos aquosos em comparagdo aos extratos
organicos. A extracdo com &gua ultra pura 10% TCA foi eficiente na
andlise multirresiduo dos compostos em leite. Na andlise confirmatdria
por CLAE-MS/MS, compostos fluorquinolonas e sulfonamidas foram
determinados no leite a partir da extragdo com metanol: agua ultra pura
70:30 (v/v) 0,1% acido formico. Os métodos desenvolvidos permitiram
a deteccdo e identificac8o dos compostos a partir de extracdes liquido-
liquido em | eite.

Palavras-chave: Leite, sulfonamidas, ceftiofur, fluorquinolonas,
multirresiduo.
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1 INTRODUCAO

O uso extensivo de antimicrobianos na medicina veterinaria
acarreta a presenca de residuos em alimentos de origem animal como o
leite, gerando riscos a salde do consumidor e prejuizos na cadeia
produtiva do alimento. N&o obstante, problemas concernentes a
seguranca  alimentar tém se tornado um fendmeno recorrente
(STOLKER; BRINKMAN, 2005; McEVQY, 2002).

Antimicrobianos fluorquinolonas tém ampla aplicacdo na
medicina humana e veterindria no tratamento de infeccbes das vias
urinarias, pulmonares e digestérias. Sua utilizacdo em animais
produtores de alimentos tem gerado grande preocupacdo devido ao
crescente nimero de casos de resisténcia microbiana a esses farmacos
(HERRERA-HERRERA,; HERNANDEZ-BORGES; RODRIGUEZ-
DELGADO, 2009; SCHNEIDER; DONOGHUE, 2002).

Sulfonamidas sdo principalmente utilizadas no tratamento de
infeccdes respiratérias em gado bovino, e seus residuos podem
contaminar o leite, causando reacGes de hipersensibilidade a partir de
sua ingestdo. Um dos farmacos dessa classe, a sulfamerazina, apresenta
potencial carcinogénico, com relatados de tumores de tiredide em
roedores. Outras sulfonamidas sdo associadas a reacOes alérgicas em
humanos (LAMBA et al.; 2005).

O antimicrobiano ceftiofur, da classe das cefalosporinas,
apresenta amplo espectro de agdo contra micro-organismos Gram+
positivo e Gram-negativo, sendo bastante empregado no tratamento da
mastite bovina e infecgdes sistémicas causadas por Salmonella, E. coli, e
Pasteurella (SORENSEN e SNOR, 2000).

Diversas técnicas sdo descritas para andlise de ceftiofur,
sulfonamidas e fluorquinolonas em leite, sendo principalmente
empregada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por
ultravioleta, arranjo de diodos, fluorescéncia e espectrometria de massas
(STOLKER; BRINKMAN, 2005).

Em andlise de alimentos, a matriz alimentar pode interferir no
sinal do detector, reduzindo sua sdletividade. Para andlise de residuos
em leite, é necessario um bom procedimento de limpeza da amostra, ou
a utilizacdo de um detector com maior seletividade para os compostos
pesquisados (LAMBA et a.; 2005). Em métodos multirresiduo,
diferencas estruturais entre compostos antimicrobianos tornam
laboriosos os procedimentos de extragdo e purificagdo comuns aos
analitos (TUERK et al.; 2006).
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O pH do meio exerce grande influéncia na especiacéo quimica de
diferentes compostos antimicrobianos, devido a presenca de
grupamentos funcionais acidos e basicos em suas moléculas (RENEW;
HUANG, 2004).

Um método eficiente para andlise de residuos de fluorquinol onas
deve permitir a quantificacdo e a confirmacao dos compostos, apresentar
baixos niveis de deteccdo, bem como permitir a andlise de multiplos
analitos. A técnica de andlise de fluorquinolonas em detector de
fluorescéncia é altamente sensivel, reprodutivel e ndo destrutiva
(SCHNEIDER; DONOGHUE, 2002). Em andlises por fluorescéncia, a
identificacdo e a quantificacéo sdo realizadas com base no tempo de
retencdo e intensidade do sinal cromatogréfico (MAUDENS; ZHANG,;
LAMBERT, 2004).

As sulfonamidas podem ser analisadas por fluorescéncia através
da derivatizagdo pré ou poés-coluna com o reagente fluorescamina
(RAICH-MONTIU et al., 2007). Drogas veterindrias com grupamentos
basicos, como as sulfonamidas, contém grupos funcionais amino que
podem se ligar a ions hidrogénio formando cétions. Extratos contendo
esses compostos podem ser purificados e concentrados através de
extragdo em fase solida (STUBBINGS et al., 2005). A combinacéo de
extragcdo liquido-liquido com extracdo em fase sblida e derivatizacdo
com fluorescamina tem efeito na seletividade e na deteccdo de
moléculas ndo polares e pouco polares contendo uma fungdo amina
priméria (MAUDENS; ZHANG; LAMBERT, 2004).

As propriedades de aminoacidos aromaticos conferem
fluorescéncia as proteinas do leite, como as caseinas (asi, osy, B, y €k) €
as proteinas do soro a-lactoalbumina e S-lactogl obulina, que apresentam
pelo menos um residuo do aminoacido triptofano, que sob fonte de
radiacao apresenta fluorescéncia nativa (HERBERT et al.; 1999).

O objetivo deste trabalho foi 0 desenvolvimento e otimizacdo de
método analitico para determinacéo de antimicrobianos fl uorquinol onas,
sulfonamidas e ceftiofur em leite bovino pasteurizado, com a deteccado e
identificacdo dos compostos por CLAE-FL/DAD e confirmagdo por
CLAE-MSMS.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Padresanaliticos e reagentes

Padrdes dos antimicrobianos ceftiofur (CEF), enrofloxacino
(ENR), ciprofloxacino (CIP), danofloxacino (DAN), norfloxacino
(NOR), e lomefloxacino (LOM) (Fluka® Steinheim, Alemanha).
Sulfamerazina (SMR), sulfatiazol (STZ), sulfapiridina (SPY),
sulfametoxazol (SMA), sulfaclorpiridazina (SCP), sulfadimetoxina
(SDMX), sulfadoxina (SDX) (Sigma-Aldrich® St. Louis, Estados
Unidos). Reagente derivatizante fluorescamina (Sigma-Aldrich® St.
Louis, Estados Unidos), todos com 99% de pureza.

Os écidos fosforico, tricloroacético (TCA), férmico (AF),
cloridrico e acético, acetato de sodio, hidroxido de sddio e hidroxido de
amdnio, e os solventes organicos acetato de etila e acetona, de pureza
analitica (Vetec® Brasil). Reagente tampdo fosfato (pH=7) (Lafan®
Brasil). Solventes acetonitrila e metanol, pureza grau HPLC (Vetec®
Brasil). Para as andlises cromatogréficas, os solventes organicos foram
filtrados previamente ao uso em membrana PTFE com 0,45 um de
diametro de poro, da marca Millipore® (Massachusetts, Estados Unidos),
e 4gua deionizada foi purificada em sistema Milli-Q Millipore® para
obten¢do de &gua ultra pura.

2.2 Preparo das solugBes padr 6es e estudo da estabilidade

Em andlises por CLAE-FL/DAD, a estabilidade dos analitos foi
verificada em diferentes condicdes de solvente e temperatura. As
solucdes estoque dos padrdes, na concentracdo de 0,1 mg mL™, foram
preparadas em metanol, acetonitrila e em mistura acetonitrila: &gua ultra
pura 1:1 (v/v), e avaliadas nos tempos 0, 15, 30 e 45 dias, com
armazenamento nas temperaturas de 8 e -12 °C.

A estabilidade das solucBes padrdes foi avaliada através da
resolucdo (tempo de retencdo/largura da base do pico - Tr/W) e
intensidade (altura do pico) do sinal analitico dos compostos a partir das
andlises cromatogréficas.
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Para fortificagBio de amostras, solugdes mix dos compostos
ceftiofur, enrofloxacino, ciprofloxacino, danofloxacino, norfloxacino,
lomefloxacino, sulfamerazina, sulfatiazol, sulfapiridina, sulfametoxazol,
sulfaclorpiridazina, sulfadimetoxina e sulfadoxina, foram preparadas
diariamente na concentragdo de 1.000 ng mL™, a partir da diluicdo de
aliquotas das sol ucdes estoque dos padrdes em agua ultra pura.

Para determinac&o dos ions precursores [M+H]" e das transicdes
(m/2) dos antimicrobianos nas andlises por CLAE-MSMS, as solugdes
estoque dos padrdes foram preparadas individual mente na concentraggo
de 0,1 mg mL™, através de dissolucéo em acetonitrila, e armazenadas &
temperaturade -12 °C.

SolugBes intermedidrias na concentracdo de 1 pg mL™ em
acetonitrila foram preparadas para determinacdo dos parametros
operacionais em espectrometria de massas, através de infusdo direta dos
padrfes no sistema ESI-MS/MS para verificagdo do sinal analitico e
identifi cac8io dos compostos pesguisados.

23 Amostras

Amostras de leite fluido bovino pasteurizado, obtido em mercado
local e de mesma marca comercial, foram fortificadas com os analitos e
submetidas ao processo de extragdo.

24  Extracdoem fase solida

Na etapa de limpeza de amostra e concentracdo de analitos, foram
empregados os cartuchos de extragdo em fase solida (solid fase
extraction — SPE): de fase reversa com adsorvente Cig/octadecil/18%,
com 500 mg de massa de adsorvente e 6 mL de volume de reservatério,
da marca Applied Separations® (Allentown, Estados Unidos); e de troca
ibnica, com adsorvente amino quaterndrio trocador de anions (SBAE —
strongly basic anion exchanger), e adsorvente acido benzeno sulfénico
trocador de cétions (SACE — strongly acid cation exchanger), ambos
com 500 mg de massa de adsorvente e 6 mL de volume de reservatério,
da Macherey-Nagel® (Diiren, Alemanha).
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25 Equipamentos e condigdes cr omatogr aficas
251 Anélisespor CLAE-FL/DAD

As andlises por CLAE-FL/DAD foram redlizadas em
cromatgrafo liquido Shimadzu® (Kyoto, Jap&o) equipado com bomba
de alta pressdo modelo LC-20AT, desgaseificador modelo DGU-20As,
forno para coluna modelo CTO-20A e injetor manual com loop de 20
uL, controlador de sistema modelo CBM-20A, e software L Csol utions®
versdo 1.21. A deteccdo dos compostos foi realizada em detector de
fluorescéncia modelo RF-10Ayx., e detector de arranjo de diodos,
model 0 SPD-M20A, da marca Shimadzu® (Kyoto, Japao).

A separacdo cromatogréfica dos compostos foi realizada em
coluna analitica de fase reversa Shim-pack Shimadzu Cig, da série CLC-
ODS(M), de dimensBes 250 mm x 4,6 mm, com didmetro de particula
interna de 5 pum, equipada com pré-coluna analitica Shimadzu C,g, série
G-0DS, de dimensbes 10 mm x 4 mm. A deteccado por fluorescénciafoi
realizada monitorando os comprimentos de onda de excitacao/emissao
em 280/440 nm para as fluorquinolonas, e em 405/495 nm para as
sulfonamidas.

Para a andlise de sulfonamidas, 1 mL do extrato a ser analisado
no cromatégrafo foi derivatizado com 100 pL de fluorescamina 0,1%
(p/v) em acetona. O tempo da reacéo de derivatizacdo foi de 40 minutos,
atemperatura de 25°C. A deteccdo do ceftiofur foi realizada em detector
de arranjo de diodos, através do monitoramento do comprimento de
onda de méaxima absorcéo do composto em 280 nm.

Diferentes composi¢Bes de fase mével foram testadas de modo a
otimizar a separacdo cromatogréfica dos analitos, sendo empregada uma
fase aquosa acidificada (A) e uma fase organica (B). Diferentes acidos
foram utilizados para a acidificacdo da fase aquosa, em diferentes
condig6es de pH. Os &cidos férmico, fosforico e acético foram avaliados
guanto & separacdo dos analitos nos valores de pH 2,5, 3,0 e 3,5,
verificados através de pHmetro (Mettler Toledo® MP 220). Para fase
organica (B) foram avaliados os sol ventes metanol e acetonitrila.

A corrida cromatogréfica foi realizada em modo de euicdo
gradiente, com variagdes na forca do solvente de modo a obter a melhor
separacdo cromatogréfica dos compostos pesquisados. O fluxo da fase
mével foi fixado em 1 mL min™, com volume de injegdo de amostra de
20 pL.
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252 Andlisespor CLAE-MSMS

As analises foram realizadas em cromatdgrafo liquido Alliance
HT 2795 Waters® (Milford, Estados Unidos) equipado com bomba
guaternaria e amostrador automético, com interface para espectrémetro
de massas de triplo quadrupolo Quattro Micro™ APl Micromass®
(Manchester, Reino Unido), com fonte de ionizagdo por eectrospray
(ESI — electrospray ionization) e bomba de infuséo.

A separacdo dos compostos foi realizada em coluna analitica de
fase reversa C;3 Symmetry Waters® (Milford, Estados Unidos), de
dimensdes 75 x 4,6 mm, com didmetro de particula interna de 3,5 pum,
equi pada com coluna de guarda Symmetry Cyg (2.1 x 10 mm).

O sistema ESI-MSMS foi operado no modo positivo,
empregando gas nitrogénio como gas de nebulizacéo e dessolvatacao, e
gas argbnio como gés de colisdo. O fluxo do gas de dessolvatagdo foi
fixado em 400 L h™, atemperatura de 350 °C. A temperatura da fonte de
ionizacdo foi mantida em 120 °C, e a voltagem do capilar fixada em 3
kV. A deteccdo dos compostos foi realizada através do monitoramento
de miltiplas reacbes (MRM — multiple reaction monitoring), com tempo
de medida de massa (dwell time) de 0,1 segundos.

Os parémetros operacionais do espectrometro de massas foram
otimizados a partir de infusdes de solucBes individuais dos padrdes,
através de sonda de amostragem equipada com bomba de seringa. Para
cada antimicrobiano, a voltagem do cone e a energia de colisdo foram
determinadas através de infusdes de solugbes intermediarias na
concentracdo de 1 pg mL™. Um fon precursor [M+H]" e dois produtos
de transicdo (m/z) foram determinados e monitorados para cada
composto, com a confirmacdo dos analitos através da reacéo
massa/carga de seus fragmentos m/z, apds a quebra molecular do ion
precursor selecionado a partir da biblioteca de dados do software
Masslynx® versdo 4.1, da Micromass® (Manchester, Reino Unido).

Duas composicoes de fase movel foram testadas para a
separacdo cromatografica dos analitos, sendo uma composta por fase
mével aquosa (A) agua ultra pura 0,1% é&cido férmico e fase organica
(B) acetonitrila, e a outra composta por fase méve aguosa (A) agua
ultra pura 0,1% acido férmico e fase organica (B) acetonitrila 0,1%
4cido férmico. O fluxo da fase mével foi fixado em 0,4 mL min™ e o
volume de injec&o de amostrafoi 20 pIL.
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2.6 Desproteinizacdo de amostras e andlise de interferentes por
CLAE-FL/DAD

A desproteinizacédo do leite foi realizada na etapa de preparo de
amostra para remocao de interferentes da matriz. Os solventes metanol,
acetonitrila, dgua ultra pura e a mistura metanol: acetonitrila 1:1 (v/v)
foram avaliados quanto a preci pitacao proteica na amostra.

Para avaliaco do agente acidificante, os solventes foram
acidificados com os acidos férmico, fosférico, acético e tricloroacético,
nas concentracdes 10, 20 e 30%, e adicionados individualmente em
amostras de 1 g da matriz isenta de analitos, e da matriz fortificada com
os analitos na concentracdo de 100 ng mL ™. Apds homogeneizacdo
(Biomixer® QL-901), as amostras foram submetidas & centrifugacdo a
1.000 g (Centrifuga Janetzki® K24) por 40 minutos. O precipitado
proteico foi descartado e os sobrenadantes |impidos foram filtrados duas
vezes em membranas de PTFE descartaveis com 0,45 um de poro, e
injetados no cromatdgrafo. A eficiéncia do sol vente na desproteinizacéo
do leite foi avaliada quanto a presenca de interferentes nos
cromatogramas.

2.7 Andlisespor CLAE-FL/DAD
2.7.1 Extracdoem fase solida

A extracdo em fase sdlida (SPE) foi realizada previamente as
analises por CLAE-FL, de acordo com Gamba et al. (2009), Hermo et
al. (2008), Lamba et al. (2005), Stubbings et al. (2005), Maudens, Zhang
e Lambert (2004), Renew e Huang (2004), para limpeza da amostra e
purificacdo de analitos em cartuchos de SPE.

Na extracdo em fase oSOlida, foram testadas diferentes
composicdes de solventes para condicionamento, lavagem e € uicdo dos
analitos em adsorventes dos tipos Ci;g, amino quaternario e acido
benzeno sulfénico. Previamente a extracdo, foi empregada a etapa de
desproteinizacdo de amostras com os solventes metanol 10% TCA, agua
ultra pura 10% TCA e acetonitrila 10% TCA.

A Tabela 2.1 apresenta as etapas de condicionamento e eluicéo
realizadas em cada material adsorvente para extragdo em fase sdlida dos
residuos anti microbianos.
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Tabela 2.1. Condicionamento e duicdo empregados nos diferentes
adsorventes para extracdo em fase solida de residuos de fluorquinol onas
e sulfonamidas em leite pasteurizado.

Adsorvente

Condicionamento

Eluicéo

C18

Acido
benzeno
sulfénico

Amino
guaternario

(1) 5 mL acetato de eila
+

5 mL acetato de etila:
acetona: acido acético
(10:10:1, viv)

) 5 mL MeOH
+

5 mL &gua ultra pura

(@) 5 mL MeOH: MeCN:
&cido acético (5:5:1, v/v)

(b) 5mL MeCN 1% é&cido
acético

(c) 5mL MeCN: sal. 5%
acetato de amoénio
(10: 0,5, viv)

(3) 5 mL MeOH
+

5 mL &gua ultra pura

(4  5mL MeOH
+
5 mL tampéo fosfato pH
7,0

(d 5mL MeOH : MeCN
(1:1, viv)

(e 5mL MeOH

(f) 5mL NH4OH 40%:
MeOH (1:1, viv)

(5) 5mL MeOH
+
5 mL agua Milli-Q
+
5 mL acetato de etila

(6) 5mL MeOH
+

5 mL &gua ultra pura

(9 5mLHCI1IM

(h) 5 mL acetato de sodio
0,1M 10% NaCl
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Apbs a centrifugacéo dos extratos da matriz fortificada com os
analitos, os sobrenadantes foram transferidos para os cartuchos de SPE
pré-condicionados com solventes, ou misturas de solventes organicos
como metanol, acetonitrila, acetato de etila e acetona, conforme as
metodol ogias descritas por Kinsella et al. (2009), Tuerk et al. (2006) e
Renew e Huang (2004).

A €luicdo dos compostos foi avaliada para diferentes condicoes
de solvente e pH, a partir das recuperacfes obtidas para os analitos,
expressas em valores de &rea dos picos cromatograficos.

2.7.2 Extracdo liquido-liquido

Para extracdo dos residuos, os seguintes solventes extratores
foram avaliados. metanol 10% TCA, acetonitrila 10% TCA, &gua ultra
pura 10% TCA, metanol: acetonitrila 1:1 (v/v), metanol e acetonitrila.

Amostras de 1 g de |eite pasteurizado foram pesadas em tubos de
polipropileno e homogeneizadas através de agitacdo (Biomixer® QL-
901) por 20 segundos. As amostras foram fortificadas com os analitos
na concentragcdo do LMR para cada antimicrobiano, a partir da solugdo
mix dos padrdes em &gua ultra pura, na concentracdo de 1 pug mL™
Apbs homogeneizacdo, as amostras foram deixadas em repouso por 20
minutos, permitindo o equilibrio entre os anti microbianos e a matriz.

Para a extracdo dos compostos, 2 mL de solvente extrator foram
adicionados aos tubos, seguido de agitacéo por 30 segundos. Os extratos
foram transferidos para tubos de vidro de centrifuga, e os residuos
lavados sequencialmente com 3 vezes de 0,5 mL de &gua ultra pura,
sendo acrescentados aos extratos. Os extratos foram submetidos a
centrifugacdo a 1.000 g (Centrifuga Janetzki® K24) por 40 minutos. Os
precipitados foram descartados e o0s sobrenadantes submetidos
novamente a centrifugacéo, sob as mesmas condicdes. Os precipitados
foram descartados e os sobrenadantes coletados em seringas de
polipropileno, para filtragdo em membranas PTFE descartaveis de 0,45
um de poro.

Os filtrados foram coletados em tubos de vidro e uma aliquota de
1 mL foi retirada para derivatizacdo das sulfonamidas com reagente
fluorescamina 0,1% (p/v) em acetona. A proporcao entre solucdo do
reagente derivatizante e amostra foi investigada através da adicdo de
aliquotas de 0,1 a 0,5 mL do reagente. Apds 40 minutos em temperatura
de 25°C, 20 L foram analisados no cromatégrafo.
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2.8 Extracdo liquido-liquido em andlisespor CLAE-MSIM S

Para extracdo dos compostos, foram avaliados os solventes: agua
ultra pura 10% TCA, acetonitrila 2% é&cido acético, acetonitrila 0,1%
AF, e metanol: agua ultra pura 70:30 (v/v) 0,1% AF.

Aliquotas de 500 pL de leite pasteurizado foram transferidas para
tubos tipo Eppendorf® com capacidade para 1,5 mL, e submetidas &
agitacdo (Biomixer® QL-901) por 20 segundos para homogeneizaczo.

As amostras foram fortificadas no nivel do LMR para cada
comPosto, a partir de solucdo mix dos padrdes na concentracdo de 1 ug
mL™ em é&gua ultra pura, seguindo-se agitacdo por 30 segundos. As
amostras foram mantidas em repouso por 20 minutos para o equilibrio
entre os antimicrobianos e a matriz. Em seguida, 500 pL de solvente
extrator foram adicionados. Apos agitacdo por 30 segundos, a mistura
foi submetida & centrifugagdo a 2.200 g (Centrifuga Sigma® 1-15 PK)
por 20 minutos, a temperatura de O °C. Aliquotas de 500 ulL dos
sobrenadantes foram transferidas para frascos de injecao e diluidas com
500 puL de fase movel, procedendo-se a andlise cromatogréfica.

3  RESULTADOSE DISCUSSAO
3.1 Estabilidade das solucfes padr des

As solugBes dos padrbes em metanol, acetonitrila e acetonitrila:
agua ultra pura 1:1 (v/v) foram analisadas por CLAE-FL/DAD nos
tempos 0, 15, 30 e 45 dias, sendo as solugbes mantidas as temperaturas
de8e-12°C.

Na andlise das fluorquinolonas, para todas as condigcdes de
solvente e temperatura empregadas, os resultados do estudo de
estabilidade foram semelhantes para todos os compostos da classe
(norfloxacino,  ciprofloxacino, danofloxacino, enrofloxacino e
lomefloxacino) devido as similaridades na estrutura de suas moléculas.

Para as solucbes em acetonitrila: 4gua ultra pura 1:1 (v/v), foram
observadas redugdes no sinal cromatogréfico de todos os analitos da
classe, enquanto que para solugbes em metanol, o aumento de
intensidade analitica foi observado para todos os compostos
fluorquinolonas, demonstrando que a estabilidade de cada composto nos
diferentes solventes empregados foi similar entre os anti microbianos da
classe. Considerando a forte emissdo fluorimétrica das fluorquinol onas e
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a ata sensibilidade do detector de fluorescéncia, os compostos foram
analisados na concentracdo de 100 ng mL™, a partir da diluicdo de
aliquotas das sol u¢Bes estoque nos sol ventes avaliados.

Quanto a estabilidade das fluorquinol onas a temperatura de 8 °C,
em acetonitrilaz dgua ultra pura (1:1, v/v), as solucdes padrdes
demonstraram uma diminuicdo no sinal analitico dos farmacos entre os
tempos 0 e 15 dias, e 0 aparecimento de picos cromatograficos de
estruturas de degradacao, observados através de seus tempos de retencéo
e coeluicdo com os analitos, nos tempos de 30 e 45 dias. Para as
solucdes em acetonitrila analisadas nos tempos 0, 15 e 30 dias, os sinais
analiticos das fluorquinol onas mantiveram-se estaveis, considerando que
0s picos cromatogréaficos observados ndo apresentaram diminuicdes na
intensidade do sinal (altura do pico). Entretanto, foi observada
diminuicdo da resolucdo dos picos, que se apresentaram mais largos no
tempo de 45 dias. Os resultados estédo de acordo com Cinquina et al.
(2003), que relataram a estabilidade de compostos fluorquinolonas em
acetonitrila por até quatro semanas, quando armazenados a temperatura
de -20 °C. Apos esse periodo, os autores relataram diminuigdes no sinal
analitico dos farmacos.

As fluorquinolonas em metanol a temperatura de 8 °C,
mantiveram-se estavels até o tempo de 30 dias, apresentando maior
resolucdo cromatografica em comparacao as solucdes preparadas em
mistura acetonitrila: dgua ultra pura e em acetonitrila. No tempo de 45
dias, uma diminuic¢do da resolugéo dos picos foi observada.

Para as soluces de fluorquinolonas a temperatura de -12 °C,
diminuicbes de snal analitico e o aparecimento de picos
cromatograficos adjacentes ou deformidades dos picos dos compostos
somente foram verificados no tempo de 45 dias, mantendo sina
analitico estavel nos tempos de 15 e 30 dias, quando em solugdo nos
sol ventes metanol e acetonitrila: agua ultra pura 1:1 (v/v).

Dessa forma, as solugdes estoque de fluorquinolonas foram
preparadas em metanol de modo a permitir 0 armazenamento a
temperatura de -12 °C, com base na metodologia desenvolvida por
Marazuela e Moreno-Bondi (2004), que em pesguisa com residuos de
fluorquinolonas, relataram que solucdes dos padrfes em metanol séo
estaveis por até 30 dias em temperaturas de até 4 °C.

Quanto a estabilidade das sulfonamidas a temperatura de 8 °C,
nas trés solugdes avaliadas (metanol, acetonitrila e acetonitrila: 4gua
utra pura 11, v/v), os compostos sulfapiridina, sulfatiazol,
sulfamerazina, sulfadoxina, sulfametoxazol, sulfadimetoxina e
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sulfaclorpiridazina apresentaram diminuicdo da intensidade do sina
analitico no tempo de 30 dias, estando de acordo com o reportado por
Hoff, Barreto e Kist (2009), Zheng et al. (2008) e Huang, Y uan e Huang
(2007), que em pesguisas com 0S mesmos residuos, relataram a
estabilidade dos compostos em solventes como metanol, acetonitrila e
agua, por até 30 dias quando armazenados sob temperaturas de
refrigeragéo.

Na temperatura de -12 °C, as sulfonamidas mantiveram sinal
analitico estavel durante todos os periodos avaliados, demonstrando que
ndo houve degradacdo dos compostos ou alteracdes estruturais passiveis
de interferéncia na intensidade analitica (altura do pico) dos produtos da
derivatizacso.

No processo de derivatizagdo das sulfonamidas realizado no
solvente aquoso (acetonitrila: dgua ultra pura 1:1, v/v), os picos dos
compostos apresentaram as mel hores resolugdes analiticas, permitindo a
melhor separacdo cromatogréfica em comparagdo aos compostos
derivatizados em metanol e acetonitrila, que demonstraram picos
disformes eirregulares. Todavia, de modo a permitir 0 armazenamento a
-12 °C, as solucBes estoque das sulfonamidas foram preparadas em
acetonitrila, sendo que para o desenvolvimento do método, as solucdes
trabalho para fortificagdo de amostras foram preparadas diariamente
através de diluicdo com agua ultra pura, suprimindo alteracdes
conformacionais dos picos cromatogréficos verificadas com a
derivatizacdo dos extratos organicos.

Os derivados fluorescentes da reacdo das sulfonamidas com
fluorescamina mantiveram-se estéveis por até quatro horas apés a
reacdo, corroborando as observacgdes de Hoff, Barreto e Kist (2009), que
relataram diminuigbes significativas na intensidade fluorimétrica de
sulfonamidas derivatizadas, quatro horas apds a reagdo com
fluorescamina.

Na avaliacdo da estabilidade do ceftiofur em solucbes padrées
armazenadas nas temperaturas de 8 e -12 °C, o sinal analitico do
composto permaneceu estavel em todos os tempos avaliados (0, 15, 30 e
45 dias), para todos os solventes empregados. A solucdo estoque de
ceftiofur foi preparada em metanol, de modo a permitir o
armazenamento a temperatura de -12 °C. Os resultados encontrados
estdo de acordo com os relatados na literatura para compostos
cefal osporinas.
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Em pesquisas distintas avaliando a estabilidade do ceftiofur e
outras cefalosporinas, como cefalexina e cefazolina, os autores Becker,
Zittlau e Petz (2003) e Becker, Zittlau e Petz (2004) relataram a
estabilidade desses compostos em agua, metanol e em mistura
acetonitrila: &gua ultra pura 1:1 (v/v), por até seis meses a temperatura
de -25 °C. Neste trabalho, as solucbes estoque dos analitos foram
armazenadas a temperatura de -12 °C por no maximo trinta dias.

3.2 Determinacio de ions precursores [M+H]" e otimizagdo das
transices (m/2) em sissema ESI-MSM S

Com as infusdes das solucbes intermedidrias no sistema ESI-
MS/MS operando no modo positivo, os fons precursores [M+H]* foram
gerados ap0s aionizacdo na fonte de eletrospray, e duas transicdes (ions
produtos) foram obtidas e sdlecionadas para qualificacdo e confirmacéo
dos compostos. O ion produto de maior intensidade foi identificado
como ion qualificador do composto, e o ion produto de menor
intensidade foi determinado como ion confirmatério para identificagdo
inequivoca dos antimi crobianos.

O monitoramento de multiplas reacbes (MRM) permitiu observar
as transicOes N/z dos ions precursores do norfloxacino, ciprofloxacino,
enrofloxacino, sulfatiazol, sulfamerazina, sulfaclorpiridazina,
sulfadoxina, sulfametoxazol, e sulfadimetoxina. A otimizacdo dos
parémetros voltagem do cone e energia de colisdo gerou fragmentos
(transi¢Bes m/z) de maior intensidade.

As energias de colisdo aplicadas variaram de 10 a 40 eV, e a
voltagem do cone de 25 a 45 V. Os par@metros otimizados para cada
analito estéo apresentados na Tabela 2.2.
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Tabela 2.2. Pardmetros otimizados do monitoramento de multiplas
reacdes para deteccdo de fluorquinolonas e sulfonamidas por ESI-
MS/MS, com ainfusdo dos compostos na concentragdo de 1 pg mL™ em

acetonitrila. ] ]
MM _I on I(_)n de ) Voltagem
(gmol™) qual |£| cador confirmag&o do cone
(Ent; eV) (Ent,) eV) V)
NOR 319,3 320,2( 1>7)302,2 320,0( 22)276,2 40°
clp 3313 332,2(1>7)288,2 332,2(2>5)245,2 40
ENR 359,3 360,3(’2>5)316,2 360,3(’2>5)245,2 45
STZ 2553 256,(21>5)155,9 256,(22>8)107,8 30
SMR 264,3 265,2(1>5)107,7 265,2(3>0)156,0 35
scp 2847 285,(22>5)155,9 285,(21>5)107,7 30
SDX 310,3 311,?(>1>8)107,7 311,?(>2>0)140,0 30
SDMX 310,3 311,(22>0)155,9 311,(22>5)107,8 35
SMA 2533 254,(21>5)155,9 254,2)22)91,6 30

NOR=norfl oxacino,

STZ=sulfatiazol,

ClP=ciprofloxacino,
SMR=sulfamerazina,

ENR=enrofl oxacino,

SCP=sulfaclorpiridazina,
SD X =sulfadoxina, SDM X =sulfadi metoxina, SMA=sulfametoxazol.

@ Energia de colisio em eetrovolts.
® {on precursor [M+H]" do analito.
“Voltagem do cone em volts.

Na determinacdo dos ions precursores dos analitos, os valores
empregados de energia de colisdo e voltagem do cone permitiram a
deteccdo dos compostos a partir de fragmentos de maior intensidade. Na
andlise dos ions qualificadores e confirmatérios através do MRM, a
ionizacdo em fonte de eletrospray operando em modo positivo gerou
fons precursores com maior intensidade analitica em comparagdo a
ionizag&o no modo negativo.



69
Capitulo 2

Para as fluorquinolonas, a energia de colisdo e a voltagem do
cone variaram de 17 a 25 eletrovalts e de 40 a 45 volts, respectivamente.
Para as sulfonamidas, os fragmentos de maior intensidade foram
produzidos com a voltagem do cone entre 30 e 35 valts, e energia de
colisdo variando de 15 a 25 eetrovalts.

Os valores determinados na otimizacdo dos parametros
operacionais coincidem com os relatados por Hermo et al. (2008) e
Thompson e Noot (2005), que em analises por espectrometria de massas
empregaram variagoes de voltagem do cone entre 38 e 45 V, e energia
de colisBio entre 12 e 22 eV, para andlise de fluorquinolonas e
sulfonamidas, respectivamente.

O ion precursor e os fragmentos m/z monitorados para cada
analito estdo de acordo com os reportados na literatura em andlises de
sulfonamidas e fluorquinol onas por espectrometria de massas.

Os ions qualificadores m/z dos compostos ciprofloxacino (288,2)
e enrofloxacino (316,2) coincidem com os fragmentos monitorados para
0s mesmos compostos por Hoof et al. (2005). Para o norfloxacino, o ion
de confirmagdo (276,2) foi monitorado na pesquisa desenvolvida por
Bogiali et al. (2009). Em relagdo as sulfonamidas, 0s ions precursores
determinados para sulfatiazol (256,0), sulfamerazina (265,2),
sulfaclorpiridazina (285,0), sulfadoxina (311,3), sulfadimetoxina (311,0)
e sulfametoxazol (254,0) correspondem aos ions monitorados por Zheng
et al. (2008) e Thompson e Noot (2005), em trabalhos com os mesmos
compostos por CLAE-MS/MS.

Os antimicrobianos ceftiofur e danofloxacino apresentaram
transices de i ntensidade muito baixa e insuficiente para confirmacado do
jon qualificador. Dessa forma, esses compostos ndo foram analisados
emsistema ESI-MS/MS.

3.3 Desproteinizacdo de amostras e andlise de interferentes por
CLAE-FL/DAD

Como o leite compreende uma matriz alimentar complexa,
composta por proteinas, lipidios, vitaminas e minerais, a etapa de
limpeza da amostra foi realizada de modo a suprimir a interferéncia
desses compostos através da desproteinizacdo da matriz.

Os solventes metanol, acetonitrila, dgua ultra pura e a mistura
metanol: acetonitrila 1:1 (v/v), acidificados com os acidos férmico,
fosférico, acético e tricloroacético, permitiram a precipitagdo das
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proteinas do leite e a separacdo do precipitado através de centrifugagao,
para todas as concentracfes de acido avaliadas (10, 20 e 30%).

Na etapa de desproteinizacdo, a acidificacdo com os acidos
formico, fosforico, acético e tricloroacético, em valores de pH proximos
a 4,5 permitiu a formacdo do precipitado de proteinas insolUveis
(caseinas) associadas a moléculas lipidicas retidas, passives de deteccéo
por arranjo de diodos e fluorescéncia. As anadlises dos extratos de
solventes acidificados com os acidos acético, fosforico e formico
demonstraram a presenca de picos cromatograficos caracteristicos, com
0S mesmos tempos de retencéo em todos 0s cromatogrameas obtidos por
CLAE-FL. Embora a precipitacdo proteica em pH 4,5 tenha sido efetiva
para remocgdo de proteinas insolUveis, cerca de 20% das proteinas totais
do leite sdo solliveis nesse valor de pH, compreendendo componentes da
matriz que nao ficaram retidos no precipitado proteico.

As interferéncias verificadas na desproteinizacdo com os écidos
acético, fosforico e formico foram provavelmente reativas a
componentes do leite que ndo foram suprimidos na etapa de
desproteinizagdo, como as proteinas solUveis do soro e vitaminas, que
sA0 passiveis de emissao fluorimétrica (Hebert et al., 1999 e Bianchini e
Penteado, 2000). Na desproteinizacdo empregando o &cido
tricloroacético, os cromatogramas obtidos ndo apresentaram picos de
interferentes, comprovando que a utilizacdo de TCA como agente
acidificante na etapa de limpeza de amostra foi mais €ficiente para
remocao de interferentes da matriz, em comparac&o aos &cidos acético,
fosforico e férmico.

Avaliando as concentracfes de TCA (10%, 20% e 30% TCA)
para precipitacdo proteica e remocdo de interferentes da matriz, a
desproteinizagdo com os solventes avaliados (metanol, acetonitrila, agua
ultra pura e metanol: acetonitrila 1:1, v/v), foi eficaz para todas as
concentracdes de acido tricloroacético testadas, uma vez que ndo foram
verificados interferentes da matriz nos tempos de retencdo dos
compostos hos cromatogramas obtidos por CLAE-FL/DAD. Portanto,
para o desenvolvimento do método, a menor concentracdo de &cido
tricloroacético foi selecionada para preci pitacdo proteica na matriz.

Resultados semelhantes na desproteinizacdo do leite foram
descritos por Herrera-Herrera, Hernandez-Borges e Rodriguez-Delgado
(2009), Mamani, Reys e Rath (2009), Rodriguez, Moreno-Bondi e
Marazuela (2008), Hoof et al. (2005) e Cinquina et a. (2003), que
relataram maior eficiéncia na remogdo de interferentes empregando
sol ventes aci dificados com TCA.
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Com relacdo a eficiéncia dos agentes acidificantes em amostras
fortificadas, a precipitagdo proteica com os acidos acético, fosforico e
formico demonstraram diminuicbes no sinal analitico das
fluorquinolonas ap0s a extracdo no leite, provavelmente devido a
interacBes entre as proteinas da matriz e 0s compostos, concordando
com Ho et al. (2004), que descreveram que as baixas recuperacfes na
extracdo de fluorgquinolonas em leite podem ser atribuidas a ligagdes
entre os antimicrobianos e as proteinas da matriz.

Entretanto, a precipitacdo com TCA demonstrou um aumento no
sinal analitico dos compostos em relacdo a precipitacdo com 0s outros
acidos empregados. Os resultados coincidem com os relatados por
Hermo et al. (2008) e Marazuela e Moreno-Bondi (2004), que
observaram aumento significativo nas recuperacées de fluorquinolonas
com a extragdo dos compostos a partir da precipitagdo proteica com
sol vente organico acidificado com TCA.

A Figura 2.1 apresenta os cromatogramas do branco da matriz
obtidos na etapa de desproteinizacdo do leite com metanol 10% TCA.

Os picos observados no inicio dos cromatogramas, com tempo de
retencdo (Tgr) préximo a 5 minutos e localizados no tempo morto (Ty)
da corrida cromatogréfica, sdo caracteristicos de solventes da fase
movel.

Nos cromatogramas (A) e (B), observa-se a linha de base do
detector sem a presenca de picos cromatograficos apos a andlise do leite
ndo fortificado com analitos, demonstrando que a desproteinizacdo com
solventes acidificados com acido tricloroacético foi efetiva para
remocdo de interferentes da matriz. Ruidos da linha de base devido a
interferéncias espectrais da matriz ou de reagentes ndo foram
observados com a escala do cromatograma para andlise dos compostos
nas concentracdes de fortificacéo das amostras (100 ng mL™).
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Figura 2.1. Cromatogramas do branco da matriz (n=20). Andlise de
leite pasteurizado (A) por fluorescéncia (FL) e (B) arranjo de diodos
(DAD).

Em andlises por CLAE-FL, qualquer composto presente no leite
gue apresente fluorescéncia nativa pode causar interferéncias passiveis
de visualizacdo cromatografica.

A vitamina riboflavina, de fluorescéncia nativa, foi considerada
um potencial interferente da matriz. Entretanto, de acordo com Hu et al.
(2007) Ruppertz et al. (2006) e Su e Lin (2003), esse composto é
pesquisado em detectores fluorimétricos em comprimentos de onda de
excitagcdo na faixa de 467-474 nm, e comprimentos de onda de emissio
na faixa de 515-520 nm, compreendendo faixas espectrais diferentes das
empregadas no método desenvalvido.

A classe das fluorquinolonas apresentou excitacdo molecular no
comprimento de onda de 280 nm, com espectro de emissdo em 440-450
nm. Ja as sulfonamidas, apds reacdo de derivatizacdo, apresentaram
espectro de excitagdo e emissdo moleculares, nos comprimentos de onda
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de 400-405 nm e 490-495 nm, respectivamente. Assim, a deteccao dos
compostos permitiu a identificacdo e a separacdo cromatogréfica dos
antimicrobianos sem a interferéncia de compostos da matriz nos
cromatogramas.

A identificacdo do antimicrobiano ceftiofur foi realizada em
detector de arranjo de diodos no comprimento de onda da faixa do
ultravioleta de 280 nm, em que 0 composto apresentou espectro de
absor¢do méxima e maior intensidade de sinal analitico.

No comprimento de onda monitorado, possiveis interferéncias
das proteinas sollveis do soro foram suprimidas, uma vez que as
proteinas a-lactoalbumina e p-lactoglobulina sdo analisadas no
comprimento de onda de 214 nm, segundo reportado por Almécija et al.
(2007), em pesquisa com proteinas do soro empregando CLAE-UV.

3.4  Otimizagdo dos par dmetr os cr omatogr aficos
3.4.1 Andlisespor CLAE-FL/DAD

Na andlise dos residuos de antimicrobianos por CLAE, o pH da
fase movel influencia o carreamento dos compostos ao longo da coluna,
permitindo a interagdo entre os analitos e a fase estacionaria. Variaces
de pH (pH=2,5, 3,0 € 3,5) e da forca do solvente (metanol e acetonitrila)
permitiram a elui¢do dos antimicrobianos conforme suas caracteristicas
fisico-quimicas de sol ubilidade.

As fluorguinolonas, que apresentam maior polaridade em rdlacdo
as sulfonamidas e ao ceftiofur, foram primeiramente e uidas da coluna,
devido aos grupamentos carboxilicos livres na estrutura das moléculas,
apresentando menor interacdo com a camada estacionaria de fase
reversa octadecil Cqg. Os compostos sulfonamidas, de menor polaridade
em relacdo ao composto ceftiofur devido aos grupamentos amidas livres
das moléculas, foram retidos mais fortemente a camada octadecil,
apresentando 0s maiores tempos de retengdo cromatogréfica entre os
analitos pesqguisados.

A acidificacdo da fase movel aquosa com os é&cidos formico,
fosférico e acético, nos valores de pH 2,5, 3,0 e 35, permitiu a
identificacdo e a deteccdo dos analitos nos cromatogramas obtidos por
CLAE-FL/DAD, entretanto, a acidificacdo com écido acético, permitiu a
melhor separagdo dos compostos, em menor tempo de corrida
cromatogréfica, em relacio aos outros &cidos utilizados. A resolucdo e a
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intensidade (altura) dos picos cromatogréficos ndo demonstraram
alteracdes entre os diferentes val ores de pH aplicados.

Dentre as fases organicas avaliadas (metanol e acetonitrila), a
utilizac8o de acetonitrila como fase movel organica permitiu a duicéo e
deteccdo dos compostos em menor tempo de corrida cromatografica, e
melhor resolucdo (menor Tgr/W) dos picos dos compostos, em
comparagdo a elui¢do com o solvente orgénico metanol.

Avaliando a separacéo cromatogréfica dos analitos, a combinacéo
da fase mdvel composta por (A) agua ultra pura 2% acido acético,
pH=3,0, e (B) acetonitrila, em modo de eluicéo gradiente, foi eficiente
na andlise das fluorquinolonas e sulfonamidas por fluorescéncia, e do
ceftiofur por arranjo de diodos, permitindo a separacdo dos onze
antimicrobianos pesquisados em 44 minutos de corrida cromatogréfica,
com sete minutos de recondi cionamento da coluna.

Quanto a derivatizacdo e analise das sulfonamidas, a composi¢ao
de fase mével empregada, em valor de pH igual a 3,0, permitiu a
deteccdo e a separacdo dos compostos por fluorescéncia A
derivatizacdo com 100 pL de fluorescamina 0,1% (p/v) em acetona,
realizada em aliquota de 1 mL do extrato, apresentou derivados
fluorescentes estavels por até quatro horas, apresentando boa
intensidade de sina analitico, e boa resolugdo dos picos
cromatograficos. Os resultados estdo de acordo com Posyniak, Zmudzki
e Mitrowska (2005) e Stoev e Michailova (2000), que relataram que na
andlise de sulfonamidas derivatizadas, a faixa de pH 6timo da fase
movel é entre 2,5 e 3,5, compreendendo a faixa de pH em que os
derivados da reacdo adquirem propriedades fluorescentes através das
ligagBes de hidrogénio formadas.

3.4.2 Andlisespor CLAE-MSMS

A fase aquosa (A) constituida de agua ultra pura 0,1% &cido
formico (pH=5,7) permitiu a melhor volatilizacdo da fase mével durante
a ionizacdo na fonte de eetrospray, gerando fragmentos com boa
intensidade analitica. A acidificacdo da fase moévd organica
(acetonitrila) com acido formico resultou no aumento da intensidade das
transicoes m/z dos analitos.

Resultados semel hantes foram descritos por Zhang, Ren e Bao
(2009), Garcés et al. (2006) e Ito et al. (2000), que relataram aumento na
volatilidade da mistura de fase mével a partir da acidificagdo com acido
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formico, com aumento da intensidade analitica dos compostos
pesquisados em sistema ESI-MS/MS.

As condicdes de fluxo (0,4 mL/min) e composicao de fase movel,
e o gradiente de duicdo empregado permitiram a separacdo de trés
compostos fluorquinolonas e seis compostos sulfonamidas, sem a
utilizacdo de tampdes de fase mével, aquecimento de coluna analitica,
ou alteracBes de fluxo para me hor separacéo de analitos.

A separacdo dos antimicrobianos pesquisados ndo representou
um ponto critico na deteccdo dos compostos por espectrometria de
massas, uma vez gque 0s mesmos foram separados e identificados a partir
de gradiente de duicdo simples, com menor tempo de corrida
cromatogréfica, e menor tempo de recondicionamento de coluna, em
relacdo as andlises por CLAE-FL/DAD. A fase mével organica (B)
atingiu a concentracdo maxima de 98% em apenas 15 minutos de
corrida, sendo suficiente para separacdo e deteccéo seletiva dos analitos
através do monitoramento de multiplas reacdes (MRM).

A Tabda 2.3 apresenta os gradientes de € uicdo otimizados para
separacéo cromatografica dos antimicrobianos nas analises por CLAE-
FL/DAD e CLAE-MS/MS.

Tabela 23. Gradiente de €uicdo otimizado para separacéo
multirresiduo de sulfonamidas, fluorquinolonas e ceftiofur extraidos do
leite, nas andlises por CLAE-FL/DAD e CLAE-MS/MS.

CLAE-FL/DAD CLAE-MSMS
. (B) MeCN Tempo (B) MeCN 0,1% AF
Tempo (min) (%) (min) (%)
0 10 0 2
11 214 15 98
14,5 40 17 98
17 45,1 20 2
23 51,1 23 2
28 51,9
30 70
31 100
36 100
37 10

44 10
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35 Extragdoem fase solida

A extracdo em fase sdlida constituiu etapas de condicionamento
do material adsorvente com solventes ou mistura de solventes, seguida
pela aplicagdo da amostra no cartucho, lavagem de impurezas e
interferentes da matriz, e duicdo dos analitos. A etapa de SPE foi
realizada subsequentemente a desproteinizacao das amostras fortificadas
com fluorquinol onas e sulfonamidas na concentrac&o de 100 ng mL™. O
antimicrobiano ceftiofur ndo foi pesquisado durante o desenvolvimento
do método de extracdo em fase sdlida, uma vez que o procedimento foi
empregado para andlise em detector de fluorescéncia.

Em testes preliminares, a etapa de lavagem dos cartuchos foi
realizada com 2 mL de agua ultra pura, para retirada de interferentes do
leite, como proteinas e vitaminas hidrossolUveis. Todavia, nos
cromatogramas obtidos, os picos cromatograficos dos compostos ndo
foram observados, 0 que pode ser explicado por perdas durante a etapa,
uma vez gue os compostos diluidos no extrato podem ser solubilizados
no solvente de lavagem, conforme relatado por Huang, Qiu e Yuan
(2009) e Karci e Balcioglu (2009). Portanto, de modo a suprimir perdas
de analitos, a etapa de lavagem foi excluida do procedi mento.

Para os solventes extratores empregados (MeCN 10% TCA,
MeOH 10% TCA e agua ultra pura 10% TCA), os melhores resultados
na extracdo em fase sdlida das sulfonamidas e fluorquinolonas foram
obtidos com o0s extratos organicos acidificados, apresentando maior
recuperacdo de analitos em comparacao ao extrato aguoso.

Na andlise dos compostos em adsorventes trocadores de ions, o
gjuste do pH do extrato com solucdo de NaOH 6 N no momento da
aplicacdo nos cartuchos, permitiu a ligacdo entre as moléculas de
antimicrobianos e o material adsorvente. As recuperacdes nos
adsorventes anidnico e catibnico demonstraram que em valores de pH
préximos a 5,80 e 8,30 ocorre a ionizacao das fluorquinol onas, enquanto
gue em valores de pH proximos a 2,10 e 6,50 ocorre a ionizacédo
sulfonamidas, concordando com os resultados de Stubbings et al.
(2005), que relataram que drogas bésicas, como sulfonamidas e
fluorquinolonas, podem ser concentradas por SPE a partir da ionizag&o
dos grupos funcionais de suas moléculas.

Os cromatogramas da extracdo em fase solida das
fluorquinolonas e sulfonamidas nos diferentes adsorventes empregados
estéo apresentados na Figura 2.2.
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Figura 2.2. Cromatogramas de extracéo em fase solida em analises por
CLAE-FL (n=10). Fluorquinolonas e sulfonamidas em leite (1.000 ng
mL™) extraidos com acetonitrila 10% TCA. Adsorventes trocadores de
jons SACE (@) e SBAE (b) com condicionamento polar (MeOH + agua
ultra pura) e luicdo com MeOH: MeCN (1:1, v/v); (c) e (d) adsorventes
octadecil Cig, €uicGio com MeOH: MeCN (11, v/v), com
condicionamento polar (MeOH + agua ultra pura) (c) e apolar (acetato
de etila + acetona + &cido acético 10:10:1, v/v) (d).
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Nas andlises em adsorvente SBAE (amino quaternario), o pH do
extrato foi gjustado para 8,0, para ionizagdo das moléculas de
fluorquinolonas em suas formas béasicas, permitindo trocas iGnicas e
interacGes hidrofdbicas com o adsorvente. Entretanto, nesse valor de pH,
as sulfonamidas encontramse em estado molecular ndo ionizado,
impedindo interacdes ibnicas com o adsorvente.

No adsorvente trocador de cétions SACE (acido benzeno
sulfénico), o pH do extrato contento as fluorquinol onas e sulfonamidas
foi gjustado para 3,0, de modo a ocorrer a retencdo seletiva por
interacBes polares entre o residuo sulfénico do anel aromético do
adsorvente e a base aceptora de prétons do analito, conforme descrito
por Lillenberg et al. (2009) e Stubbings et a. (2005). Em adsorvente
Cis, 0 pH do extrato aplicado no cartucho foi igual a 3,0, igualmente ao
valor de pH da fase mével cromatogréfica inicial, que permitiu a eluicdo
dos analitos na coluna de fase reversa.

O cromatograma (a), relativo ao adsorvente trocador de cations
(SACE), mostra que as fluorquinolonas ndo foram detectadas na andlise
do eluato apos e uicdo no cartucho. A mistura MeOH: MeCN (1:1, v/v)
ndo foi eficaz na duicdo desses compostos, impedindo que as interacoes
entre adsorvente e analitos fossem desfeitas. A utilizacdo de eluente de
maior forca (100% MeCN) também ndo permitiu a deteccdo das
fluorquinolonas por fluorescéncia. Entretanto, para as sulfonamidas, as
condicBes empregadas no cartucho permitiram a eluicdo e deteccdo dos
compostos nas andlises por CLAE-FL. As baixas recuperacbes
comprovam que o fator critico na extracdo em fase sdlida de
fluorquinolonas é a forte adsorcéo destes compostos em adsorventes de
SPE, conforme descrito por Tuerk et al. (2006), que em seu trabalho
relataram que as sulfonamidas podem ser facilmente extraidas com
diferentes adsorventes de extracdo em fase sdlida, sendo mais dificil a
integracéo de fluorquinolonas em um método multirresiduo multiclasse.

Em adsorvente trocador de anions (SBAE) (cromatograma b), o
adsorvente amino quaternario nao foi €ficiente para extracdo dos
analitos uma vez que nenhum dos compostos foi identificado. As perdas
de analitos foram devidas, provavel mente, & auséncia de interagdes entre
0s grupamentos quimicos do adsorvente e dos analitos.

Os resultados da extracdo em adsorvente SBAE coincidem com
os obtidos por Renew e Huang (2004), que demonstraram que
compostos sulfonamidas e fluorquinolonas, quando em solucdes com
pH proximo a 7,5, nas suas formas neutra e catiénica, respectivamente,
nao sa0 retidos nesse adsorvente.
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Os cromatogrameas (c) e (d) demonstram mel hores resultados para
extracdo em fase sblida no cartucho de fase reversa, que apresentou
maiores recuperacoes de analitos.

Nesse cartucho, a mistura de solventes MeOH: MeCN (1:1, v/v)
permitiu a eluicdo dos compostos no adsorvente octadecil C,g, sendo
gue com o condicionamento polar, maiores recuperacbes foram
observadas para as fluorquinolonas, enguanto que com O
condicionamento apolar, maiores recuperacdes foram observadas para as
sulfonamidas. O adsorvente de fase reversa foi mais eficiente na
retencdo e eluicdo das fluorguinolonas e sulfonamidas, em comparacéo
aos adsorventes SACE e SBAE. Entretanto, ndo foi possivel observar a
separacéo cromatogréfica dos analitos, apesar da aplicacdo do mesmo
gradiente de € uicdo definido a partir das solucbes padrfes em sol vente.

Devido a complexidade da matriz leite, possivelmente compostos
gue ndo sdo retidos seletivamente no adsorvente Cyg foram coeluidos
com os compostos e detectados por fluorescéncia, corroborando os
relatos de Ruppertz et al. (2006) e Marazuela e Moreno-Bondi (2004),
gue em analises de leite por CLAE-FL, observaram que as proteinas do
soro e vitaminas sollvels sdo passiveis de emissdo fluorimétrica,
causando interferéncias espectrais nos sinais analiticos.

De maneira semelhante, grupamentos quimicos presentes na
camada de silica modificada podem ter causado interferéncia nas
andlises por CLAE, sendo que estudos recentes demonstraram a
necessidade de adsorventes constituidos por misturas poliméricas, com
materiais de alta e baixa polaridade, para extracdo em fase slida de
compostos  sulfonamidas e fluorquinolonas  (Herrera-Herrera,
Hernandez-Borges e Rodriguez-Delgado, 2009; Lillenberg et al., 2009;
Kinsdlaet al., 2009; Bohm, Stachel e Gowik, 2009).

3.6 Extracdo liquido-liquido em andlises por CLAE-FL/DAD

Apés a fortificacdo com analitos, a extracdo com os solventes
avaliados (metanol, acetonitrila, metanol: acetonitrila 1:1 (v/v), metanol
10% TCA, acetonitrila 10% TCA, e agua ultra pura 10% TCA) permitiu
a deteccdo das fluorquinolonas e sulfonamidas por fluorescéncia, e do
ceftiofur por arranjo de diodos.

Os solventes empregados foram eficazes para a extragdo
multiclasse de anti microbianos em leite, sendo os picos cromatogréaficos
dos analitos identificados e quantificados nas analises.
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A Figura 2.3 apresenta os cromatogramas obtidos a partir da
extragdo liquido-liquido com agua ultra pura 10% TCA, para os residuos
na concentragao de 100 ng mL ™.

Compostos de trés classes antimicrobianas foram identificados
nos cromatogramas com tempos de retencdo especificos, sem
superposicdo de picos ou coeluicdo de analitos, e sem a presenca de
interferentes da matriz. A extragdo com o solvente aquoso acidificado e
o gradiente de eluicdo otimizado foram eficientes na determinacdo dos
residuos em leite, permitindo a analise multirresiduo em uma Unica
corrida cromatogréfica, sem a necessidade de purificacdo do extrato e
concentragdo de analitos.
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Figura 2.3. Cromatogramas da extragdo com agua ultra pura 10% TCA
de antimicrobianos em leite (n=20). (A) Fluorquinolonas e sulfonamidas
por CLAE-FL, Aem/Aexc = 280/440 nm e 405/495 nm, respectivamente.
(B) Ceftiofur por CLAE-DAD, A = 280 nm.
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Os dhnais andliticos dos compostos antimicrobianos
demonstraram intensidades semelhantes a partir da extragdo com os
diferentes solventes, apresentando boas recuperacdes dos analitos e
melhor separacéo cromatografica em comparacdo a extracdo em fase
sdlida. Todavia, a etapa de derivatizacdo das sulfonamidas representou
ponto critico para selecéo do solvente extrator.

Na derivatizacdo dos extratos, as melhores resoluces para os
picos cromatograficos das sulfonamidas foram verificadas com a
derivatizacdo do extrato aquoso (&gua ultra pura 10% TCA), permitindo
melhor separacdo dos analitos da classe em comparagdo a derivatizagdo
dos extratos organicos.

Considerando que nao foi observada diferenca nas recuperactes
dos analitos para os diferentes solventes extratores avaliados, o solvente
agua ultra pura 10% TCA foi selecionado como solvente extrator nas
andlises por CLAE-FL/DAD, apresentando menor toxicidade em relacgo
aos sol ventes organicos metanol e acetonitrila.

Resultados semelhantes empregando a extracdo aquosa de
residuos antimicrobianos foram obtidos por Bogialli et al. (2008) e
Bogiali et al. (2009), em andlises com as matrizes alimentares leite e
ovos, respectivamente. Entretanto, os autores analisaram residuos de
mesma classe antimicrobiana. Aguilera-Luiz et al. (2008) pesquisaram
compostos de cinco classes antimicrobianas em leite, entretanto,
nenhum composto cefalosporina foi incluido no estudo. Huang, Qiu e
Yuan (2009) e Hermo et al. (2008) analisaram sulfonamidas e
fluorquinolonas em leite, respectivamente, compreendendo métodos
multirresiduo  para andlise de compostos de mesma classe
antimicrobiana.

Em nosso estudo, antimicrobianos de trés classes (sulfonamidas,
fluorquinolonas e cefalosporinas) foram extraidos do leite e analisados
por CLAE-FL/DAD, constituindo método multirresiduo multiclasse.

3.7 Extracdo liquido-liquido em andlisespor CLAE-MSM S

A determinacdo dos ions precursores e fragmentos mvz foi
suficiente para confirmacdo da identidade dos compostos. Os ions
gualificadores das fluorquinolonas, norfloxacino, enrofloxacino e
ciprofloxacino, e os ions qualificadores das sulfonamidas, sulfatiazal,
sulfamerazina, sulfaclorpiridazina, sulfadoxina, sulfadimetoxina e
sulfametoxazol, apresentaram boa intensidade analitica (fragmentos de
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ata intensidade em relacdo ao ruido), sendo detectados seletivamente
através do MRM.

Os compostos ceftiofur (cefalosporina) e  danofloxacino
(fluorguinolona) néo foram submetidos aos procedi mentos de extracéo e
andlise por espectrometria de massas, uma vez que 0s ions precursores
dos compostos ndo foram detectados no sistema ESI-MS/MS a partir
das infusdes das sol ucdes padrdes.

Avaliando a desproteinizacdo e a extragdo em amostras
fortificadas, os diferentes solventes avaliados (agua ultra pura 10%
TCA, acetonitrila 2% acido acético, acetonitrila 0,1% AF, metanol: agua
ultra pura 70:30 (v/v) 0,1% AF) foram eficientes quanto a precipitacéo
proteica na matriz, verificada através dos sobrenadantes limpidos
obtidos com a centrifugacao a baixa temperatura (0 °C). A extracéo das
sulfonamidas e fluorquinolonas com &gua ultra pura 10% TCA ndo
permitiu a deteccdo dos ions precursores dos compostos no sistema ESI-
MS/MS, embora os mesmos tenham sido i dentificados nos detectores de
fluorescéncia e arranjo de diodos.

Com a utilizacdo do solvente agua ultra pura 10% TCA, os
fragmentos (ions produto) dos analitos ndo foram detectados apds a
ionizacdo no espectrometro de massas, provavelmente devido ao baixo
valor de pH do extrato (pH=0,9) submetido a analise. Nesse pH, a
ligacdo de prétons as moléculas bésicas das sulfonamidas e
fluorquinolonas pode ter causado alteracbes nas moléculas dos
antimicrobianos, suficientes para originar modificacGes nos padrdes de
repulsdo coulombiana e ionizacdo na fonte de e etrospray, alterando a
relacdo massa/carga dos fragmentos provenientes da quebra das
moléculas, e portanto, impedindo a detecgdo dos compostos através da
biblioteca de dados utilizada.

As restricdes verificadas na extragdo com &gua ultra pura 10%
TCA coincidem com o descrito por Didz-Cruz e Barce6 (2007), que
relataram que a ruptura ou a formacdo de ligacdes quimicas entre os
atomos ou grupamentos de uma molécula, como a perda ou a ligacéo de
um hidrogénio, ou uma hidrdlise, altera a estrutura de um composto de
forma que, uma nova ionizacdo e quebra molecular podera ocorrer
gerando fragmentos m/z com relacdo massa/carga diferente da esperada
para o composto em sua forma molecular pura.

Avaliando os solventes acetonitrila 2% acido acético, acetonitrila
0,1% AF, e metanol: &gua ultra pura 70:30 (v/v) 0,1% AF, a mistura
metanol e &gua foi mais eficiente na extracdo dos residuos em leite,
permitindo maior recuperacdo dos andlitos, verificada através da
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intensidade dos fragmentos no detector. Os fragmentos m/z dos
compostos extraidos com metanol: agua ultra pura 70:30 (v/v) 0,1% AF
apresentaram  maior intensidade analitica em comparacdo aos
fragmentos obtidos na extracdo com acetonitrila 2% &cido acético e
acetonitrila 0,1% AF.

A Figura 2.4 apresenta os cromatogramas por CLAE-MSMS da
extracdo de fluorquinolonas e sulfonamidas em leite com metanol: agua
ultra pura 70:30 (v/v) 0,1% AF.
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Figura 2.4. Cromatogramas das transicbes m/z de ions qualificadores
das fluorguinolonas e sulfonamidas em leite por CLAE-MS/MS.
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4 CONCLUSOES

O método por CLAE-FL/DAD permitiu a andlise de trés classes
antimicrobianas em leite, a partir de extragdo com &gua ultra pura 10%
TCA. A desproteinizagéo do leite com o agente acidificante TCA foi
eficiente na precipitagéo proteica e remogao de interferentes da matriz.

A extrag@o liquido-liquido apresentou melhores resultados na
analise dos residuos em leite, sendo os picos dos compostos detectados
com maior intensidade analitica e melhor resolucdo cromatografica em
comparagdo a extracdo em fase sdlida.

A fase mbvel composta por agua ultra pura 2% é&cido acético
(pH=3,0) e acetonitrila, no modo de euicdo gradiente, permitiu a
separacdo de cinco compostos fluorquinol onas, uma cefal osporina e sete
sulfonamidas, na mesma corrida cromatogréfica.

Residuos de fluorquinolonas e sulfonamidas foram confirmados
através de espectrometria de massas em modo tandem, a partir da
extracdo liquido-liquido em leite com metanol: agua ultra pura 70:30
(viv) 0,1% AF, e separagdo cromatografica empregando fase mével
composta por agua ultra pura 0,1% AF e acetonitrila 0,1% AF.

A extragdo aguosa constituiu procedimento menos poluente e
economicamente viavel, necessitando da validagdo analitica para
comprovacao de sua aplicabilidade na andlise dos residuos em leite.
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Validagio de método multiclasse para analise de residuos
de antimicr obianos em leite
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Validagio de método multiclasse para analise de residuos
de antimicr obianos em leite

Resumo

Métodos multiclasse permitem que compostos com diferentes
propriedades fisico-quimicas sejam analisados em um mesmo
procedimento analitico. O objetivo do trabalho foi validar método
multirresiduo para andlise de trés classes antimicrobianas em leite por
CLAE-FL/DAD e CLAE-MSMS, de acordo com a Diretiva
EC/657/2002 da Comunidade Européia. Residuos de quatro
fluorquinolonas, seis sulfonamidas e ceftiofur foram extraidos do leite
com &gua ultra pura 10% TCA. A partir da extragdo com metanol: agua
ultra pura 70:30 (v/vV) 0,1% AF, os residuos foram confirmados por
espectrometria de massas. Os métodos foram aplicados na andlise de 95
amostras de leite obtidas comercialmente. O método quantitativo
apresentou seletividade, sensibilidade e linearidade, com coeficientes de
correlacdo superiores a 0,98 para todas as curvas. Na exatidéo, as
recuperacdes foram superiores a 98%. Os desvios padrdes relativos de
precisdo foram inferiores a 7,40%. Os ions precursores das sulfonamidas
e fluorquinolonas foram identificados e o CCB qudlitativo foi
determinado com um intervalo de confianca de 100%. Os resultados
estdo em conformidade com a Legislacdo Européia para a validacédo de
métodos analiticos quantitativos e confirmatorios. As amostras
analisadas ndo apresentaram deteccdo para os antimicrobianos. Os
métodos desenvolvidos representam alternativa eficiente para analise
multi classe de antimicrobianos em leite, com aplicabilidade comprovada
através do desempenho adequado na andlise de amostras reais de |eite de
diferentes origens.

Palavras-chave: Leite, antimicrobianos, validagdo, multiclasse,
Diretiva EC/657/2002, cromatografia liquida.
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1 INTRODUCAO

Agentes antimicrobianos sdo farmacos de acdo bacteriostética ou
bactericida utilizados na medicina humana e veterinaria. Esses
compostos podem estar presentes em alimentos como carnes, ovos, mel
e leite, podendo exercer diferentes niveis de toxicidade a partir de sua
ingestdo (TOLDRA e REIG, 2006; WOODWARD, 2004).

Residuos de antimicrobianos em leite sdo extensivamente
pesquisados como medida de monitoramento para fins de seguranca
alimentar. Nos Ultimos anos, os principais antimicrobianos pesquisados
compreendem as sulfonamidas, as fluorquinolonas e os S-lactamicos
(CHAFER-PERICAS; MAQUIEIRA; PUCHADES, 2010; DIAZ-
CRUZ e BARCELO, 2007).

Na andlise de residuos, a necessidade de analisar vérios
compostos em um mesmo procedimento, e as restricbes de tempo e
orcamento na prética analitica, motivaram o desenvolvimento de
métodos multirresiduo (KAUFMANN, 2009).

A técnica de cromatografia liquida de ata eficiéncia é
principalmente empregada, devido a rapidez, eficiéncia e precisio
analitica, sendo facilmente acoplada a diferentes técnicas de deteccdo
(ZUIDEMA et a., 2006). A espectrometria de massas como detector
cromatogréfico permite determinar, em termos de peso molecular, o ion
precursor e seus produtos de fragmentagdo, gerando informagdes
precisas e confirmatérias quanto a estrutura de uma molécula
(GENTILI; PERRET; MARCHESE, 2005).

Métodos quantitativos permitem determinar a fragdo de massa de
um composto em valores numéricos ou unidades apropriadas, enquanto
gue métodos confirmatdrios promovem informacBes complementares
para identificacdo inequivoca de uma substancia (ZUIDEMA et al.,
2006).

A validac&o analitica significa a comprovacao de que um método
€ adequado para sua aplicacdo, garantindo a confiabilidade dos
resultados obtidos, devendo atender a critérios de desempenho de acordo
com a finalidade pretendida (GOWIK, 2009).

Na validac&o de método quantitativo, os critérios de seletividade,
faixa de trabalho e linearidade, sensibilidade, precisdo, exatidao, limite
de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), limite de decisdo (CCa),
capacidade de deteccdo (CCp) e robustez, devem ser atendidos
(EUROPEAN UNION, 2002).
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Para andlise qualitativa de residuos em alimentos de origem
animal, uma porcentagem minima de deteccdo de 95%, com um erro S,
ao nivel de interesse (CCp), deve ser demonstrada (EUROPEAN
UNION, 2002).

Componentes de matriz podem interferir na eficiéncia da
deteccdo de um composto em detectores analiticos, afetando a exatidao
e areprodutibilidade do método (BECKER; ZITTLAU; PETZ, 2004). A
aplicacdo do método através da avaliagdo de fatores como, diferentes
tipos da matriz, condicdes de armazenamento, homogeneizacdo de
amostra, entre outros, é de extrema relevancia na validagdo analitica
(KAUFMANN, 2009).

O objetivo deste trabalho foi realizar a validagdo de método
guantitativo e qualitativo para analise de residuos de antimicrobianos
fluorquinol onas, sulfonamidas e ceftiofur em leite por CLAE-FL/DAD e
CLAE-MSMS, respectivamente, em conformidade com a Diretiva
EC/657/2002 da Comunidade Européia.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Padresanaliticos e reagentes

Padrdes dos antimicrobianos ceftiofur (CEF), enrofloxacino
(ENR), ciprofloxacino (CIP), danofloxacino (DAN), norfloxacino
(NOR), e lomefloxacino (LOM) (Fluka® Steinheim, Alemanha).
Sulfamerazina (SMR), sulfatiazol (STZ), sulfapiridina (SPY),
sulfametoxazol (SMA), sulfaclorpiridazina (SCP), sulfadimetoxina
(SDMX), sulfadoxina (SDX) (Sigma-Aldrich® St. Louis, Estados
Unidos). Reagente derivatizante fluorescamina (Sigma-Aldrich® St.
Louis, Estados Unidos), todos com 99% de pureza.

Os acidos tricloroacético (TCA), formico (AF) e acético, de
pureza analitica, e solventes acetonitrila e metanol, pureza grau HPLC
(Vetec® Brasil). Para as andlises cromatogréficas, os sol ventes organicos
foram filtrados previamente ao uso em membrana PTFE com 0,45 pm
de diametro de poro, da marca Millipore® (Massachusetts, Estados
Unidos), e 4gua deionizada foi purificada em sistema Milli-Q Millipore®
para obtenc&o de agua ultra pura.

2.2 Preparo das solugtes padr 6es

As solucbes estoque dos padrdes de fluorquinolonas e ceftiofur
foram preparadas individualmente, na concentragdo de 1 mg mL™,
através da dissolucdo dos padrdes analiticos em metanol. As solugdes
estoque das sulfonamidas foram preparadas individualmente na
concentragdo de 1 mg mL™, através de dissol ugao dos padrdes anal iticos
em acetonitrila. As solugdes estoques foram armazenadas a temperatura
de-12 °C, por atétrintadias.

As solugdes trabalho contendo os padrées CEF, ENR, CIP, NOR,
SMR, STZ, SMA, SCP, SDMX e SDX, na concentragéo de 1 pg mL™,
foram preparadas diariamente através da diluico combinada de
aliquotas das sol ugdes estoques em &gua ultra pura. Solucdo trabalho do
padrdo DAN foi preparada na concentragdo de 1 pg mL™. As solucdes
trabalho dos padrdes internos LOM e SPY foram preparadas
diariamente na concentragdo de 0,1 mg mL™ através de diluicio de
aliquotas das solugGes estoque em &gua ultra pura.
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2.3 Equipamentos e condigdes cr omatogr aficas
2.3.1 Anélisespor CLAE-FL/DAD

As andlises foram realizadas em cromatégrafo liquido Shimadzu®
(Kyoto, Japao) composto por bomba de alta pressdo modelo LC-20AT,
desgaseificador modelo DGU-20As, forno para coluna modelo CTO-
20A einjetor manual com loop de 20 L, controlador de sistema model o
CBM-20A, detector de fluorescéncia modelo RF-10Ay, detector de
arranjo de diodos modelo SPD-M20A, e software LCsolutions® versio
1.21, da Shimadzu®.

A separacdo cromatogréfica foi realizada em coluna analitica de
fase reversa Shim-pack® Shimadzu Cis, da série CLC-ODS(M), de
dimensdes 250 mm x 4,6 mm, com diametro de particula interna de 5
um, e pré-coluna analitica Shim-pack® Cyg, Série G-ODS, de dimensdes
10 mm x 4 mm. A deteccéo por fluorescéncia foi realizada monitorando
0s comprimentos de onda de excitacao/emissdo em 280/440 nm para as
fluorquinolonas, e em 405/495 nm para as sulfonamidas.

Para a andlise de sulfonamidas, 1 mL do extrato a ser analisado
no cromatégrafo foi derivatizado com 100 pL de fluorescamina 0,1%
(p/v) em acetona. O tempo da reacdo de derivatizagdo foi de 40 minutos,
atemperatura de 25°C. A deteccdo do ceftiofur foi realizada em detector
de arranjo de diodos, através do monitoramento do comprimento de
onda de méaxima absor¢éo do composto em 280 nm.

A separagdo dos andlitos foi realizada no modo de euicdo
gradiente, sendo a fase mével aguosa (A) composta por agua ultra pura
2% #&cido acético, pH = 3,0, e a fase organica (B) composta por
acetonitrila. No tempo inicial da corrida cromatogréfica, foram
monitorados 0s comprimentos de onda de excitacdo/emissdo em
280/440 nm, para andlise das fluorquinolonas. Aos 17 minutos de
corrida, os comprimentos de onda de excitacdo/emissao foram alterados
para 405/495 nm, para a detec¢do das sulfonamidas.
de B, sendo a concentragdo da fase B aumentada gradual mente para 21,4
% em 11 minutos, 40,0% em 14,5 minutos, 45,1% em 17 minutos,
51,1% em 23 minutos, e 51,9% em 28 minutos. Em 30 minutos, o
gradiente atingiu a concentracdo de 70% de B. Aos 31 minutos, o
gradiente era constituido por 100% de B, sendo mantido por 5 minutos,
retornando a condicdo inicial em 1 minuto.
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A condicdo inicial foi mantida por 7 minutos para
recondicionamento da coluna. O tempo de duragdo da corrida
cromatografica foi de 44 minutos, com o fluxo da fase mével fixado em
1,0 mL min™, e volume deinjecéo de amostra de 20 L .

2.3.2 Andlisespor CLAE-MSMS

As andlises foram realizadas em sistema cromatogréfico Waters®
(Milford, Estados Unidos) composto por cromatografo liquido de alta
eficiéncia Alliance HT 2795 equipado com bomba quaternéaria e
amostrador automatico com capacidade para 100 frascos de injecéo,
com interface para espectrdmetro de massas de triplo quadrupolo
Quattro Micro™ API Micromass® (Manchester, Reino Unido), com
fonte de ionizacdo por eetrospray (ESlI — electrospray ionization) e
bomba de infusdo. A separacéo dos compostos foi realizada em coluna
de fase reversa C,5 Symmetry Waters®, de dimensdes 75 x 4,6 mm, com
didmetro de particula interna de 3,5 um, equipada com coluna de guarda
Symmetry Ci5(2.1 x 10 mm).

A fase movel inicial foi composta por 98% de (A) agua ultra pura
0,1% AF, e 2% de (B) acetonitrila 0,1% AF, em modo de euicdo
gradiente. Em 15 minutos de corrida, a composi¢cdo da fase movel foi
invertida para 2% de A e 98% de B, sendo a condi¢&o mantida por dois
minutos, retornando a condigdo inicial aos 20 minutos de corrida. O
gradiente inicial foi mantido por trés minutos para o recondicionamento
da coluna. O fluxo da fase mével foi de 0,4 mL min?, e o volume de
injecéo de amostra foi 20 pL.

O sistema ESI-MSMS foi operado no modo positivo,
empregando gas nitrogénio como gas de nebulizacéo e dessolvatacao, e
gas argbnio como gas de colisdo. O fluxo do gas de dessolvatacéo foi
fixado em 400 L h™, atemperatura de 350 °C. A temperatura da fonte de
ionizacdo foi mantida em 120 °C, e a voltagem do capilar fixada em 3
kV.

A deteccdo dos compostos foi redlizada através do
monitoramento de multiplas reacdes (MRM — multiple reaction
monitoring), com o monitoramento de um fon precursor [M+H]" e dois
produtos de transicdo (nVz) para cada analito, e tempo de medida de
massa (dwell time) de 0,1 segundos. Os dados foram processados em
software Masslynx® versdo 4.1, da Micromass® (Manchester, Reino
Unido).
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24 Amostras

Amostras de leite fluido pasteurizado, de mesma marca
comercial, foram obtidas em mercado local. Para a validacédo analitica,
as amostras foram previamente analisadas pelo método proposto de
modo a comprovar a auséncia dos analitos pesquisados.

25 Fortificagdo deamostras

As amostras foram fortificadas a partir das solucdes trabalho dos
antimicrobianos, em concentracdes referentes aos valores de LMR para
cada substancia, conforme as Diretivas n° 657/2002 e n° 2377/1990 da
Comunidade Européia, para construcdo das curvas de calibragdo e
realizac8o dos ensaios de validacao.

2.6 Preparodeamosraem analises por CLAE-FL/DAD

Amostras de 1 g de |eite pasteurizado foram pesadas em tubos de
polipropileno e fortificadas com os analitos em concentragdes na faixa
do LMR estabel ecido para cada antimicrobiano, a partir de solugo mix
dos padres em &gua ultra pura. Apds homogeneizaco (Biomixer® QL-
901), as amostras foram mantidas em repouso por 20 minutos,
permitindo o equilibrio entre os compostos e a matriz.

A desproteinizacdo da amostra e a extracdo dos analitos foi
realizada com a adicdo de 2 mL de agua ultra pura 10% TCA, seguida
por agitacéo por 30 segundos.

Os extratos foram transferidos para tubos de vidro de centrifuga,
e os residuos lavados sequencial mente com 3 vezes de 0,5 mL de agua
ultra pura, sendo acrescentados aos extratos. Os extratos foram
submetidos & centrifugag&o a 1.000 g (Centrifuga Janetzki® K 24) por 40
minutos, sendo os precipitados descartados e os sobrenadantes
submetidos novamente a centrifugacao, sob as mesmas condicoes.

Os precipitados foram descartados e o0s sobrenadantes coletados
em seringas de polipropileno para filtracdo em membranas PTFE (0,45
um). Os filtrados foram coletados em tubos de vidro e uma aliquota de 1
mL foi retirada para derivatizacdo das sulfonamidas com 100 pL de
fluorescamina 0,1% (p/v) em acetona. Apds o tempo de 40 minutos em
temperatura de 25°C, 20 uL foram analisados no cromatégrafo.
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2.7 Extracdo liquido-liquido em andlisespor CLAE-MSM S

Aliquotas de 500 pL de leite pasteurizado foram transferidas para
tubos tipo Eppendorf® com capacidade para 1,5 mL, e submetidas &
agitacdo (Biomixer® QL-901) por 20 segundos para homogeneizacéo da
amostra. As amostras foram fortificadas com os analitos na
concentrac@o do LMR para cada anti microbiano, a partir de solugdo mix
dos padres em agua ultra pura, seguindo-se agitacéo por 30 segundos.

O equilibrio entre os antimicrobianos e a matriz foi permitido
através de repouso de 20 minutos. Em seguida, 500 pL de metanol: agua
ultra pura 70:30 (v/v) 0,1% AF foram adicionados para a extracdo dos
compostos. Apds agitagdo por 20 segundos, o extrato foi submetido a
centrifugaco a 2.200 g (Centrifuga Sigma® 1-15 PK) por 20 minutos, a
temperatura de 0 °C. Aliquotas de 500 uL dos sobrenadantes foram
transferidas para frascos de injegdo e diluidas com 500 pL de fase movel
inicial, procedendo-se a andlise cromatografica.

2.8 Validacéo analitica

A validac&o analitica do método quantitativo por CLAE-FL/DAD
foi realizada de acordo com a Diretiva n° EC/657/2002 da Unido
Européia, assumindo os critérios de desempenho: linearidade e faixa de
trabalho, sensibilidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de
deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), limite de decisdo (CCa),
capacidade de deteccéo (CCp) e robustez.

A linearidade, faixa de trabalho e sensibilidade do método foram
verificadas através das curvas analiticas, determinadas a partir da andlise
da matriz fortificada com os analitos em concentraces nafaixado LMR
definido para cada antimicrobiano, com a andlise dos compostos na
faixa de trabalho de 0 a 200 ng mL ™ para STZ, SMR, SCP, SDX, SMA,
SDMX, NOR, CIP, ENR, e CEF; e na faixa de trabalho de 0 a 60 ng
mL? para DAN, correspondente aos niveis de concentraco,
equidistantemente distribuidos, e relativosa 0,0 -05-1,0-15-20
vezes 0 LMR de cada composto.

Cada nivel de concentragdo das curvas foi analisado a partir de
seis réplicas. Os nivels foram analisados subsequentemente e em ordem
crescente  de concentragdo, obtendo-se as &eas dos picos
cromatogréaficos e o tempo de retengdo para cada composto.
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A quantificacBo dos compostos sulfonamidas e fluorgquinolonas
foi redlizada a partir de padronizacdo interna, com 0S compostos
sulfapiridina e lomefloxacino como padrées internos (PlI),
respectivamente. A quantificacdo do antimicrobiano ceftiofur foi
realizada através de padronizac&o externa com superposi¢cao de matriz.

As curvas andliticas foram construidas através do software
LCsolutions® (Shimadzu), e analisadas através de Regressdo Linear,
sendo as inclinagbes das retas representativas da sensibilidade do
método. O teste da razdo entre sinal analitico (S) e concentragéo (Q) foi
aplicado para verificar a linearidade dos pontos das curvas, sendo
definido pela Equagéo 1:

(SQ) % =[(Sh) /Q] x100/a (1)

Sendo:
S=sinal obtido (&rea ou atura do pico);
Q = concentragdo do analito injetada;
b = coeficiente linear;
a = coeficiente angular.

A seletividade do método foi avaliada através da comparacéo
entre os cromatogramas da matriz isenta de analitos e os da matriz
fortificada com os padrdes dos antimicrobianos. Para o estudo de
seletividade, vinte amostras de leite fluido, UHT e pasteurizado, de
diferentes marcas comerciais, foram analisadas quanto a presenca de
interferentes da matriz nos tempos de retengdo dos analitos.

A precisdo, relativa a repetibilidade e reprodutibilidade do
método, foi determinada através do desvio padrdo relativo das
concentragBes médias globais detectadas para cada analito, em fungdo
das medi¢6es das areas dos picos cromatogréaficos obtidos nas andlises.

Para a repetibilidade, cada analito foi avaliado em trés
concentragBes distintas (0,5 — 1,0 — 1,5 vezes 0 LMR), em matriz
idéntica, com seis réplicas por nivel de concentracdo, analisadas em um
mesmo dia. O mesmo procedimento foi realizado em trés dias diferentes
para 0 estudo de reprodutibilidade. A estimativa do desvio padrdo
relativo foi calculado segundo a Equagéo 2:

RSD = (s/x) x 100 )
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Sendo:
s = estimativa do desvio padréo absol uto;
X = média de uma série de medidas.

A exatiddo do método foi determinada através de ensaios de
recuperagdo, com a fortificago da matriz em cinco niveis de
concentragdo (0,0 — 05 - 1,0 — 1,5 — 2,0 vezes o0 LMR), com seis
réplicas por nivel, calculando-se a recuperaco média em cada nivel de
fortificag&o, segundo a Equagéo 3:

% Recuperacdo = Cy/ C, x 100 (©)]

Sendo:
C: = concentragdo medida
C, = nivd defortificagdo.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados
através do método da relagdo sinal-ruido. Apés o procedimento de
extracdo de amostra, o extrato da matriz foi fortificado com os
antimicrobianos em cinco niveis de concentracéo, entre 1 ng mL™ e 50
ng mL™, e analisado por CLAE-FL/DAD. As menores concentragdes
para as quais foram verificadas as relagbes sinal-ruido de 3:1 e 10:1,
foram representativas do LD e do LQ, respectivamente.

O limite de decisdo (CCa) do método foi determinado utilizando
0s dados dos pontos da curva de calibragdo matrizada, fortificados na
concentragdo do LMR definido, e a partir do desvio padrdo da
reprodutibilidade. O limite de decisdo do método foi calculado segundo

a Equacdo 4:
CCa = LMR + 164X 0 4

Sendo:
o = desvio padréo da reprodutibilidade.

A capacidade de deteccdo (CCp) do método foi determinada a
partir do limite de decisdo obtido, de acordo com a Equagéo 5:

CCS = CCa + 164X0 (5
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Sendo:
o = desvio padréo da reprodutibilidade do teor médio medido
no limite de deciséo.

Para estudo da robustez do método, ensaios foram conduzidos
através de variagdes de analista e de matriz. Os antimicrobianos foram
fortificados nos respectivos niveis de LMR em leite e as andlises foram
realizadas por dois analistas, com amostras congtituidas de leite
pasteurizado e leite UHT do tipo semidesnatado.

Cada variacdo de andista foi aplicada na andlise de doze
amostras de matriz, compreendendo seis amostras de |eite pasteurizado,
e seis amostras de leite UHT semidesnatado. O teste-t de Student foi
empregado na andlise dos resultados, avaliados em termos de
recuperacdo dos antimicrobianos.

29 Efeitodematriz

O efeito de matriz no sinal analitico dos compostos foi avaliado
através da comparagdo entre a intensi dade analitica dos anti microbianos
em solucdo padrdo, e fortificados no extrato da matriz. Solucdes padrdes
aquosas dos antimi crobianos foram preparadas na concentragdo do LMR
para cada composto e os extratos de | eite pasteurizado foram fortificados
com os antimicrobianos na concentragdo do LMR.

O estudo foi conduzido com trés amostras por grupo (matriz e
solucdo aquosa), com trés replicas por amostra. Os resultados foram
avaliados em termos de recuperacdo e analisados atraves do teste-t de
Student para comparacdo de médias independentes.

210 Anélise confirmatéria por CLAE-MSM'S

A andlise confirmatéria dos antimicrobianos foi realizada de
acordo com as recomendacdes da Diretiva EC/657/2002 para
determinacdo por espectrometria de massas de residuos com limite
méaximo estabel ecido.

Apbs a extracdo dos analitos fortificados no nivel do LMR em
leite, a identificacdo dos fons precursores [M+H]" e transi¢des (mV2) foi
realizada em espectrémetro de massas com ionizagdo das moléculas por
eletrospray operando em modo positivo.
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Os ions precursores dos compostos e suas transicoes (m/z),
provenientes da quebra molecular dos ions, foram identificados e
selecionados através da biblioteca de dados do software do sistema
MSMS para confirmacdo através do monitoramento de multiplas
reacbes (MRM), a partir da andlise dos extratos apds injegdo no
cromatografo.

Para andlise confirmatdria, o valor do CCp qualitativo do método
foi determinado com a andlise de vinte amostras de leite fluido
pasteurizado fortificadas com os analitos no nivel de concentracéo
referente ao limite de quantificacdo do método quantitativo por CLAE-
FL. As amostras foram analisadas por CLAE-MS/M S para determinacéo
do CCp com nivel de confianca minimo de 95%. A deteccdo dos
analitos foi considerada a partir da relagdo sinal-ruido de 3:1.

A sdetividade do método foi verificada através da comparacéo
dos cromatogramas da matriz isenta de analitos, com os cromatogramas
da matriz fortificada. Vinte amostras da matriz ndo fortificada,
congtituidas de leite pasteurizado e UHT, foram analisadas segundo o
método qualitativo para identificagdo dos ions precursores e transicdes
m/z dos compostos.

O limite de deteccdo do método foi determinado para cada
antimicrobiano através da andlise da matriz fortificada em cinco niveis
de fortificacao, entre 4 e 20 ng mL™. A menor concentragéo do analito
gue apresentou relacdo sinal-ruido de 3:1 foi representativa do LD.

211 Aplicabilidade dos métodos quantitativo e confirmatorio

O desempenho do método quantitativo por CLAE-FL/DAD foi
avaliado com a analise de amostras de leite bovino, compostas por leite
cru e processado industriadlmente, de diferentes marcas comerciais,
obtidas na cidade de Floriandpolis, no Estado de Santa Catarina, Regido
Sul do Brasil. As amostras foram analisadas quanto a presenca dos
anti microbianos pesquisados.

Na aplicacdo do método confirmatério, amostras de leite bovino
fluido e em pd de diferentes marcas comerciais, e amostras de leite cru,
foram analisadas por CLAE-MS/M'S quanto a presenca dos residucs. As
amostras foram coletadas na cidade de Porto Alegre, no Estado do Rio
Grande do Sul, Regi&o Sul do Brasil.
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3  RESULTADOSE DISCUSSAO
3.1 Extracdo e separacdo cromatogr afica dos antimicr obianos

A extracdo com agua ultra pura 10% TCA foi eficiente na andlise
dos residuos em leite, com boa separacéo cromatografica dos analitos,
permitindo a identificacdo e quantificagdo dos compostos ceftiofur,
enrofloxacino, ciprofloxacino, danofloxacino, norfloxacino,
sulfadimetoxina, sulfamerazina, sulfatiazol, sulfametoxazal,
sulfaclorpiridazina e sulfadoxina. A utilizacdo de solvente extrator de
alta polaridade permitiu a extracdo dos onze antimicrobianos no leite,
com boas recuperacfes para os analitos, verificadas nos cromatogramas
obtidos por fluorescéncia e arranjo de diodos.

Avaliando o sina analitico, os compostos apresentaram boa
intensidade analitica e boa resolucdo dos picos cromatograficos. A
intensidade do sinal analitico demonstrou as boas recuperacdes obtidas
para 0s compostos, verificadas através da escala empregada nos
cromatogramas, que permitiu a supressao de ruidos da linha de base na
deteccdo dos residuos em nivel traco.

Toda a faixa de trabalho dos antimicrobianos (0,0 — 0,5 - 1,0 —
1,5-2,0 vezes 0 LMR) foi analisada a partir da extragcdo com agua ultra
pura 10% TCA, apresentando deteccdo para todos os niveis de
concentracdo empregados na fortificacdo das amostras. Os picos dos
analitos foram identificados no menor nivel de fortificacdo para todos os
compostos, correspondente a 50 pg kgt para ciprofloxacino,
norfloxacino, enrofloxacino, sulfatiazol, sulfamerazina,
sulfaclorpiridazina, sulfadoxina, sulfadimetoxina, sulfametoxazol, e
ceftiofur, e 15 ug kg™ para danofl oxacino.

Na etapa de preparo de amostra, a utilizacdo do é&cido
tricloroacético para acidificacdo do solvente extrator conferiu
seletividade ao método. Os residuos foram extraidos da amostra e
separados no cromatografo sem coduicdo de analitos ou deteccdo de
componentes da matriz. As boas recuperacdes obtidas para 0s
antimicrobianos comprovam que a etapa de desproteinizacdo do leite
com TCA foi efetiva para limpeza de amostra e remogdo de
interferentes.

A Figura 3.1 apresenta 0s cromatogramas da extracdo com agua
ultra pura 10% TCA, na andlise de leite pasteurizado fortificado com
fluorquinolonas, sulfonamidas e ceftiofur, e leite pasteurizado isento de
analitos, representando o branco da matriz.
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Figura 3.1. Cromatogramas (n=10): (@) e (b) fluorquinolonas e
sulfonamidas em leite por CLAE-FL; (c) e (d) ceftiofur em leite por
CLAE-DAD; (a) e (c) matriz ndo fortificada; (b) e (d) matriz fortificada
com analitos. Niveis de fortificagdo: NOR, CIP, ENR, CEF, STZ, SMR,
SCP, SDX, SMA, SDMX (100 ng mL™); DAN (30 ng mL™); LOM e
SPY (300 ng mL™ — padrdes interno). LOM e SPY (300 ng mL™* —

padrfes interno). NOR=norfloxacino, ClP=ciprofloxacino,
LOM=lomefloxacino,  DAN=danofloxacino, = ENR=enrofloxacino,
SPY =sulfapiridina, STZ=sulfatiazal, SMR=sulfamerazina,

SCP=sulfaclorpiridazina, SDX=sulfadoxina, SMA=sulfametoxazol,
SDM X =sulfadi metoxina, CEF=ceftiofur.
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O gradiente de €uicdo empregado permitiu a separacdo
cromatogréfica dos compostos em uma Unica corrida analitica, com a
identificacdo dos mesmos com base nos tempos de retencdo, e a
deteccdo sequencial das fluorquinolonas, sulfonamidas, e do ceftiofur,
constituindo método multirresiduo e multiclasse.

Com relacdo a derivatizacdo das sulfonamidas, a reacdo com
fluorescamina 0,1% (p/v) em acetona foi necessaria para a deteccéo dos
compostos por fluorescéncia, sendo o extrato analisado apds 40 minutos
da reacdo de derivatizacdo, a temperatura de 25 °C.

O mesmo extrato derivatizado foi analisado a cada 60 minutos
por 5 horas, apresentando diminuicdo de intensidade analitica dos
compostos apos 4 horas da reac8o, concordando com os resultados
descritos por Hoff, Barreto e Kist (2009), que em andise de
sulfonamidas por fluorescéncia, relataram a estabilidade dos compostos
derivatizados por até quatro horas apds reacdo com fluorescamina.
Dessa forma, o tempo de duracdo da corrida cromatogréfica (44
minutos) e o tempo da reacdo de derivatizacdo fixado em 40 minutos
permitiram a deteccdo e quantificacdo reprodutiveis dos compostos
sulfonamidas em detector de fluorescéncia.

A extracdo aguosa empregada na andlise das trés classes
antimicrobianas constituiu procedimento eficaz e de menor toxicidade,
guando comparada a extracdo com solventes organicos como metanal,
acetonitrila, éter de petroleo, entre outros. Na literatura, diversos estudos
afirmam que os solventes tradicionalmente empregados em
procedimentos analiticos representam riscos a salide humana e ao meio
ambiente (Boscher et al., 2010; Jeong, Song e Cho, 2009). N&o obstante,
segundo os autores Didz-Cruz e Barcel6 (2007) e Huang, Y uan e Huang
(2007), a extragdo de residuos farmacol gicos com solventes de menor
toxicidade, empregados em menores quantidades, e as técnicas
automatizadas de extracdo, compreendem as tendéncias para andlise de
residuos em alimentos, comprovando as vantagens do método
desenvolvido neste trabal ho.

A Tabela 3.1 apresenta os parametros da deteccdo cromatogréfica
por fluorescéncia e arranjo de diodos para os compostos analisados em
leite.

Os comprimentos de onda da deteccéo por fluorescéncia referem-
se aos comprimentos de onda de excitacdo e emissdo espectral dos
compostos, enquanto que 0 comprimento de onda da deteccdo por
arranjo de diodos representa o comprimento de onda de absor¢&o
maxima para o composto ceftiofur.
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Tabela 3.1. Parémetros da separacdo multiclasse de antimicrobianos
extraidos em leite em andlises por CLAE-FL/DAD.

N TRA Deteccdo
Classe antimicrobiana  Composto (min) A (nm)
NOR 12,80 280/ 440
DAN 14,43 280/ 440
ENR 14,86 280/ 440
Cefal osporinas CEF 20,64 280

STZ 25,50 405/ 495

SMR 25,83 405/ 495

Sulfonamidas SCP 28,42 405/ 495
SDX 28,97 405/ 495

SMA 29,34 405/ 495

SDMX 30,40 405/ 495

& Tempo de retencdo cromatogréfico.

NOR=norfl oxacino, ClP=ciprofloxacino, DAN=danofl oxacino,
ENR=enrofloxacino, CEF=ceftiofur, STZ=sulfatiazol,
SMR=sulfamerazina, SCP=sulfacl orpiridazina, SDX=sulfadoxina,
SMA=sulfametoxazol,SDM X =sulfadimetoxina.

3.2 Validagdo do método quantitativo por CLAE-FL/DAD
3.2.1 Seletividade

Apbs o procedimento de extracao, a analise cromatogréafica dos
extratos ndo fortificados de leite pasteurizado e UHT, com diferentes
teores de gordura, e de diferentes marcas comerciais, comprovaram a
auséncia de interferentes passiveis de coeluicdo com os analitos, uma
vez que nenhuma das amostras apresentou interferentes nos tempos de
retencdo dos compostos analisados por CLAE-FL/DAD.

A andlise do branco da matriz em amostras de leite pasteurizado
€ observada através dos cromatogramas (@) e (c) da Figura 3.1.
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Os cromatogramas demonstram as linhas de base dos detectores
sem a presenca de picos cromatograficos, comprovando a seletividade
do método na andlise de fluorquinolonas e sulfonamidas por
fluorescéncia, em comprimentos de onda especificos de excitacéo e
emissao, e do ceftiofur, em comprimento de onda especifico da faixa do
ultravioleta, através do detector de arranjo de diodos.

Avdliando as etapas de preparo de amostra e extracdo na
sdletividade do método, o solvente empregado (&gua ultra pura 10%
TCA) foi eficiente na remocéo de componentes da matriz que poderiam
causar interferéncias como coeluicéo de analitos, picos cromatograficos
adicionais (interferentes), ou alteraces ndo simétricas no formato dos
picos dos compostos (por exemplo, alargamento de pico). A utilizacéo
do &cido tricloroacético para acidificacdo do solvente extrator permitiu a
desproteinizacdo da matriz com precipitado proteico facilmente
removido através de centrifugacéo e sobrenadante limpido, sendo que a
andlise do extrato ndo apresentou picos de compostos interferentes nos
cromatogramas por CLAE-FL/DAD.

Os resultados da desproteinizagdo no leite estdo de acordo com
Diaz-Cruz e Barcdd (2007) que relataram que etapas de limpeza de
amostra e purificagdo de analitos podem aumentar a seletividade dos
detectores em andlises cromatograficas. Resultados semelhantes foram
descritos por Bohm, Stachd e Gowik (2009), Mamani, Reys e Rath
(2009), Rodriguez, Moreno-Bondi e Marazuela (2008) e Cinquina et al.
(2003), que em andlises de antimicrobianos em leite, relataram maior
sdletividade e maiores recuperacbes de analitos com a remocgdo de
interferentes da matriz empregando solventes acidificados com TCA.

O método desenvolvido apresentou seletividade na andlise de
fluorquinolonas, sulfonamidas e ceftiofur em leite, em conformidade
com as recomendacdes da Comunidade Européia (EC/657/2002), uma
vez gque a comparagdo entre os cromatogramas do branco e da matriz
fortificada demonstrou a auséncia de interferéncias espectrais e ndo
espectrais nos picos cromatogréaficos dos analitos.

3.2.2 Faixadetrabalho, linearidade e sensibilidade

As curvas analiticas dos onze antimicrobianos pesquisados foram
determinadas de acordo com as recomendacbes da Diretiva
EC/657/2002, sendo os dados das curvas de calibrago e os resultados
da andlise de regressdo apresentados na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2. Andlise de regressdo das curvas analiticas. y = inclinago x

C + intercepto (y = érea andlito/area do padréo interno; C

concentragdo do analito).
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Inclinagéo Intercepto ¥ Faixalinear®
(média+ D.P., n=6) (ugkg™)
NOR 0,0061+0,0001 0,0115%+0,0120 0,994 0-200
CIP 0,0026 £ 00,0002 0,1239+0,0322 0,984 0-200
DAN 0,0281+0,0011 0,0424 +0,0232 0,991 0-60
ENR  0,0056 +0,0002 0,0559+0,0191 0,995 0-200
STZ 0,0019+0,0000 0,0202+0,0058 0,992 0-200
SMR  0,0069 + 0,0001 0,0401+0,0164 0,983 0-200
SCP  0,0033+0,0003 0,0003+0,0340 0,988 0-200
SDX  0,0053+0,0001 0,0079+0,0012 0,981 0-200
SMA  0,0057+0,0003 0,0323+0,0300 0,993 0-200
SDMX 0,0044 £ 0,0004 0,0209 +0,0068 0,988 0-200
CEF 0,0122+0,0003 0,1798+0,0040 0,992 0-200

#Faixa de aplicacdo dos compostos nas concentracdes de 0 a 2 vezes 0
LMR em leite. NOR=norfloxacino, ClP=ciprofloxacino,
DAN=danofl oxacino, ENR=enrofl oxacino, STZ=sulfatiazol,
SMR=sulfamerazina, = SCP=sulfaclorpiridazina, = SDX=sulfadoxina,
SMA=sulfametoxazol, SDM X =sulfadimetoxina, CEF=ceftiofur.

A Andlise de Regresséo Linear demonstrou bons coeficientes de
correlagdo, com valores de r” superiores a 0,98 para todos 0s compostos
pesquisados, comprovando que os dados das curvas analiticas
satisfazem o ajuste do modelo, na faixa de trabalho empregada. Os
valores de r? determinados no método estdo de acordo com o
preconizado pela Comunidade Européia, que estabelece valores iguais
ou superiores a 0,90 para validagdo de métodos analiticos.

Em &mbito nacional, os coeficientes de correlacéo das curvas dos
analitos satisfazem as recomendacbes do INMETRO, que considera
adequados os coeficientes de correlagdo com valores superiores a 0,90.

O teste da razéo entre sinal analitico e concentrac@o (S/Q) e os
coeficientes de regressdo demonstraram a linearidade dos cinco pontos
utilizados para constru¢do das curvas analiticas, apresentando baixos
valores de desvio padréo para o intercepto das curvas.

A faixa linear foi determinada compreendendo o intervalo entre
o0s val ores de concentrac&o superior e inferior dos compostos analisados,
atendendo ao requisito de exatidéo.
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Na sensibilidade, o coeficiente de regressao relativo a inclinag&o
da reta apresentou baixos valores para o desvio padrdo. Os resultados
comprovam que o método apresenta sensibilidade adequada para
distinguir proporciona mente pequenas variaces nas concentragfes dos
analitos pesquisados, estando de acordo com 0s preceitos determinados
pela Comissdo Européia (2002).

3.2.3 Precisao

Na precisdo, através das equagdes das curvas dos analitos, as
concentragBes foram calculadas a partir das andlises cromatogréficas de
seisréplicas por concentragao.

A Tabela 3.3 apresenta os valores de desvio padréo relativo dos
ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade, e os valores de LMR para
0s antimicrobianos pesquisados em leite. Na repetibilidade, os valores
do desvio padrdo relativo (DPR) das concentragfes calculadas para os
compostos variaram de 1,01 a 7,40%, e na reprodutibilidade, variaram
de 1,75 a 10,13%.

Na andlise das fluorquinolonas, a precisdo variou entre 1,14 e
8,90%. Para as sulfonamidas, os resultados de precisdo variaram entre
1,01 e 10,13%, enquanto que para o ceftiofur a precisdo do método foi
determinada com val ores de DPR entre 2,02 e 5,42%.

No procedimento de derivatizagdo das sulfonamidas, variagOes
das condicOes experimentais, como temperatura da solucéo reagente no
momento da derivatizagdo, e remocdo de aliquota do extrato para
reacdo, podem ter contribuido para os maiores valores de DPR de
precisdo obtidos na andlise da classe, em comparacdo as fluorquinol onas
e ceftiofur.

Nos estudos de repetibilidade e reprodutibilidade, os maiores
valores de DPR foram obtidos para os compostos ciprofloxacino
(7,40%) e sulfaclorpiridazina (10,13%), respectivamente.
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Tabela 3.3. Valores minimos e méximos do desvio padrdo relativo dos
ensai os de precisdo para os compostos analisados nas concentragdes de
0,5, 1,0el1,5vezeso LMR em leite.

LMR (ng/ Repetibilidade Reprodutibilidade

Composto

kg) (n=18) (n=54)

NOR 100 1,41-4,45 2,61-4.83

CIP 100 1,14 -7,40 3,13-7,60

DAN 30 2,24-17,30 2,34-8,90

ENR 100 1,33 -4,02 3,47—-4,90

STZ 100 1,29 -4,92 4,76 — 8,27

SMR 100 1,01 -3,69 2,15-8,36

SCP 100 2,82-5,52 3,34-10,13

SDX 100 1,21-4,15 1,75-6,13

SMA 100 1,33-3,23 4,15-5,23

SDMX 100 1,14 -3,05 2,46-7,93

CEF 100 2,02-4,85 4,32 -542
NOR=norfloxacino, ClP=ciprofloxacino, = DAN=danofloxacino,
ENR=enrofloxacino, STZ=sulfatiazal, SMR=sulfamerazina,

SCP=sulfaclorpiridazina,SDX=sulfadoxina, SMA=sulfametoxazol,
SDM X =sulfadi metoxina, CEF=ceftiofur.

A precisio do método desenvolvido foi adequada para a
validacdo analitica em conformidade com a Diretiva EC/657/2002, que
considera aceitveis valores inferiores a 23% para o desvio padréo
relativo em métodos de andlise de residuos em concentragBes na ordem
de 10 2100 pg kg™.

Dessa forma, os resultados obtidos nos estudos de repetibilidade e
reprodutibilidade estéo abaixo do valor méximo permitido para o desvio
padréo relativo em estudos de precisao.

3.2.4 Exatiddo

Os resultados de exatid&o, avaliados em termos de recuperacdo na
matriz fortificada, estéo apresentados na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4. Recuperacéo dos antimicrobianos em amostras fortificadas
nas concentragfes de 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0 vezes 0 LMR para os compostos
em leite.

Recuperagdo % (DPR, %)

2LMR 1LMR 3/2LMR 2LMR Tota
(n=18) (n=18) (n=18) (n=18) (n=72)

NOR 97,7(40) 975(L7) 1042(16) 975(10) 992*(3,3)
CIP  1009(7,2) 1034(37) 930(34) 101,3(41) 996 (45)
DAN 931(31) 1074(80) 987(L2) 994(36) 996(59)
ENR 1040(44) 994(34) 964(47) 1017(22) 100,3(32)
STZ 1056(50) 96,1(7.9) 957(46) 1008(27) 995 (46)
SMR 90937 1076(12) 983(82 985(L7) 988(6,9)
SCP  916(41) 1070(40) 976(25 984(60) 986(63)
SDX  91,3(37) 1035(45 954(16) 965(69)  986(50)
SMA  998(49 1034(54) 968(40) 951(84)  98,7(36)
SDMX 911(22) 1003(L,8) 974(77) 981(66)  98,7(39)

CEF 1057(38) 955(41) 971(52) 1006(48 997 (4,5)

@ Média da recuperagdo global dos compostos nas concentragdes: 50,
100, 150 e 200 pg kg™ para NOR, CIP, EN, STZ, SMR, SCP, SDX,
SMA, SDMX, e CEF; e 15, 30, 45 e 60 pug kg* para DAN.
NOR=norfloxacino, ClP=ciprofloxacino, DAN=danofloxacino,
ENR=enrofloxacino, STZ=sulfatiazol, SMR=sulfamerazina,
SCP=sulfaclorpiridazina, SDX=sulfadoxina, SMA=sulfametoxazal,
SDM X =sulfadi metoxina, CEF=ceftiofur.

Recuperactes superiores a 90% foram obtidas para todos os
compostos, em todos os niveis de concentragdo analisados (0,5, 1,0, 1,5
e 2,0 vezes 0 LMR), sendo que recuperagdes inferiores a 93,0% foram
verificadas para o0os  compostos  sulfamerazina  (90,9%),
sulfaclorpiridazina (91,6%), sulfadoxina (91,3%) e sulfadimetoxina
(91,1%).

As andlises apresentaram baixos valores de desvio padrédo
relativo, variando entre 1,0 e 8,4%, para os compostos norfloxacino e
sulfametoxazol, respectivamente. Todos 0s compostos apresentaram
recuperacdes superiores a 100% em um dos niveis de fortificagdo
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analisados, entretanto, a média da recuperacdo global para os compostos
nao excedeu o valor de 100,3%, obtido para o enrofloxacino.

No estudo de exatiddo, as maiores recuperacbes foram
observadas para as fluorquinolonas e para o ceftiofur, que apresentaram
médias de recuperacdo superiores a 99,2%. A média de recuperacdo das
sulfonamidas foi inferior, variando de 98,6 a 99,5%.

Segundo a Comunidade Européia, na andlise quantitativa de
residuos e contaminantes em concentragdes superiores a 10 pg kg™,
recuperacdes na ordem de -20% a +10% sdo aceitaveis para validacgo
analitica. Assim, a exatiddo do método estd em conformidade com a
Diretiva Européia EC/657/2002, com a faixa de recuperacéo de analitos
entre 80 a 110%, obtendo bons resultados em termos de recuperacéo
analitica dos compostos, com recuperagfes superiores a 98,0% para
todos os antimicrobianos pesguisados.

3.25 Limitede detecgdo e limite de quantificacdo

Nas analises por CLAE-FL, os antimicrobianos fluorquinolonas,
gue apresentam fluorescéncia nativa devido a ressonancia no nicleo
qguinolina, demonstraram elevada intensidade fluorimétrica em
comparacgao as sulfonamidas apos a reacdo de derivatizagao.

Para determinagdo do LD e do LQ do método nesse detector, a
fortificagdo de fluorquinolonas no leite foi realizada em niveis de
concentracdo inferiores as concentragdes de fortificacdo das
sulfonamidas. Entretanto, o nivel maximo de fortificagdo empregado foi
comum a ambas as classes antimicrobianas, compreendendo 20 e 50 ng
mL" para os limites de detecco e de quantificago, respectivamente,

Com relagdo a validagdo analitica, a Diretiva EC/657/2002 ndo
preconiza valores para os limites de deteccdo e quantificacdio de
métodos, devendo os mesmos serem obtidos experimentalmente de
acordo com a técnica analitica empregada.

Na determinacdo do LD, os niveis de fortificacdo analisados para
as fluorquinolonas corresponderam a 1; 2; 4; 8 e 20 ng mL™. Para as
sulfonamidas, os compostos foram fortificados nas concentracfes de 5;
10; 14; 18 e 20 ng mL™. Os mesmos niveis de fortificacdio empregados
para as sulfonamidas mostraram-se adequados para a andlise do
ceftiofur, permitindo a identificagdo do mesmo quando analisado por
CLAE-DAD.
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ApoGs o procedimento de extragdo no leite, os limites de detecgao
para as sulfonamidas e ceftiofur foram iguais a 14 e 20 ng mL™
respectivamente. Nestas concentragfes, os antimicrobianos p@qumdos
apresentaram relagdo sinal-ruido superior a 3:1, representando a menor
concentragdo em que estes compostos podem ser detectados no leite,
guando analisados pel o método desenvol vido.

Os limites de quantlflcagao foram determlnados nas
concentragdes de 20 ng mL™ para as sulfonamidas e 32 ng mL™ para o
ceftiofur, apresentando relagcdo sinal-ruido superior a 101 Para as
fluorquinolonas, o limite de deteccdo foi igual a 8 ng mL™ para os
compostos enrofloxacino, norfloxacino e ciprofloxacino, e 4 ng mL™
para o danofloxacino, que apresentou maior intensidade fluorimétrica
em comparagao aos outros componentes da classe.

Os limites de quantlflcagao foram determinados nas
concentracBes de 20 ng mL™? para o enrofloxacmo norfloxacino e
ciprofloxacino, e na concentracéo de 10 ng mL™* para o danofloxacino,
com relacdo sinal-ruido superior a 10:1 para os picos cromatogréaficos
dos componentes da classe.

O limite de quantificacBio do método foi inferior ao limite
méaximo de residuo em leite para todos os antimicrobianos. A Tabela 3.5
apresenta os limites de deteccéo e quantificagdo do método por CLAE-
FL/DAD.

3.2.6 Limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccdo (CCp)

O limite de decisdo (CCa) e a capacidade de detecc@o (CCp)
compreendem parametros analiticos recomendados para validagdo de
métodos segundo a Diretiva EC/657/2002 da Comunidade Européia.

Esses parametros foram determinados a partir dos resultados do
estudo de reprodutibilidade, sendo calculados os valores de CCa e CCp
para cada antimicrobiano. Os valores de LMR para 0s compostos em
leite e os par@metros LD, LQ, CCa e CCf obtidos no método séo
apresentados na Tabela 3.5.

De acordo com a Comissdo Européia (EC/657/2002), os
parémetros CCo e CCfS do método desenvolvido compreendem as
concentragBes nas quais, em valores superiores as mesmas, 0 metodo é
capaz de distinguir e quantificar de forma confiavel os compostos
analisados, assumindo-se a variabilidade do método e o risco estatistico
de uma analise errbnea (detectado e ndo detectado).
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Tabela 3.5. Pardmetros analiticos. Limite de deteccdo (LD), limite de
quantificagcdo (LQ), limite de deciséo (CCu), e capacidade de detecgdo
(cch).

LMR LD LQ CCa CCp

Composto i .
P (Mg kg™) (hg kg™)
CLAE-FL
NOR 100 8 20 1024 1054
cIp 100 8 20 1051 1102
DAN 30 4 10 38,0 46,0
ENR 100 8 20 1056 1112
STZ 100 14 20 1135 1270
SMR 100 14 20 1035  107,0
SCP 100 14 20 1054 1108
SDX 100 14 20 1066 1132
SMA 100 14 20 1085 1170
SDMX 100 14 20 1046 1092
CLAE-DAD
CEF 100 20 32 1070 1140

NOR=norfloxacino, = ClIP=ciprofloxacino, = DAN=danofloxacino,
ENR=enrofloxacino,STZ=sulfatiazol,SM R=sulfamerazina, SCP=sulfa
clorpiridazina,SD X =sulfadoxina,SMA=sulfametoxazol,
SDM X =sulfadi metoxina, CEF=ceftiofur.

Segundo Hermo e a. (2008), o CCa representa uma
concentragdo critica com um risco afa, e o CCf, uma concentracdo
critica com um risco beta.

Para os anti microbianos norfloxacino e sulfadoxina, por exemplo,
com LMR igual a 100 pg kg, considerando os valores de CCa
calculados para esses compostos (102,4 e 106,6 pg kg?), o limite de
decisdo do método somente assume as concentragfes dos compostos em
leite como superiores ao LMR (amostra com deteccdo), com 5% de erro
(a), quando a concentracdo medida for igual ou superior a102,4 ug kg™
e106,6 ug kg, respectivamente.
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Dessa forma, para fins de fiscalizagdo, uma amostra anallmda
pelo método, com concentragdo de norfloxacino igual a 103,0 pg kg™,
por exemplo, apresentaria deteccdo acima do LMR ou nao
conformidade, enquanto que uma concentracdo igual a 102,0 pg kg™
seria indicativa de ndo detecgdo acima do LMR, ou conformidade da
amostra.

Para substdncias com LMR estabelecido, como o0s
antimicrobianos, a capacidade de deteccéo € a menor concentracdo em
gue 0 método é capaz de detectar um composto, em concentragdo acima
do limite permitido, com uma certeza estatistica de 1-5.

A exemplo do norfloxacino e da sulfadoxina, apwar da deteccdo
(com erro «) em concentracdes superiores a 102,4 pg kg™ e 106,6 pg
kg™, o método somente detecta, identifica e quantifica estes compostos
verdadel ramente (com certeza estatistica 1-4 1) em concentracdes iguais
ou superioresa105,4 pg kg e 113,2 ug kg™, respectivamente.

Pode-se observar, portanto, que o CCa ¢é indicativo da
qualificacdo da amostra (detecgdo ou ndo deteccdo) a partir do LMR do
composto pesguisado, ao passo que o CCA compreende a caracteristica
do método em identificar, com um novo erro estatistico (5) e certeza
estatistica (1-) uma concentragdo superior ao LMR de um determinado
composto. Assim, a partir do CCf pode-se dizer, verdadeiramente, que
um composto esta acima do LMR, mesmo que uma ndo deteccdo seja
verificada. No exemplo do norfloxacino, que apr&enta deteccéo
(conforme o CCa) na concentragdo de 103,0 pg kg*, somente uma
concentragdo superior a105,4 ug kg™ representaria uma medic&o acima
do LMR do composto.

Os valores de CCa e CCpS do método apresentaram valores de
concentragdo préximos ao LMR de cada composto, para os onze
anti microbianos pesquisados em leite.

3.2.7 Robustez

Através do teste-t de Student, os resultados de recuperacdo para
os analitos fortificados em | eite pasteurizado e leite UHT, analisados por
dois andlistas, foram comparados para determinacdo do valor p
estatistico, preditor de diferenca estatistica entre as medi¢des.

As recuperacBes dos analitos para as variagdes de andista e
matriz empregadas sdo apresentadas na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6. Recuperacdes dos compostos no estudo de robustez.
M édias das recuperacdes (%)
(D.P., n=6)
. . Late UHT
Leite pasteurizado semidesnatado Valaor
Andistal Andista2 Andistal Anadista2 P
96,26 97,00 99,26 96,42
NOR  0013) (00200 (0009) (0004 4%
10378 10467 10690 10573
CIP- 002 (0013 (0018 (0020 2104
109,92 10712 10512 108,10
DAN 0013y (0022  (0011) (0009 048
10027 9847 99.48 98.96
ENR 0030  (0016) (00200 (0018 88
10271 10337 101,35 102,67
STZ 0113)  (0067) (0045 (0123 %297
107,07 10824 107,70 107,02
SMR 0os6)  (0021) (0031 (0020 &777
10514 10502 107,00 10231
SCP 00290 (0017) (0019 (0023 08
11441 11484 11243 11404
DX 0033  (0021) (0049  (0037) 237
9824 10231 10168 100,69
SMA " 0121)  (0108)  (0,086) (01200 706
10239 99,82 9894 100,51
SDMX 0066) (0035  (0,021)  (0.04a) 0496
95,86 98.36 96,47 9522
CEF 0053 (0023 (0022 (0017) 9460
@Valor de p do teste-t de Student.
NOR=norfloxacino, ClP=ciprofloxacino, DAN=danofloxacino,
ENR=enrofloxacino, STZ=sulfatiazol, SMR=sulfamerazina,

SCP=sulfaclorpiridazina, SDX=sulfadoxina, SMA=sulfametoxazal,
SDM X =sulfadi metoxina, CEF=ceftiofur.

As andlises dos leites pasteurizado e UHT fortificados na
concentragdo do LMR dos antimicrobianos, igual a 100 pg L™, com
excecdo do danofloxacino com LMR igual a 30 pg L™, demonstraram
recuperacdes superiores a 95% para todos 0s compostos nas amostras
analisadas por dois analistas.
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O teste-t de Student determinou valores de p maiores do que 0,05
para todos os compostos, demonstrando que ndo houve diferenca
significativa nos resultados obtidos com variagfes de analista e matriz.
Além disso, as médias de recuperaces ndo diferiram em mais de 5%
entre os dois analistas e entre os dois tipos de leite analisados, estando
de acordo com as recomendacBes da Comunidade Européia e do
INMETRO, que para validagdo analitica, assumem a robustez do
método quando os resultados encontrados com as variagdes empregadas
ndo diferem em + 5%.

Dessa forma, 0 método mostrou-se robusto em andlises de leite
pasteurizado e UHT semidesnatado, realizadas por dois analistas.

3.3 Efeitodematriz

Osvalores de p do teste e as médias das recuperagdes obtidas nas
andlises por CLAE-FL/DAD sdo apresentados na Tabela 3.7.

Tabela 3.7. Recuperacdo dos antimicrobianos no estudo do efeito de
matriz.

Médias das recuperagdes %

(D.P., n=9) Valor de
Composto Soluc&o aquosa Extrato da p?
matriz

NOR 96,83 (0,001) 95,60 (0,022) 0,008
cIP 103,03(0,009) 103,26 (0014) 0,998
DAN 109,69 (0,004) 107,97 (0,029) 0,367
ENR 105,43 (0,008) 102,97 (0,002) 0,181
STZ 94,14 (0,032) 91,70 (0,024) 0,112
SMR 104,90 (0,033) 100,84 (0020) 0,073
scP 101,98 (0,087) 98,80 (0,149) 0,074
SDX 112,59 (0,014) 105,53 (0,087) 0,061
SMA 104,43 (0,048) 100,98 (0019) 0,098
SDMX 99,62 (0,064) 97,25 (0,123) 0,128
CEF 96,59 (0,025) 92,79 (0,017) 0,071

@Valor de p do teste-t de Student.

NOR=norfl oxacino, ClP=ciprofloxacino, DAN=danofl oxacino,
ENR=enrofloxacino, STZ=sulfatiazol, SMR=sulfamerazina,
SCP=sulfaclorpiridazina, SDX=sulfadoxina, SMA=sulfametoxazol,
SDM X =sulfadimetoxina, CEF=ceftiofur.
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Os resultados do teste-t de Student demonstraram que 0s sinais
cromatogréaficos dos compostos ndo apresentaram diferenca significativa
nas andlises do extrato e da solu¢do agquosa, verificada através das
recuperacdes dos analitos.

As recuperagtes dos analitos nas andlises da solugéo aquosa e do
extrato da matriz foram superiores a 91% para todos os analitos
pesquisados. Os valores de p obtidos no testet de Student para
comparacdo das médias de recuperacdo foram maiores do que 0,05,
comprovando gque ndo ha diferenca significativa entre as médias obtidas.

Considerando que supressdes de sinal analitico (Bernal et al.,
2009) ou aumento de intensidade analitica de compostos (Becker;
Zittlau e Petz, 2004) podem ser observados devido a interferéncias de
matrizes alimentares, os resultados obtidos comprovaram que na andlise
dos residuos em leite, o efeito de matriz ndo foi significativo na
detecgéo dos compostos.

No método desenvolvido, o efeito de matriz foi compensado com
a utilizacdo de padronizacdo interna para quantificacdo dos residuos
sulfonamidas e fluorquinolonas, realizada de acordo com a relagéo entre
0s sinais analiticos do composto e do padrédo interno. Os padrdes
internos lomefloxacino e sulfapiridina foram adicionados na mesma
concentrago para todos os pontos da curva analitica, sendo igualmente
susceptiveis as variagdes experimentais e perdas durante o procedi mento
de andlise no leite.

Na andlise do ceftiofur, o estudo do efeito de matriz foi
especialmente importante, devido a auséncia de um padréo interno da
mesma classe antimicrobiana, com propriedades fisico-quimicas
semelhantes. Todavia, o0s resultados demonstraram que o sinal
cromatografico do composto ndo sofreu alteracfes significativas, como
supressao ou aumento de intensidade analitica (valor de p > 0,05),
comprovando que a quantificac@o realizada por padronizacdo externa
com superposicdo de matriz foi adequada para quantificacdo deste
antimicrobiano.

3.4 Método confirmatério por CLAE-MSMS

A andlise confirmatdria dos residuos foi realizada de acordo com
a Diretiva EC/657/2002 da Comunidade Européia, que prevé a
confirmacdo analitica de substdncias do grupo B, referente a
medi camentos veterinarios de uso licito, nos casos de detecgdo acima do
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limite maximo permitido. Embora a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a deteccdo por fluorescéncia seja considerada
adequada como método confirmatdrio para andlise de substancias do
grupo B, como os agentes antimicrobianos pesquisados, a confirmacao
por espectrometria de massas permitiu a identificagdo inequivoca dos
compostos, gerando informagBes complementares quanto a estrutura
molecular dos mesmos.

O método qualitativo desenvolvido por CLAE-MSMS
compreendeu a andlise confirmatéria dos analitos em leite em
conformidade com a Diretiva, que estabelece que a deteccdo
espectrométrica somente compreende método confirmatério gquando
acoplada a técnica de separacdo cromatogréafica.

3.4.1 Andlise qualitativa dos ions precursores [M+H]" e transicdes
(m/2)

Apés a extracdo no leite e andlise cromatogréafica, as moléculas
dos antimicrobianos foram identificadas no sistema ESI-MSMS,
através do monitoramento de multiplas reacbes (MRM), com a deteccéo
de um ion precursor e duas transicdes m/z para 0s compostos
ciprofloxacino, enrofloxacino, norfloxacino, sulfatiazol, sulfamerazina,
sulfaclorpiridazina, sulfadoxina, sulfametoxazal, e sulfadimetoxina.

O sistema de pontos atribuiu um ponto para cada ion precursor
analisado, e 1,5 pontos para cada transicdo m/z (ion produto)
monitorada, totalizando quatro pontos no sistema de identificacdo para
cada antimicrobiano.

A confirmac&o da identidade dos analitos atendeu as exigéncias
da Comunidade Européia, que determina que para 0 modo de deteccéo
MRM em analises de substancias compreendidas no grupo B, um total
de trés pontos deve ser obtido em analises confirmatorias.

No sistema ESI-MSMS, as infusdes dos compostos
danofloxacino e ceftiofur, efetuadas com a injecdo dos padrbes em
acetonitrila, na concentracdo de 1 pg mL™, demonstraram baixa
intensidade de fragmentos resultantes da ionizacdo, ndo permitindo a
analise confirmatoria desses residuos.

Os parametros da anadlise confirmatéria dos compostos estdo
apresentados na Tabela 3.8.
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Tabela 3.8. Andlise confirmatéria dos antimicrobianos em leite por
CLAE-ESI/MS/MS, a partir da extragcdo com metanol: agua ultra pura
70:30 (v/v) 0,1% AF.

fon fon fon de
precursor  qualificador  confirmagdo
[M+H]"  mz(EC)®  miz(EC)

M.M. T.R?

Andlito (gmol™)  (min)

NOR 3193 6,04 3202  3022(17) 2762 (25)
cip 331,3 614 3322  2882(17) 2452 (25)
ENR 3593 634 3603  3162(25 2452 (25)
STZ 2553 7,08 2560  1559(15)  107,8(28)
SMR 2643 752 2652  107,7(15  156,0(30)
SCP 2847 909 2850  1559(25)  107,7(15)
SDX 3103 914 31,3  107,7(18)  140,0(20)
SDMX 3103 915 3110  1559(20)  107,8(25)
SMA 2533 949 2540  1559(15 916 (25

@ Tempo de retencdo cromatografico.

® Energia de colisdo em eetrovolts.

NOR=norfloxacino, ClIP=ciprofloxacino, ENR=enrofloxacino,
STZ=sulfatiazol, SMR=sulfamerazina, SCP=sulfaclorpiridazina,
SD X =sulfadoxina,SDM X =sulfadi metoxi na, SMA=sulfametoxazol.

Com aionizacado por eletrospray operando em modo positivo, 0s
jons precursores [M+H]" gerados para os compostos foram selecionados
para fragmentacéo no triplo quadrupolo, permitindo a visualizacdo dos
picos dos analitos nos cromatogramas obtidos por CLAE-MS/MS. Para
confirmacdo da identidade dos antimicrobianos, duas transicdes m/z
foram monitoradas, compreendendo um ion qualificador, que apresentou
maior intensidade, e um ion confirmatério, que apresentou menor
intensi dade.

Alguns compostos apresentam a mesma massa molar, como
sulfadoxina e sulfadimetoxina (310,3 g mol™); ou fragmentos com a
mesma relagdo massa/carga, como ciprofloxacino e enrofloxacino (ion
de confirmacdo - 245,2), e sulfadimetoxina e sulfametoxazol (ion
qualificador - 155,9). Entretanto, a confirmacéo dos compostos a partir
do monitorando de dois fragmentos provenientes do ion precursor da
molécula permitiu a deteccdo inequivoca dos antimicrobianos. A
seletividade do método com deteccdo por MS/MS permitiu a andlise dos
residuos em menos de dez minutos de corrida cromatografica.
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A Figura 3.2 apresenta 0s cromatogramas do monitoramento de
multiplas reacBes para os analitos extraidos em leite, demonstrando boa
intensidade para os ions qualificadores e confirmatorios,
respectivamente.
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Figura 3.2. Cromatogramas do monitoramento de multiplas reagdes.
Transi¢des m/z dos compostos sulfonamidas e fluorquinol onas em leite.

3.4.2 Determinacéo do CCp qualitativo

Uma vez que o método por CLAE-MSMS compreende a andlise
confirmatdria para determinagcdo dos analitos pesquisados no leite, o
CCp foi determinado no nivel de concentracdo do limite de
quantificacdo do método validado por CLAE-FL, permitindo que um
residuo quantificado por fluorescéncia sga confirmado através da



117
Capitulo 3

espectrometria de massas. As analises do leite pasteurizado fortificado
na concentracdo de 20 ng mL™* permitiram a identificacdo dos
fragmentos dos compostos com relacdo sinal-ruido superior a 3:1 em
todas as amostras analisadas, representando 100% de detecc&o ao nivel
do LD do método quantitativo por CLAE-FL.

Os cromatogramas das transicdes myz das fluorquinolonas e
sulfonamidas, em uma das amostras analisadas por CLAE-MS/MS,
estdo apresentados nas Figuras 3.3 e 3.4, respectivamente.

Os picos cromatograficos sombreados mostram a integracdo do
software a partir da deteccdo dos ions selecionados na biblioteca de
dados, relativos aos fragmentos das moléculas dos antimicrobianos. Os
jons qualificadores e confirmatorios demonstraram boa intensidade
analitica para todos os residuos pesquisados no leite.
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Figura 3.3. Cromatogramas dos ions qualificadores e confirmatérios
das fluorquinolonas, respectivamente. Amostra de leite pasteurizado
fortificada com os compostos na concentragéo de 20 ng mL™.

Cromatogramas semdhantes foram obtidos para as vinte
amostras analisadas por CLAE-MS/MS, com deteccdo dos ions produto
para todos os residuos antimicrobianos nas amostras fortificadas. O
valor do CCpB para os residuos de fluorquinolonas e sulfonamidas na
andlise qualitativa foi igual a 20 ng mL™, com intervalo de confianca de
100%, comprovando que O método € adequado para andlise
confirmatéria dos residuos de acordo com a Diretiva EC/657/2002.
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Figura 3.4. Cromatogramas dos ions qualificadores e confirmatérios
das sulfonamidas, respectivamente. Amostra de leite pasteurizado
fortificada com os compostos na concentragéo de 20 ng mL™.

3.4.3 Sdetividade

As andlises das diferentes amostras da matriz ndo fortificada
comprovaram a sl etividade do método, uma vez gue 0s cromatogramas
do MRM ndo apresentaram detecco de analitos, ou de interferentes da
matriz.

A comparagdo entre os cromatogramas das amostras fortificadas
(Figuras 3.3 e 3.4) e os cromatogramas obtidos nas andlises do branco
da matriz, demonstrou que nenhum ion precursor ou ion produto dos
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antimicrobianos foi detectado nas amostras de leite pasteurizado e UHT
analisadas por CLAE-MS/MS.

A Figura 3.5 apresenta os cromatogramas do MRM obtidos para
uma das amostras de leite analisadas, demonstrando a matriz isenta de
analitos.
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Figura 3.5. Cromatogramas dos ions qualificadores das fluorquinol onas
e sulfonamidas em amostra de leite UHT semidesnatado néo fortificada.

Nos cromatogramas observados para a amostra de leite UHT
semidesnatado, nenhum dos ions qualificadores dos antimicrobianos
pesquisados foi detectado nas andlises, ndo havendo integracdo de picos
pelo software. Cromatogramas similares foram obtidos para todas as
amostras de leite analisadas, comprovando a seletividade das analises
por CLAE-MS/MS.

Em amostras fortificadas, a técnica de espectrometria de massas
permitiu a identificacdo seletiva dos compostos através de suas
transi¢Bes m/z (ions produto), apos a fragmentacao dos ions precursores.

A utilizaggdo do sistema MSMS operando através do
monitoramento de multiplas reagdes constituiu um modo de varredura
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bastante seletivo, no qual o instrumento foi otimizado para que no
primeiro quadrupolo somente o ion precursor de interesse fosse
selecionado e transmitido a cela de colisdo, onde os fragmentos gerados
foram selecionados no terceiro quadrupolo, e detectados seletivamente
pel o software.

A exemplo da sulfamerazina, o primeiro quadrupolo foi
otimizado em modo positivo, de modo a selecionar somente 0 composto
de relagio massa/carga 265,2 [M+H]" (Tabela3.8 doitem 3.5.1). ApGs a
fragmentac@o na cela de colisdo, somente os fragmentos de maior
abundancia, 107,7 e 156,0 m/z (ions produto), foram selecionados no
terceiro quadrupolo para atingir o detector. Todos estes procedimentos
combinados conferiram alta sel etividade ao método.

3.4.4 Limitede deteccdo (LD)

A menor concentracdo dos antimicrobianos que apresentou
relacdo sinal-ruido de 3:1 foi representativa do limite de deteccéo do
método qualitativo. Os compostos sulfonamidas e fluorquinolonas
foram fortificados em |eite pasteurizado nas concentraces de 4 ng mL ™,
5ng mL™, 75 ng mL™, 10 ng mL™?, e 12 ng mL™ e analisados por
CLAE-MSMS.

A Tabela 3.9 apresenta os limites de deteccéo e o valor de CCS
obtidos para as sulfonamidas e fluorquinol onas pesquisadas em leite.

Os antimicrobianos enrofloxacino e sulfadoxina apresentaram os
menores limites de deteccdo (LD=5 ng mL™Y), demonstrando maior
sensibilidade do método na andlise desses compostos, provavel mente
devido a melhor ionizacéo de suas moléculas na fonte de eletrospray, em
comparagao aos outros compostos analisados.
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Tabela 3.9. Limite de deteccdo e CCS do método confirmatério por
CLAE-MSMS.

Valor de CCp qualitativo LD do método

Composto (ngmiY
NOR 20 10
CIP 20 10
ENR 20 5
STZ 20 10
SMR 20 10
SCP 20 20
SDX 20 5
SDMX 20 20
SMA 20 20

NOR=norfloxacino, ClP=ciprofloxacino, ENR=enrofloxacino,
STZ=sulfatiazol, SMR=sulfamerazina, SCP=sulfaclorpiridazina,
SD X =sulfadoxina,SDM X =sulfadi metoxina, SM A=sulfametoxazol.

Entre as sulfonamidas, o sulfatiazol e a sulfamerazina
apresentaram os menores limites de deteccdo, determinados em 10 ng
mL?, igualmente aos compostos fluorquinolonas norfloxacino e
ciprofloxacino.

Os analitos sulfaclorpiridazina, sulfadimetoxina e sulfametoxazol
nao foram detectados nas concentracfes avaliadas (4; 5; 7,5; 10 e 12 ng
mL™), apresentando baixa intensidade analitica dos fragmentos, n&o
sendo obtida a relacdo sinal-ruido de 3:1. Portanto, o limite de deteccéo
para esses compostos foi determinado na concentragdo de 20 ng mL ™,
conforme o CCS do método qualitativo.

3.5 Desempenho dos métodos quantitativo e confirmatorio

As amostras analisadas por CLAE-FL/DAD e CLAE-MSMS néo
apresentaram detecgdo para 0s compostos, considerando os limites de
deteccdo das técnicas para as fluorquinol onas, sulfonamidas e ceftiofur.

A Tabela 3.10 apresenta os resultados das andlises na aplicac@o
dos métodos quantitativo e confirmatério em amostras reais de leite
coletadas nos municipios de Floriandpolis e Porto Alegre, da Regido Sul
do Brasil.
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Tabela 3.10. Aplicagdo dos métodos quantitativo e confirmatorio na
andlise de residuos de sulfonamidas, fluorquinolonas e ceftiofur em
amostras de leite dos municipios de Floriandpolis e Porto Alegre.

CLAE-FL/DAD CLAE-MSMS
Amostras (n=45)? (n=50)"
Total com Total com
. . Tota ~ Total ~
Leite fluido X deteccéo X deteccdo
analisado (%) analisado (%)
Tipo Cru 2 0 2 0
Tipo Pasteurizado 3 0 2 0
Tipo UHT integral 16 0 24 0
Tipo UHT
semidesnatado 1 0 9 0
Tipo UHT desnatado 8 0 8 0
Leite em po
Tipo integral 3 0 4 0
Tipo desnatado 2 0 1 0

4 Amostras col etadas no M unicipio de Floriandpolis — Santa Catarina.
® Amostras coletadas no Municipio de Porto Alegre — Rio Grande do
Sul.

Nas andlises por CLAE-FL/DAD, nenhuma das amostras
apresentou residuos dos antimicrobianos fluorquinolonas, sulfonamidas
e ceftiofur. A Figura 3.6 apresenta 0s cromatogramas para amostra de
leite UHT integral, a partir da extragdo com &gua ultra pura 10% TCA.

Os cromatogramas nao apresentaram picos cromatograficos nos
tempos de retencdo dos analitos, representando a ndo deteccdo dos
compostos na amostra. Cromatogramas semel hantes foram obtidos para
todas as amostras de leite analisadas pelo método validado por CLAE-
FL/DAD (n=45), considerando-se os limites de detecco para andlise
dos compostos nos detectores de fluorescéncia e arranjo de diodos.

O desempenho do método validado foi avaliado com a andlise de
45 amostras de leite, compreendendo aplicagdo mais abrangente em
comparagdo as descritas por Herrera-Herrera, Herndndez-Borges e
Rodriguez-Delgado  (2009) e Huang, Qiu e Yuan (2009) em
metodologias validadas para andlise de antimicrobianos em leite. Os
autores analisaram, respectivamente, 24 amostras de leite por CLAE-FL
e 3 amostras de leite por CLAE-DAD.
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Figura 3.6. Cromatogramas da andlise de leite tipo UHT integral. (A)
detector de fluorescéncia e (B) detector de arranjo de diodos.

Considerando que a avaliagdo do desempenho do método é de
fundamental importdncia na validagdo analitica (Gowik, 2009), a
aplicabilidade do método por CLAE-FL/DAD foi adequada para andlise
de residuos de ceftiofur, sulfonamidas e fluorquinolonas em leite.

Na aplicagdo do método confirmatdrio, as amostras analisadas
ndo apresentaram deteccdo para os residucs, considerando-se o limite de
deteccéo da técnica.

As Figuras 3.7 e 3.8 apresentam, respectivamente, 0s
cromatogramas do monitoramento de multiplas reagbes para andlise de
fluorquinol onas e sulfonamidas em amostras de leite em pd e leite UHT
integral por CLAE-MSMS.

Nos cromatogramas observa-se que os fragmentos dos compostos
ndo foram detectados no monitoramento seletivo através do MRM, uma
vez que ndo foi verificada a integracdo de picos pelo software, sendo as
amostras de leite UHT e leite em p6 consideradas isentas dos residuos.
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Cromatogramas similares foram obtidos para todas as amostras
analisadas por espectrometria de massas, com a auséncia dos fragmentos
monitorados, determinando a ndo detecgdo dos antimicrobianos.

Os métodos desenvolvidos por CLAE-FL/DAD e CLAE-MS/MS
permitiram a andlise de residuos de sulfonamidas, fluorquinolonas e
ceftiofur em diferentes tipos de leite (fluido e em pd), de diferentes
processamentos e marcas comerciais, comprovando adequado
desempenho analitico e aplicabilidade nas andlises quantitativa e
qualitativa confirmatdria dos antimicrobianos em leite.
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Figura 3.7. Cromatogramas do monitoramento de multiplas reagcdes
para andlise de fluorgquinolonas e sulfonamidas em amostra de leite
UHT integral analisada por CLAE-MSMS.
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Figura 3.8. Cromatogramas do monitoramento de multiplas reacdes
para analise de fluorquinolonas e sulfonamidas em amostra de leite em
po integral analisada por CLAE-MSMS.

4 CONCLUSOES

O método analitico multirresiduo por CLAE-FL/DAD para
andlise de compostos de trés classes antimicrobianas em leite foi
validado de acordo com a Diretiva n° 657 de 2002 da Comunidade
Européia.

O método validado demonstrou resultados adequados nos
critérios de desempenho, como linearidade, faixa de trabalho,
sensibilidade, seletividade, precisdo, exatidao, limite de deteccdo (LD),
limite de quantificagcdo (LQ), limite de decisdo (CCa), capacidade de
deteccdo (CCp) e robustez, atendendo as exigéncias estabelecidas pela
Comunidade Européia, com relacdo a andlise de residuos de
antimicrobianos em alimentos de origem animal.

A andlise por espectrometria de massas em modo tandem
permitiu a confirmag&o dos residuos de fluorquinolonas e sulfonamidas
em leite, em conformidade com a Diretiva EC/657/2002.
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A aplicabilidade dos métodos quantitativo e qualitativo
confirmatério foi comprovada com a anadlise de 95 amostras de leite
fluido e em pd, cru e processado, de diferentes marcas comerciais. As
amostras analisadas ndo apresentaram residuos dos antimicrobianos
pesquisados, considerando os limites de deteccdo dos métodos por
CLAE-FL/DAD e CLAE-MS/MS.



127

CONSIDERACOESFINAIS

Considerando os riscos a salde humana e os prejuizos na cadeia
agropecuaria leiteira devido a presenca de residuos de anti microbianos
em leite, este trabalho apresentou o desenvolvimento e a validagéo de
método analitico multirresiduo  multiclasse para andlise de
antimicrobianos fluorquinolonas, sulfonamidas e ceftiofur em leite por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia,
arranjo de diodos e espectrometria de massas.

Na andlise dos residuos em leite, a extragdo liquido-liquido com
dgua ultra pura 10% TCA apresentou melhores resultados de
recuperacdo de analitos em comparacdo a extragdo em fase solida com
adsorventes de fase reversa e de troca iGnica. A extragdo aquosa e as
condi¢cBes cromatogréficas permitiram a separacdo e identificacdo de
onze residuos, com deteccdo das sulfonamidas e fluorquinolonas por
fluorescéncia e do ceftiofur por arranjo de diodos, compreendendo a
andlise simultanea de trés classes antimicrobianas no leite.

O método quantitativo foi validado em conformidade com a
Diretiva EC/657/2002 da Comunidade Européia, obtendo resultados
adequados nos critérios de desempenho, como linearidade e faixa de
trabalho, sensibilidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, limite de decisdo, capacidade de
deteccdo e robustez.

Residuos de fluorquinolonas e sulfonamidas foram confirmados
através de método qualitativo por cromatografia liquida com detecgdo
por espectrometria de massas, de acordo com a Diretiva Européia,
apresentando resultados adegquados quanto a seletividade, identificacgo
de ions precursores, capacidade de deteccdo e limite de deteccéo,
fornecendo informacdes conclusivas para identificacdo inequivoca dos
compostos através de seus fragmentos mol eculares.

A aplicacdo dos métodos quantitativo e confirmatério na andlise
de 95 amostras reais de leite comprovou o desempenho adequado dos
métodos nas andlises de leite bovino de diferentes processamentos
industriais e marcas comerciais.

Assumindo os preceitos do monitoramento da qualidade do leite,
€ uma vez que a presenca de residuos tem efeitos na producdo e
comércio do alimento, bem como naimagem do produto e percepcao do
consumidor quanto a seguranca alimentar, os métodos desenvolvidos
representam contribuicdo vidvel e eficiente para analise de residuos de
antimicrobianos em | eite bovino.
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