inE

72 Jornada de Iniciagdo Cientifica - JINC
24 de outubro de 2013
Concérdia,SC

UTILIZACAO DE SPE-LC-MS/MS PARA DETERMINAGAO DE RACTOPAMINA EM
URINA DE SUINOS

Angélica Riqueli Laux®; Vivian Feddern?, Osmar Antonio Dalla Costa® e
Vanessa Gressler®
'Graduanda em Nutricdo pela Universidade do Contestado, Campus Concordia,
estagiaria da Embrapa Suinos e Aves, e-mail: angelica.laux@hotmail.com
2Pesquisador(a) da Embrapa Suinos e Aves
®Analista da Embrapa Suinos e Aves

Palavras-chave: extracdo em fase solida, cromatografia liquida, espectrometria de massas, residuo de
ractopamina, urina.

INTRODUCAO

A ractopamina € um agonista -adrenérgico de uso controlado em muitos paises, incluindo o Brasil. Este
aditivo é adicionado em rag8es para promover o aumento da deposi¢do de carne e a reducéo do total de
gordura na carcacga (1,2). No Brasil, 0 MAPA permite a utilizagdo exclusiva da ractopamina em racdes
para suinos em fase de terminacéo em doses de 5-20 mg/kg (1) e segundo a FAO (2), os limites maximos
permitidos de residuos de ractopamina em suinos sdo de 10 pg/kg para musculo, 40 pg/kg para figado,
90 ug/kg para rim e 90 pg/L para urina. Uma vez que esta substancia possui restricdes no mercado, é de
extrema importancia seu monitoramento. Sendo assim, torna-se necessario o desenvolvimento e
implantacdo de metodologias de deteccdo desta substancia para assegurar que os produtos destinados
ao consumidor sejam seguros, ou seja, dentro das especificagdes impostas pelos o6rgéos
regulamentadores. Desta forma, o presente trabalho visa implantar uma metodologia otimizada para
andlise de residuos de ractopamina em urina de suinos por extracdo em fase sodlida (SPE) e
determinacado por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS).

MATERIAIS E METODOS

Amostras de 5 mL de urina branco (sem residuo de ractopamina) foram pipetados em tubos tipo Falcon
de 15 mL, fortificadas (spike) e agitadas em vortex por 1 min. Na sequencia, as amostras foram
hidrolisadas com aproximadamente 5.000 IU de enzima (-glicuronidase por 2 h a 65 °C (3). Apds os pHs
das amostras foram ajustados para 6-7, seguido de centrifugagcéo (5.000 g, por 10 min). A extracdo em
fase solida foi realizada utilizando cartucho SupelMIP (25 mg/10 mL, Supelco) da seguinte forma:
condicionamento com 1 mL de metanol, 1 mL de agua Milli-Q e 1 mL de acetato de amdnio 25 mM (pH
6,7); aplicacdo da amostra seguido de 2 min de vacuo; lavagem do cartucho com 1 mL de agua Milli-Q,
vécuo por 2 min, 1 mL de acetonitrila com 1% de acido acético, 1 mL acetato de aménio 50 mM (pH 6,7),
1 mL da solugdo d 60% acetonitrila/40% agua Milli-Q e vacuo por 2 min; eluicdo com 2 x de 1 mL de
metanol com 10% de &cido acético (4). As amostras foram secas em N3(g), ressuspendidas em 1 mL de
metanol/agua 1:1 e injetadas no LC-MS/MS. Os experimentos foram realizados em triplicata. O sistema
de analise utilizado consistiu em um cromatografo liquido Surveyor Plus acoplado a um espectrémetro de
massas do tipo triplo quadrupolo TSQ Quantum Access Max ambos da Thermo Scientific. A separac¢ao
cromatografica foi realizada em coluna ACE 5 C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm) equipada com coluna
guarda C18 e equilibrada a 30 °C. O volume de injecdo da amostra foi de 10 pL. O gradiente de eluigdo
utilizado consistiu de duas fases (eluente A, agua Milli-Q com 0,1% de acido formico e eluente B, metanol
com 0,1% de acido formico) com o seguinte sistema de eluicdo: 0-0,5 min isocratico 65% A e 35% B; 0,5-
2,5 min gradiente até 100% de B; 2,5-5,0 min isocratico 100% B; 5,0-5,5 min gradiente até 65% A e 35%
B; 5,5 — 10 min isocratico 65% A e 35% B, em um fluxo de 1,0 mL/min. A deteccdo foi realizada por
electrospray com ionizacdo no modo positivo. O espectrébmetro de massas operou nas seguintes
condicBes: voltagem do spray de 4.500 V, temperatura de vaporizacdo de 300 °C, pressédo de bainha de
gas de 45 psi, pressdo de gas auxiliar de 20 psi, temperatura do capilar de 305 °C e presséo do gas de
coliséo (argonio) de 1,7 mTorr. O modo de quantificacdo para os residuos de ractopamina utilizado foi o
Selected Reaction Monitoring (SRM). O ion precursor monitorado foi o m/z 302,2 e os ions filhos m/z
284,3, m/z 164,2 e m/z 107,2 com as respectivas energias de colisédo: 9V, 12V e 30 V.
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RESULTADOS E DISCUSSOES
A Tabela 1 apresenta os resultados de recuperacdo de amostras de urina dopadas (Spike) com
ractopamina em diversas concentracdes usando LC-MS/MS.

Outros parametros de validagdo também foram verificados, como os limites de detec¢do (LOD), de
guantificagcdo (LOQ) e linearidade. Os LOD e LOQ foram determinados pelo método visual, sendo que o
LOD foi expresso através do estabelecimento do nivel minimo ao qual a substéncia pode ser detectada
com seguranga e o LOQ trés vezes o LOD. Os limites encontrados foram de 0,01 ng/mL para LOD e 0,03
ng/mL para LOQ. A linearidade do método foi obtida da curva de calibragdo com treze pontos no intervalo
de 0 a 250 ng/mL (R® = 0,9932).

CONCLUSOES
O método aplicado para andlise de ractopamina em urina mostrou-se bastante eficiente, com taxas de
recuperacdo superiores a 70% e com limites de deteccdo e quantificagdo extremamente baixos,
possibilitando a identificacéo e quantificacédo de residuos abaixo do limite estabelecido pela FAO (2) que é
de 90 ng/mL. Além disso, o0 método mostrou-se relativamente rapido, com um preparo de amostras de
aproximadamente 6 horas, tornando-o viavel para implantacdo em laboratérios de analises de rotina.
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Tabela 1. Recuperacéo de ractopamina de amostras de urina contaminadas utilizando LC-MS/MS.

Spike (ng/g) Recuperacéo (%)
10 70,19
50 74,36
100 78,71
150 72,79
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