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RESUMO

Os iono6foros poliéteres sdo antibiéticos utilizados em bovinos como promotores de
crescimento, para aumentar a producdo de leite em vacas lactentes e prevenir e
tratar a coccidiose. Entretanto, poucos sao os métodos para determinacdo destes
residuos em leite e ndo ha dados de monitoramento disponiveis no Brasil. Este
trabalho teve como objetivo desenvolver, validar e aplicar um método para a
determinacdo de residuos de seis antibidticos da classe dos ionéforos poliéteres
(lasalocida, maduramicina, monensina, narasina, salinomicina e senduramicina) em
leite cru, UHT, pasteurizado e em pé empregando a extracdo QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS). Recuperacoes
globais de 92,8 a 112,7% e desvios padréo relativos inferiores a 16% foram obtidos
em condigbes de precisdo intermediaria. Os valores de CCa calculados néo
ultrapassaram 20% do Limite Maximo de Residuo (LMR) para a monensina e 25%
dos Niveis Maximos (NM) para as demais substancias. Os limites de deteccéo
estimados variaram de 0,03 pg/L a 0,4 pg/L e os limites de quantificacdo de 0,07
Mg/L a 0,9 upg/L para a salinomicina e maduramicina, respectivamente. Estes
resultados demonstraram que o método desenvolvido e validado é adequado para a
determinacdo de residuos de lasalocida, maduramicina, monensina, narasina,
salinomicina e senduramicina em leites em po, cru, UHT e pasteurizado, para fins de
verificacdo da conformidade de amostras em relacdo aos limites recomendados pelo
Codex Alimentarius e pela Comunidade Europeia. O método foi aplicado em 102
amostras de leite integral UHT comercializadas na regido metropolitana do Rio de
Janeiro, fornecendo dados inéditos no Brasil sobre a ocorréncia de residuos de
ionéforos poliéteres neste produto de origem animal. A substancia monensina foi
detectada em 13,7% das amostras, mas nenhuma apresentou resultados acima dos
limites regulatérios. O método validado podera ser utilizado no INCQS para analises

de rotina, contribuindo para ac6es de vigilancia sanitaria.

Palavras-chave: Medicamentos veterinarios. Residuos. lonéforos poliéteres.
Monensina. Leite. LC — MS/MS.



ABSTRACT

Polyether ionophores are antibiotics used in cattle to promote growth, enhance milk
production in dairy cows and prevent and treat coccidiosis. However, there are just a
few methods for determining these residues in milk and no monitoring data available
in Brazil. This study aimed to develop, validate and apply a method for determining
residues of six antibiotics belonging to the polyether ionophore class (lasalocid
maduramicin, monensin, narasin, salinomycin and semduramicin) in raw, UHT,
pasteurized and powdered milk using QUEChERS extraction (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, Safe) and high performance liquid chromatography coupled to
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Overall recoveries from 92.8 to 112.7% and
relative standard deviation lower than 16% were obtained in intermediate precision
conditions. CCa calculated values did not exceed 20% the Maximum Residue Limit
(MRL) for monensin and 25% the Maximum Levels (ML) for the remaining
substances. Estimated detection limits ranged from 0.03 pg/L to 0.4 pg/L and limits of
guantification from 0.07 pg/L to 0.9 pg/L for salinomycin and maduramicin,
respectively. These results showed that the developed and validated method is
suitable for the determination of residues of lasalocid, maduramicin, monensin,
narasin, salinomycin and semduramicin in powder, raw, pasteurized and UHT milk,
for sample compliance evaluation regarding the limits recommended by Codex
Alimentarius and European Community. The method was applied for 102 samples of
UHT whole milk marketed in the metropolitan region of Rio de Janeiro, Brazil,
providing unpublished data on the occurrence of polyether ionophores residues in
this animal product. The substance monensin was detected in 13.7% of samples, but
none of them showed results above the regulatory limits. The validated method could

be used in INCQS for routine analysis, contributing to health surveillance actions.

Keywords: Veterinary drugs. Residues. Polyether ionophores. Monensin. Milk. LC -
MS/MS
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1 INTRODUCAO
1.1 A VIGILANCIA SANITARIA E O CONTROLE DE QUALIDADE

A protecdo da salde e as acOes de prevencdo sdo de carater publico e ndo
podem ser delegadas ao setor privado, uma premissa ideolégica da constru¢do do
Sistema Unico de Saude (SUS) e traduzida pelo dispositivo constitucional “Saude é
direito de todos e dever do Estado”. Um dos meios para o desempenho deste papel
constitucional é a Vigilancia Sanitaria, fungéo tipica do Estado (BRASIL, 2007).

De acordo com a definicdo de Vigilancia Sanitaria estabelecida na Lei n°
8.080, de 19 de setembro de 1990, que regulamenta o SUS, pode-se observar a

grande amplitude de atribuicdes dessa area:

“(...) um conjunto de acbes capaz de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude e de intervir nos problemas sanitarios
decorrentes do meio ambiente, da producédo e circulagcdo de

bens e da prestacdo de servicos de interesse da saude
(BRASIL, 1990).

As acdes identificadas como sendo capazes de eliminar, diminuir ou prevenir
riscos a saude referem-se ao controle laboratorial, a regulamentacéo, ao registro, a
inspec¢do, ao monitoramento, entre outras (SILVA, 2000).

A coordenacédo desse conjunto de acfes passou a ser de responsabilidade da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), criada através da Lei n® 9.782, de

26 de janeiro de 1999, vinculada ao Ministério da Saude e tendo como finalidade:

"promover a protecdo da saude da populagéo, por intermédio do
controle sanitario da producao e da comercializacdo de produtos
e servicos submetidos a vigilancia sanitaria, inclusive dos
ambientes, dos processos, dos insumos e das tecnologias a eles
relacionados, bem como o controle de portos, aeroportos e
fronteiras" ( BRASIL, 1999a).
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Esta lei também instituiu o Sistema Nacional de Vigilancia Sanitéria,
composto, no plano federal, pela Anvisa, que exerce o papel de coordenadora do
Sistema, e pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS), que
vinculado administrativamente a Fundagcédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) e tecnicamente a
Anvisa, atua como 6rgao de referéncia nacional para controle da qualidade de
insumos, produtos, ambientes e servi¢os vinculados a vigilancia sanitaria. No plano
estadual o sistema € composto pelos 6rgdos de Vigilancia Sanitaria das Secretarias
Estaduais de Saude e seus Laboratorios Centrais de Saude Publica (Lacens) e no
plano municipal pelos servigos de Vigilancia Sanitaria dos municipios. Os Lacens
dos estados e o INCQS formam uma rede de sustentacdo as acbes de vigilancia
sanitaria e o instituto tem o papel de assessorar esses laboratérios centrais sobre
métodos analiticos, questdes tecnoldgicas e normativas. As atividades finalisticas do
INCQS séao agrupadas em quatro macroprocessos: analitico, de desenvolvimento
tecnoldgico, cooperacéo técnica e ensino em saude (BRASIL, 2007).

O laboratorio € parte integrante da estrutura de vigilancia sanitaria e
instrumento imprescindivel para o controle sanitario de produtos para a saude,
atuando na producédo da base cientifica e tecnologica e na execucao das analises de
controle de qualidade para a avaliacdo da conformidade de produtos. Com a
finalidade de assegurar a confiabilidade de seus resultados analiticos, essenciais as
acOes de vigilancia sanitaria, € necessaria uma estrutura laboratorial adequada,
inserida em um Sistema de Garantia da Qualidade, o que inclui, entre outros, a
disponibilidade de equipamentos modernos, meétodos analiticos validados,
procedimentos operacionais, padroes de referéncia e pessoal técnico capacitado
(BRASIL, 2007).

1.2 RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS: REGULAMENTACAO E
OS PROGRAMAS DE MONITORAMENTO

De acordo com a Lei n° 9.782/99 (BRASIL, 1999a), cabe a Anvisa,
regulamentar, controlar e fiscalizar os produtos e servicos que envolvam risco a
saude publica. No Art. 8°, paragrafo 1°, inciso Il desta Lei é determinado o controle e
a fiscalizacdo sanitaria dos residuos de medicamentos veterinarios em alimentos,

gue podem configurar um risco a saude da populacdo, caso ndo sejam observadas
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as boas préticas veterinérias, seja em funcdo do ndo cumprimento dos periodos de
caréncia, do uso exagerado e/ou indevido, entre outros fatores.

E importante ressaltar que nem todos os medicamentos e substancias
guimicas as quais 0s animais ficam expostos deixam residuos perigosos a saude
humana e animal. Mesmo aqueles identificados como potencialmente nocivos,
somente permitem tal condicdo quando ultrapassam o valor de concentracao
conhecido como limite de tolerancia, limite de seguranca ou Limite Maximo de
Residuo (LMR) que o alimento pode conter. Entretanto, para algumas substancias
ndo é possivel estabelecer estes limites, uma vez que ndo ha concentragdo minima
gue seja considerada potencialmente ndo nociva. Esses medicamentos séo
portanto, proibidos ao uso em animais produtores de géneros alimenticios, como, é
o caso, por exemplo, do cloranfenicol (UNIAO EUROPEIA, 2010; BRASIL, 1999b).

Sendo assim, para proteger a saude humana dos efeitos adversos de
residuos de medicamentos veterinarios, agéncias reguladoras de cada pais
estabelecem os LMRs para as substancias autorizadas em animais produtores de
alimentos (D’ANGELINO; NUNES, 2007).

Estes limites sdo determinados a partir de apurados estudos toxicologicos de
curto e médio prazo. Apos a conclusdo destes estudos, organizagdes internacionais
envolvidas com a saude publica analisam os resultados e, posteriormente,
recomendam os LMRs de diferentes substancias em diferentes alimentos (BRASIL,
1999b). Para o Codex Alimentarius, programa das Nacdes Unidas sobre
harmonizacdo de normas alimentares, gerenciado pela Organizacdo para
Alimentacdo e Agricultura (FAO) e Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
responsabilidade de realizar estes estudos ¢ do JECFA (Joint FAO/WHO Expert
Committee on Food Additives and Contaminants), comité cientifico composto por
especialistas em aditivos e contaminantes, que realiza avaliacbes de risco de
residuos de medicamentos veterinarios para orientacéo de politicas e decisdes das
duas organizacdes e de seus paises membros (DUBUGRAS; PEREZ-GUTIERREZ,
2008). A Comissao Europeia possui uma agéncia, com o mesmo objetivo, a Agéncia
Europeia para a Avaliacdo de Medicamentos (European Medicines Agency, EMA)
gue também realiza avaliacGes de risco de residuos de medicamentos veterinarios
em alimentos, além da avaliacdo de medicamentos para uso humano (SPISSO,
2010).
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A competéncia de se estabelecer LMRs no Brasil é do Ministério da Saude.
Quando ndo héa valores nacionais estabelecidos, sao utilizados os harmonizados e
internalizados no ambito do Mercosul, os recomendados pelo Codex Alimentarius,
0os constantes nas Diretivas da Unido Europeia e os utilizados pela Agéncia
Reguladora de Medicamentos e Alimentos dos Estados Unidos (Food and Drug
Administration, FDA) (BRASIL, 1999b).

No Brasil existem dois programas nacionais de controle de residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos, o Plano Nacional de Controle de Residuos
em Produtos de Origem Animal (PNCR) do MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento), e o Programa de Analise de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet) da Anvisa (BRASIL, 2003;
BRASIL, 1999b).

Cabe ao Ministério da Agricultura a responsabilidade pelas a¢cdes de controle
sanitario da producao a distribuicdo dos produtos de origem animal e compete a
vigilancia sanitaria o controle no comeércio atacadista e varejista (BRASIL, 2007).

1.3 NATUREZA E MECANISMO DE ACAO DOS IONOFOROS POLIETERES

Os ionoforos poliéteres sdo antibidticos, cujo primeiro representante da
classe, a monensina, foi descoberta em 1968. S&o acidos carboxilicos de cadeia
aberta consistindo de um arranjo de anéis contendo éteres heterociclicos. Diferentes
homélogos (A, B, C,...) sdo obtidos no processo de fermentacdo por Streptomyces,
sendo os homélogos A os mais abundantes. Seis membros dessa familia tornaram-
se amplamente utilizados: lasalocida (LAS), maduramicina (MAD), monensina
(MON), narasina (NAR), salinomicina (SAL) e senduramicina (SEN) (figura 1)
(ELLIOTT; KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998).



Figura 1 - Estrutura quimica dos antibi6ticos ion6foros poliéteres
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Estas substancias formam complexos estaveis, eletronicamente neutros, com
cations de metais alcalinos. O envolvimento do grupo carboxilico ionizado ndo é
sempre essencial para a ligacdo metalica. Todos os ion6foros poliéteres complexam
cations monovalentes, exceto a lasalocida, que além de atuar nos ions
monovalentes pode formar complexos com cétions divalentes como Ca*" e Mg?*. A
formacdo de complexos metalicos resulta em uma conformacao quase ciclica devido
a formacgéo de pontes de hidrogénio entre as extremidades das moléculas (figura 2)
(ELLIOTT; KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998; CROTTI et al., 2006).

Figura 2 - Complexagéo de ions s6dio pela monensina

fonte: (CROTTI et al., 2006)

O principal mecanismo de acdo dos antibidticos ion6foros para melhorar a
eficiéncia alimentar dos ruminantes esta relacionado com as mudancas na
populacdo microbiana do rimen?', inibindo as bactérias gram-positivas, maiores
produtoras de acido acético, butirico e lactico, e selecionando as bactérias gram-
negativas, produtoras de acido propidnico, as mais resistentes. Os ionéforos, ao se
ligarem a membrana das bactérias e protozoarios, facilitam o movimento dos cations
através da membrana celular provocando um aumento na concentracdo desses
cations no interior da célula. Para manter o equilibrio osmoético ocorre a migragao
dos cations para o meio extracelular através de um processo de consumo de
energia, levando a célula a exaustéao (REIS et al., 2006; ROZZA, 2007).

Em funcdo da caracteristica de acdo dos ionoforos sobre a populacéo
microbiana, alguns beneficios da acdo bioldgica dessas substancias podem ser

destacados:

1. . p S . " .
O rumen é o primeiro compartimento do estomago dos ruminantes.
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e 0 aumento da eficiéncia do metabolismo das bactérias ruminais, alterando a
proporcdo dos acidos graxos volateis produzidos no rimen e diminuindo a
producéao de metano;

e a melhoria do metabolismo do nitrogénio pelas bactérias ruminais, diminuindo
a absorcdo de aménia e aumentando a quantidade de proteina de origem
alimentar que chega ao intestino delgado;

e a diminuicdo das desordens resultantes da fermentacdo anormal no ramen,

como acidose, timpanismo e coccidiose (REIS et al., 2006).

1.4 DADOS FARMACOLOGICOS E TOXICOLOGICOS DOS IONOFOROS
POLIETERES

Esses antibioticos sdo agentes farmacologicos potentes, apresentando efeitos
cardiovasculares nos estudos experimentais com animais. A maior parte desses
efeitos foi caracterizada utilizando-se a monensina como representante de todo o
grupo. O principal efeito observado é um aumento do fluxo coronariano, associado a
dilatacdo coronariana (ELLIOTT; KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998). Estudos em
cades mostraram que o limite para os efeitos farmacologicos da monensina sobre o
coracao foi de 0,345 mg/kg de peso corporal, em dose unica (FAO; WHO, 2009b).

Os ionoforos poliéteres sdo altamente toxicos para algumas espécies, como
equinos e nao sdo utilizados na medicina humana. Estudos em animais tém
mostrado que a lasalocida tem um efeito toxico ao coracdo semelhante a
monensina. Casos de exposicdo acidental de seres humanos a monensina estéao
relatados na literatura, provocando rabdomiélise?, levando & insuficiéncia cardiaca e
renal aguda, seguida de Obito. Ha ainda relatos de intoxicacdo de individuos por
maduramicina, que apresentaram polineuropatia com rabdomiolise e insuficiéncia
renal aguda (SOIL ASSOCIATION, 2004; FAO; WHO, 2009b; SPISSO et al., 2010).

Uma avaliacdo dos registros meédicos de funcionarios envolvidos na
fabricacdo de monensina de 1968 a 2001 nao forneceu qualquer evidéncia de
doencas cronicas que poderiam estar relacionadas com a exposicdo a monensina

por manipulacdo. Entretanto, varios trabalhadores desenvolveram respostas

Rabdomidlise é definida como uma sindrome clinico-laboratorial que decorre da lise das células musculares
esqueléticas, com a libertagéo de substancias intracelulares para a circulagdo (ROSA et al., 2005).
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alérgicas, incluindo urticaria transitéria, inchaco da face ou da lingua, prurido,
congestdo no peito e aperto no peito, que se resolveram apos a retirada desses
trabalhadores da &rea de fabricacdo da monensina (FAO; WHO, 2009b).

Estudos de intoxicacdo experimental por monensina em bufalos e bovinos
demonstraram que esta substancia é tdxica para bufalos. A menor dosagem Unica
capaz de causar a morte em bufalos foi de 5 mg/kg, uma maior dosagem Unica de
15 mg/kg levou o animal a o6bito em quatro dias e a principal lesdo foi na
musculatura esquelética. Doses diarias menores que 15 mg/kg causaram lesfes
cardiacas mais evidentes do que nos musculos esqueléticos. As lesdes de necropsia
foram mais acentuadas no miocardio, especialmente nos ventriculos esquerdo e
direito e no septo interventricular. Os achados microscépicos da intoxicacao por
monensina em bufalos ndo diferem dos observados na doenca em bovinos e
consistem principalmente de necrose de miocitos com presenca de infiltrado
macrofagico. Os bufalos sdo mais sensiveis a monensina que os bovinos (ROZZA et
al., 2007).

Um caso de intoxicacdo humana causada por inalacdo acidental de
salinomicina, com ingestdo de aproximadamente 1 mg/kg, resultou em uma
internacdo de seis semanas com rabdomiolise prolongada, dor muscular e fraqueza.
Inicialmente o individuo apresentou quadro de sudorese e taquicardia,

provavelmente atribuido as propriedades da salinomicina (STORY; DOUBE, 2004).

1.5 UTILIZACAO DE IONOFOROS POLIETERES EM BOVINOS

Os medicamentos veterinarios sdo substancias que inibem o crescimento de
determinados microrganismos e podem ser utilizados na producdo animal para tratar
doencas (aplicacdo terapéutica), prevenir contra enfermidades causadas pela
presenca de organismos patogénicos (aplicacdo profilatica) e como melhorador da
taxa de crescimento e/ou conversdo alimentar (utilizados como promotores de
crescimento) (SISMOTTO; PASCHOAL; REYES, 2013).

Entre os antibidticos usados na medicina veterinaria, os ionoforos poliéteres
sdo uns dos mais largamente empregados na alimentacdo animal para prevenir e
tratar a coccidiose, enfermidade causada por protozoarios que residem na mucosa
intestinal. Além de serem agentes anticoccidianos, atuam como promotores de

crescimento em bovinos e suinos, melhorando a eficiéncia alimentar e a taxa de
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ganho de peso (THE MERCK VETERINARY MANUAL, 2012). Em ruminantes s&o
ainda empregados para aumentar a producdo de leite em vacas em lactagao
(LINDSEY; BLAGBURN, 1995).

Os ionéforos poliéteres autorizados como aditivos antimicrobianos no Brasil
para uso na alimentacdo de bovinos e vacas em lactacdo sdo a lasalocida e a
monensina sodica. Estas substancias podem ser utilizadas tanto para o aumento de
ganho de peso e melhoria da eficiéncia alimentar quanto para o controle da
coccidiose. A salinomicina sddica € autorizada apenas para bovinos de corte para o
aumento de ganho de peso (BRASIL, 2008). A tabela 1 apresenta alguns
medicamentos veterinarios comercializados no pais, destinados a bovinos, com

ionoforos poliéteres como ingredientes ativos.



Tabela 1 - Alguns ionéforos poliéteres utilizados no Brasil em bovinos
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Substancia Produto comercial Administracéo Animal Indicacéo
Rumensin CRC Dispositivo por Bovinos de corte e Anticoccidiano
via oral vacas em lactagdo
Rumensin 100 Premix Aditivo Bovinos de corte e Anticoccidiano
vacas em lactacao
Rumensin 200 Aditivo Bovinos de corte e Melhorador de desempenho
vacas em lactacao
Rumensin Granular Aditivo ND* Melhorador de desempenho
Bovensin 200 Aditivos Bovinos de corte Melhorador de desempenho
Rumefort Aditivo Bovinos de corte e Melhorador de desempenho
vacas em lactacao e anticoccidiano
Rumefort 20 Aditivo Bovinos de corte e Melhorador de desempenho
vacas em lactacao e anticoccidiano
Rumimpex 10 Aditivo ND* Melhorador de desempenho
Rumimpex 20 Aditivo ND* Melhorador de desempenho
Monenpac M.C. Aditivo ND* Melhorador de desempenho
Rumenpac Aditivo ND* Melhorador de desempenho
. Rumenpac 200 Aditivo ND* Melhorador de desempenho
Monensina . o )
Rumitec M 100 Aditivo Bovinos de corte e Melhorador de desempenho
vacas em lactacao
Rumitec M 200 Aditivo Bovinos de corte e Melhorador de desempenho
vacas em lactacao
Bobiovet 10 Premix Aditivo Bovinos de corte e Melhorador de desempenho
vacas em lactacao
Monenkern 10 Aditivo ND* Melhorador de desempenho
Poulcox 20 Aditivo Bovinos de corte e Melhorador de desempenho
vacas em lactacao
Poulcox 40 Aditivo Bovinos de corte e Melhorador de desempenho
vacas em lactacao
Apsabiotic Monensina 20% Aditivo ND* Melhorador de desempenho
Monensina sédica 20 Aditivo ND* Melhorador de desempenho
granular
Monensina Tortuga Aditivo ND* Melhorador de desempenho
e anticoccidiano
Monensina 40 SSB Aditivo ND* Anticoccidiano
Salinocare Aditivo Bovinos de corte Melhorador de desempenho
Salinopharm 12 Granular Aditivo Bovinos de corte Melhorador de desempenho
Salinomicina Salinopharm 12 P6 Aditivo Bovinos de corte Melhorador de desempenho
Salocin 120 Microgranulado  Aditivo Bovinos de corte Melhorador de desempenho
Posistac Aditivo Bovinos de corte Melhorador de desempenho
Lasalocida  Taurotec Aditivo Bovinos de corte e Melhorador de desempenho

vacas em lactacao

*ND: Nao disponivel
fonte: (SINDAN, 2013; PHIBRO, 2013; ALPHARMA, 2013; BRASIL, 2013; HUVEPHARMA, 2013;
VANSIL, 2013).
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1.6 OS RESIDUOS DE IONOFOROS POLIETERES EM LEITE: LIMITES
REGULATORIOS E PROGRAMAS DE MONITORAMENTO

Em 2008, o comité de especialistas da FAO/OMS sobre aditivos alimentares e
contaminantes, o JECFA, avaliou alguns ion6foros poliéteres no que diz respeito a
toxicidade, seguranca e estabelecimento de valores de Ingestdo Diaria Admissivel
(IDA) e Limites Maximos de Residuos (LMRs). Das diversas matrizes avaliadas
estabeleceu-se LMR para leite apenas para a substancia monensina: 2,0 pg/Kg
(FAO; WHO, 2009a).

A Comissao Europeia, em 2009, considerando o parecer da Autoridade
Europeia para a Seguranca dos Alimentos (European Food Safety Authority, EFSA)
com relacdo a contaminagcdo cruzada, estabeleceu niveis maximos (tolerancias)
para a presenca de alguns residuos de ionoforos poliéteres em géneros alimenticios,
incluindo o leite. Esta contaminacdo cruzada pode ocorrer quando empresas
produtoras de alimentos para animais fabricam uma grande variedade de produtos
na mesma linha de producédo. Sendo assim, é possivel que residuos de um produto
possam permanecer na linha de producédo e se encontrar no inicio da producao de
outro produto. A Tabela 2 apresenta os valores de Niveis Maximos (NMs) de alguns
iondforos poliéteres preconizados no regulamento (CE) n° 124/2009 (UNIAO
EUROPEIA, 2009).

Outras agéncias reguladoras de saude também estabeleceram limites
maximos para ionoforos poliéteres em leite. No Canada, Austrélia e Japdo o LMR
estabelecido para a MON é de 10 pg/kg (no Japéo este limite se refere a gordura do
leite), um valor 5 vezes maior que o estabelecido pelo Codex Alimentarius. Na
Australia, o LMR de 10 pg/kg para a LAS representa um valor 10 vezes superior a
tolerancia maxima estabelecida pela Unido Europeia (HEALTH CANADA, 2012;
APVMA, 2012; MHLW, 2007). Nos EUA, a Agéncia para Alimentos e Medicamentos
(Food and Drug Administration, FDA) declarou que ndo h& necessidade de

estabelecer uma tolerancia para os residuos de monensina no leite (FDA, 2012b).
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Tabela 2 - Niveis maximos (NMs) de alguns ionéforos poliéteres preconizados no regulamento (CE)
n° 124/2009

. . , . Niveis maximos
Substancia Géneros alimenticios

(hgrkg)

Lasalocida de sodio Leite 1
Narasina Leite 1
Salinomicina de s6dio  Géneros alimenticios de origem animal de

espécies que ndo sejam frangos de >

engorda e coelhos de engorda:

- outros géneros alimenticios
Senduramicina Géneros alimenticios de origem animal de

espécies que ndo sejam frangos de 2

engorda
Maduramicina Géneros alimenticios de origem animal de

espécies que ndo sejam frangos de 2

engorda e perus.
fonte: (UNIAO EUROPEIA, 2009)

E importante ressaltar que os iondforos poliéteres ainda ndo foram
selecionados nos programas de monitoramento em leite implementados pela Anvisa
(PAMVet) e pelo MAPA (PNCR) (BRASIL, 2003; BRASIL, 1999b).

1.7 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS SEQUENCIAL (LC-MS/MS E UHPLC-MS/MS)

A cromatografia liqguida de alta eficiéncia (High-Perfomance Liquid
Chromatography, HPLC) é uma técnica utilizada amplamente para separar e
determinar componentes de uma grande variedade de materiais organicos,
inorganicos e bioldgicos, através da diferenca de afinidade que estas apresentam
em relacdo a fase mével e a fase estacionaria. A fase mével € um solvente liquido,
gue através de pressdes elevadas € forcado a passar através de colunas fechadas
gue contém particulas muito finas (fase estacionaria), capazes de proporcionar
separacdes com alta resolucdo. Existem varios tipos de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, que séo definidos pelo tipo de fase estacionaria ou pelo mecanismo de
separacdo, podendo ser: adsorcdo ou cromatografia liquido-solido, particdo ou
cromatografia liquido-liquido, troca idnica ou cromatografia de ions, cromatografia
por exclusdo, cromatografia por afinidade e cromatografia quiral (HARRIS, 2008;

SKOOG et al., 2008).
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A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Ultra-High-Perfomance Liquid
Chromatography, UHPLC) € uma técnica de separacdo mais recente que
fundamenta-se nos mesmos principios de separacdo da HPLC. As principais
diferencas séo as colunas cromatogréaficas empregadas de dimens6es menores (5 a
10 cm de comprimento e diametros internos de 1 a 2 mm), recheadas com particulas
de fases estacionarias (< 2 ym), as quais, juntamente com as altas velocidades
lineares de fase mdvel aumentam a resolucdo e a detectabilidade, e diminuem o
tempo das andlises. Entretanto, 0 aumento significativo na pressdo cromatografica
exigiu o desenvolvimento de uma instrumentacao adequada, capaz de operar a altas
pressdes. Com o emprego desta técnica as analises sdo muito mais rapidas, o
consumo de solventes é menor, as eficiéncias alcancadas sdo mais elevadas e a
detectabilidade é de 2 a 3 vezes maior, quando comparadas as analises realizadas
utilizando-se a técnica de HPLC (MALDANER; JARDIM, 2009, 2012).

O emprego da cromatografia acoplada a espectrometria de massas mostra-se
vantajoso, uma vez que € possivel obter uma grande quantidade de informacao
estrutural a respeito do analito, assegurando assim a sua identificacdo com maior
confianca do que quando ela é realizada apenas com base nas caracteristicas de
retencdo das substancias analisadas, como ocorrem nas outras técnicas de
deteccdo cromatograficas. Aléem disso, quando existem compostos que ndo podem
ser totalmente separados pela técnica cromatografica empregada, com a
espectrometria de massas sequencial € possivel detecta-los individualmente, desde
gue possuam diferentes massas molares ou gerem diferentes espectros de massas
(CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

A técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
sequencial (Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry, LC-MS/MS) se
destaca devido a sua alta especificidade analitica quando se utiliza o modo
Monitoramento de Reacfes Mdultiplas (Multiple Reaction Monitoring, MRM). Neste
modo, os analisadores de massas do primeiro quadrupolo (Ql) e do terceiro
guadrupolo (Q3), selecionam os ions precursor e produto, respectivamente,
definindo uma transicdo de massa/carga (m/z) especifica. O segundo quadrupolo
(Q2) funciona como uma cela de colisdo, onde os ions precursores selecionados no
primeiro quadrupolo (Q1), de acordo com as razdes m/z, sdo fragmentados por
dissociacdo induzida por colisdo (CID), ap6s colisbes com um gas inerte sob uma

energia especifica. A figura 3 ilustra o sistema de espectrometria de massas
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sequencial no espaco do tipo triplo-quadrupolo. O detector deve ser otimizado para o
experimento de MRM, selecionando mais de uma transicdo para 0 mesmo ion
precursor, gerando um meétodo confirmatério. O emprego desta técnica fornece
informacdes referentes as transicdes monitoradas, a retencdo do composto na
coluna e ao sinal proporcional a concentracdo do analito, tornando possivel atingir
niveis de confiabilidade e sensibilidade, de acordo com os LMRs estabelecidos.
Considerando que o detector de espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS)
€ um filtro de massas sequencial e que o sinal de uma determinada substancia é
monitorado pelo par de ions precursor/produto, pode-se em uma Unica corrida
cromatografica detectar varios compostos (APPLIED BIOSYSTEMS, 2004;
MARTINS et al., 2008).

O monitoramento de pelo menos duas transicbes (par de ions
precursor/produto) confere ao método analitico o numero minimo de pontos de
identificacdo (ldentifications Points, IPS) necessarios para a confirmagdo de
substancias por espectrometria de massas sequencial de baixa resolucéo, conforme
os critérios descritos na Decis&o 2002/657/EC (UNIAO EUROPEIA, 2002).

Figura 3 - Representacdo esquematica de um sistema de espectrometria de massas sequencial
do tipo triplo-quadrupolo

IONIZACAQ INTERFACE ANALISADOR DE MASSAS DETECCAO
Gas
Nebulizante . Capilar
Turbo | Turbo Potencal de Orificio (DP) Pofencial de Saida
Heater Heater ANl da Cela de Coksao [CXP)
\ ) /=1 Skifmer Energla de Coliso
Géas ¢ Lot ;A " (CE)
Secanie T !/ S Qo 01 Q2
(Aquecido} g (A ||| @D 7 @@
e (3} ] \}.
Pressdo ’.‘ \ \ ‘\\\_\(' | a )1 H D
Atmosférica / X N Cela de Colisao =
(TP \ N EM
Orificio » l : ~ 8mTorr cE!
Bomba Mecanica 1.4 Torr "“_‘(,‘,‘,:mm (,;‘;;g». Bomba Turbo Molacular 107 Torr
Bomba Turbo 8 x 107 Torr

fonte: (MARTINS et al., 2006)

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no
desempenho da medicdo, competindo pelo processo de ionizacdo; estes
interferentes podem reduzir ou aumentar o sinal, e a magnitude deste efeito pode
depender da concentracdo. Segundo a IUPAC, esta interferéncia € chamada de

efeito matriz. O FDA recomenda que seja avaliado o efeito matriz quando se utiliza a
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cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a espectrometria de massas
sequencial (LC-MS/MS) (IUPAC, 2012; JESUS, 2007; PASCHOAL et al., 2008;
INMETRO, 2011).

Diferentes procedimentos de purificacdo e extracdo da amostra podem ser
utilizados a fim de minimizar o efeito matriz. Como ela normalmente ocorre no inicio
da corrida cromatografica, causada por componentes polares e ndo retidos, o
emprego de um gradiente cromatografico para promover a separacdo dos analitos
da matriz geralmente € eficiente (JESUS, 2007; CARASEK; MARTENDAL,;
BUDZIAK, 2010).

O efeito matriz na técnica de LC-MS/MS pode ser avaliado adicionando-se o
analito a uma amostra branca e comparando-se a razao sinal-ruido (area ou altura
do pico) obtido pelo método com o analito adicionado ao solvente puro. Quando néo
se tem disponivel uma matriz branca pode-se realizar a comparacao adicionando-se
um padrdo interno marcado isotopicamente a amostra e ao solvente puro
(PASCHOAL et al., 2008).

Sendo assim, antes da analise instrumental, o preparo de amostras é uma
etapa essencial para estabelecer um meétodo cromatografico sensivel e seletivo

destinado a andlise de tracos em matrizes complexas (DIONISIO et al., 2010).

1.8 METQDOS PARA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE IONOFOROS
POLIETERES EM LEITE

A fim de possibilitar a avaliacdo da conformidade dos alimentos frente as
legislacfes cada vez mais rigidas, métodos analiticos tém sido desenvolvidos para a
determinacao de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos, incluindo os
ionéforos poliéteres, como ferramenta principal para assegurar que o0s produtos
estejam em conformidade com as determinacfes legais. Para garantir que o0s
NMs/LMRs sejam respeitados, os meétodos analiticos empregados devem ser
capazes de identificar de maneira inequivoca os residuos e quantifica-los em
concentra¢cfes muito baixas (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008).

Segundo revisdo realizada por Elliott; Kennedy; Mccaughey (1998), o
desenvolvimento de métodos de triagem para a determinacdo de iondforos
polieteres em diversas matrizes tem se direcionado aos imunoensaios, em

detrimento aos bioensaios. Um artigo recente para a determinacdo de monensina
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em amostras de leite reitera esta tendéncia (GODOY-NAVAJAS; AGUILAR-
CABALLOS; GOMEZ-HENS, 2012). Entretanto, estes métodos podem produzir
efeito matriz e reatividade cruzada com outras substancias de estruturas quimicas
semelhantes. E importante ressaltar que ndo foram encontrados kits comerciais
disponiveis para deteccdo de residuos de ionéforos poliéteres em leite. Um kit de
teste imunoenzimético para a triagem e andlise quantitativa de salinomicina e
narasina em racdes e tecidos foi desenvolvido pela empresa EuroProxima
(EUROPROXIMA, 2013).

Métodos quimicos tém sido utilizados para deteccdo de ionoforos poliéteres
em diversas matrizes. Métodos baseados na Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia com deteccao por ultra-violeta e por fluorescéncia tém sido empregados,
mas necessitam de reacfes de derivatizacdo para introduzir um grupo cromoéforo na
molécula, uma vez que a lasalocida é a Unica substancia que naturalmente
apresenta fluorescéncia. Comparando-se com as técnicas mencionadas, a
Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (LC-
MS/MS) é mais rapida e uma alternativa com melhor sensibilidade e seletividade,
sendo possivel identificar inequivocamente e quantificar tracos de residuos com
niveis abaixo de pg/kg (ELLIOTT; KENNEDY; MCCAUGHEY, 1998; DAI;
HERRMAN, 2010).

Varios métodos analiticos por LC-MS/MS tém sido utilizados para determinar
um ou mais residuos de ionoforos poliéteres em diferentes matrizes, tais como ovos,
tecidos e racdes (MATABUDUL et al., 2001; DUBOIS; PIERRET; DELAHAUT, 2004;
MORTIER; DAESELEIRE; CARLOS, 2005; ROKKA; PELTONEN, 2006; VINCENT et
al., 2008; SHAO et al., 2009; SPISSO, 2010; SPISSO et al., 2010; TKACIKOVA;
KOZAROVA; MATE, 2010). Entretanto, um levantamento bibliografico na base de
pesquisa SciFinder demonstrou um nuamero reduzido de publicacdes sobre métodos
para determinacdo de residuos de ionoéforos poliéteres por LC-MS/MS para a matriz
leite quando comparado a outras matrizes. Até o momento, foram identificados
somente 10 artigos (CLARKE et al., 2013; KIM et al., 2012; ZHAN et al., 2012; NASZ
et al., 2012b; NEBOT et al., 2012a, 2012b; THOMPSON; NOOT; KENDALL, 2011;
DAI; HERRMAN, 2010; BO et al., 2009; 2007, CORDROCH apud FAO;WHO,
2009a) sendo que de um deles foi possivel obter apenas o abstract, pois a
publicacdo encontra-se em chinés (BO et al., 2009). Outro estudo ndo publicado

para determinacdo de residuos de monensina em leite utilizou a técnica de LC-
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MS/MS e foi citado em uma monografia do JECFA ndo sendo possivel obter
informacdes detalhadas do método analitico (2007, CORDROC’H apud FAO;WHO,
2009a). Um método para a determinacdo de coccidiostaticos em produtos lacteos
por LC-MS/MS também foi publicado recentemente (NASZ et al., 2012a).

A tabela 3 apresenta um resumo das condigcbes analiticas para a
determinacao de residuos de ionéforos poliéteres por LC-MS/MS ou UHPLC-MS/MS
de todos os métodos identificados na literatura. A maioria utiliza a técnica de
extracdo em fase sélida (EFS) para o preparo de amostras. Zhan et al. (2012)
utilizaram extragéo liquido-liqguido em um método multiresiduo para leite cru.

Dai; Herrman (2010) apresentaram uma avaliagdo comparativa de dois
sistemas diferentes de deteccéo por espectrometria de massas, o triplo quadrupolo e
a armadilha de ions (ion trap) linear, para a quantificacdo de apenas um analito, a
monensina sodica, em racao e leite. As amostras de leite foram processadas pelo
método de QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe), com
precipitacdo das proteinas com acetonitrila acidificada e adicdo de sulfato de
magnésio e acetato de sodio.

Thompson; Noot; Kendall (2011) desenvolveram um método para
determinacao de residuos de ionoforos poliéteres em leite empregando a técnica de
LC-MS/MS e extracdo direta com acetonitrila. O método foi desenvolvido para
determinacao de lasalocida, monensina, narasina e salinomicina.

Recentemente Clarke et al. (2013) desenvolveram e validaram um método de
determinacdo de residuos de 20 coccidiostaticos em leite cru utlizando o
QUEChERS como técnica de extracdo, com precipitacdo das proteinas com
acetonitrila e adicao de sulfato de magnésio e cloreto de sadio.

Considerando a necessidade de avaliar a presenca dos residuos de ionéforos
poliéteres no leite no Brasil e a inexisténcia de métodos normalizados disponiveis,
Pereira (2011), avaliou diferentes procedimentos de extracdo para a determinacao
de iondforos poliéteres em leite integral UHT (Ultra High Temperature), empregando
a técnica de LC-MS/MS. Os analitos selecionados foram: lasalocida, monensina,
narasina, salinomicina, maduramicina, senduramicina e a nigericina foi utilizada
como padréo interno. De todos os experimentos de extracao/purificacdo testados, os
gue apresentaram melhores resultados foram os referentes ao método direto com
solvente acetonitrila e ao método de QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,

Rugged, Safe), com precipitacdo das proteinas do leite com acetonitrila, adicdo de
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sulfato de magnésio e acetato de sddio. Um sistema de cromatografia liquida em
fase reversa com gradiente de eluicao ternario e coluna C18 foi empregado. O modo
de ionizagéao utilizado foi o eletrospray positivo, com aquisi¢do por Monitoramento de
Reacdes Mdltiplas (MRM).



Tabela 3 - Condic¢des analiticas para determinagéo de residuos de ionéforos poliéteres por LC-MS/MS ou UHPLC-MS/MS

Preparo da amostra

Técnica cromatografica

Espectrometria

Referéncia Analitos Matriz de massas
Quantidade Extracao EFS FE Fase movel AM Fl
2007, Cordrocch  MON Leite cru - - - - - o ESI
apud FAO;
WHO, 2009a
Bo et al. (2009) LAS, MAD, MON, Leite _ Desprot.com ACN Oasis® _ UHPLC QuQ ESI
NAR, SAL e NIG e leite em po HLB
Dai; Herrman MON Racao, leites: 109 Desproteinizagéo - C18 Isocratico: MeOH a 90% Q9Q ESI
(2010) integral, semi- com ACN com 0,1% de FOA QLIT
desnatado e acidificada e (UHPLC e HPLC)
desnatado QUEChERS
Pereira, (2011) LAS, MAD, MON, Leite UHT 2mL Desproteinizagdo - C18 Gradiente ternario: H,0, QqQ ESI
NAR, SAL, SEN e NIG com ACN ACN e MeOH com 0,1%
Desprot. com de FOA
ACN acidificada e
QUEChERS
Thompson; LAS, MON, NAR, SAL Leite cru 2,5mL Desproteinizagédo - C18 Gradiente ternario: H,0, QqQ ESI
Noot; Kendall e NIG com ACN ACN e MeOH com 0,1%
(2011) de FOA
Kim et al. Lincomicina e NAR Leite, frango e ovos 29 Extragdo com C18 C18 Gradiente binario: 1% de QLIT ESI
(2012) tampao fosfato e FOA em H,O com 10mM
ACN formiato de amonio e
MeOH
Zhan et al. Multiresiduo e LAS, Leite cru 4 mL Extracao liquida o C18 Gradiente binario: 0,1% Q9Q ESI
(2012) MAD, NAR, SAL e NIG com EDTA-Na, de FOA em H,O com 5
EtOH/ACN mM de acetato
de amodnio e MeOH
(UHPLC)
Nasz et al. Outros logurte, kefir e sour 29 Desprot.com ACN Oasis® HLB C18 Gradiente binario: H,O e QuQ ESI
(2012a) coccidiostéaticos e cream ACN com 0,1% de FOA
LAS, MAD, MON,NAR,
SAL, SEN e NIG
Nasz et al. Outros Leites com diferentes 2mL 2 métodos de Oasis® Cc8 Gradiente binario: H,O e QuQ ESI
(2012b) coccidiostaticos e teores de gordura extragcdo: MSPD HLB, OPT ACN com 0,1% de FOA
LAS, MAD, MON,NAR, e SPE Polymer,
SAL, SEN e NIG Cil8e
Strata-X™
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Continuacao da tabela 3. Condi¢6es analiticas para determinacgédo de residuos de ion6foros poliéteres por LC-MS/MS ou UHPLC-MS/MS

Preparo da amostra

Técnica cromatografica

Espectrometria

Referéncia Analitos Matriz de massas
Quantidade Extracao EFS FE Fase movel AM Fl

Nebot et al. Outros Leite cru e leite 29 Desproteinizagdo  Strata-X"" Synergi™  Gradiente binario: H,0 e QLIT ESI
(2012a) coccidiostaticos e integral com ACN Polar-RP ~ ACN com 0,1% de FOA

LAS, MAD, MON,NAR

e SAL
Nebot et al. Multiresiduo e LAS, Leite cru e 2mL Desproteinizagdo  Strata-X™  Synergi™  Gradiente binario: H,O e QuIT ESI
(2012b) MAD, MON, NAR e processado com ACN Polar-RP ~ ACN com 0,1% de FOA

SAL
Clarke et al. LAS, MAD, MON,NAR, Leite cru 10g Desproteinizagdo - c8 Gradiente binéario: H,O e QqQ ESI
(2013) SAL e SEN comACN e ACN com 0,1% de FOA

QUEChERS (UHPLC)

EFS: extragdo por fase soélida; FE: fase estacionaria; AM: analisador de massas; Fl: fonte de ionizacdo; MSPD: dispersdo da matriz em fase sélida; ACN: acetonitrila; MeOH:

metanol; FOA: acido  férmico;

EtOH: etanol;

QqQ:

triplo

quadrupolo;  QLIT:  quadrupolo

lon-Trap linear; ESI:  ionizagdo

eletrospray.
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1.9 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS PARA DETERMINACAO DE
RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS

Segundo a ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005), métodos desenvolvidos pelos
laboratorios, ou seja, ndo normalizados, devem ser validados. Considerando que
ndo ha métodos normalizados para determinacdo de residuos de ionoforos
poliéteres em leite, a validagdo do método desenvolvido se fez necessério a fim de
assegurar a confiabilidade dos resultados. Para a validacdo de métodos sao
delineados procedimentos para garantir a qualidade das medi¢des quimicas, através
da sua rastreabilidade, comparabilidade e confiabilidade.

Os parametros de desempenho recomendados para processos de validacéo
intralaboratoriais de métodos para determinacdo de residuos de medicamentos
veterinarios estdo descritos em legislacdes nacionais e internacionais, como a
Instrugdo Normativa n°® 24 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(BRASIL, 2009) e a Decisdo 657/2002 da Comissao Europeia, relativa ao
desempenho de métodos analiticos e & interpretacdo de resultados (UNIAO
EUROPEIA, 2002). Além das duas legislagbes mencionadas, muitos outros
documentos relatam critérios e procedimentos de validacdes genéricos ou nao
especificos a area, mas que podem ser aplicados (INMETRO, 2011; IRISH National
Accreditation Board, 2012; BRASIL, 2011, FDA, 2012a, EUROPEAN COMMISSION,
2011). Por esta razdo, um Procedimento Operacional Padronizado (POP) foi
redigido de forma a orientar a execucdo e interpretacdo dos experimentos de
validacdo no laboratorio de residuos de medicamentos veterinarios no INCQS
(INCQS, 2013b).

Segundo o referido POP os parametros de validacdo, devem incluir, quando

aplicavel:

e seletividade e efeito matriz relativo;

e intervalo de medicao e intervalo linear;

e estabilidade do analito (em solucdo, na matriz, no extrato);
e linearidade (intervalo linear do método) e sensibilidade;

o efeito matriz absoluto;

¢ limite de deteccao (LOD);

¢ limite de quantificacdo (LOQ);
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e limite de deciséo (CCa);

e capacidade de detecgéo (CCpR);

e exatidao (veracidade, expressa como tendéncia/recuperacgao);

e precisdo (repetibilidade, precisédo intermediaria e reprodutibilidade);
e robustez (pequenas alteragdes);

e incerteza de medicao.

Este POP relata também as definicbes e observacdes quanto a cada

parametro, como descritas a seguir (INCQS, 2013b).

1.9.1 Seletividade

A seletividade representa a capacidade de um meétodo distinguir de forma
inequivoca o analito em estudo em misturas complexas (matriz), sem a interferéncia

de outros componentes da mistura (IRISH National Accreditation Board, 2012).

1.9.2 Efeito matriz (relativo e absoluto)

Efeito Matriz € um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que comp&em a matriz amostral gerando,
basicamente, fendbmenos de diminuicdo ou ampliacdo do sinal instrumental ou
resposta instrumental (BRASIL, 2011)

Nota:

e O estudo de efeito matriz € imprescindivel quando se deseja trabalhar com
uma curva de calibracdo do analito em solvente, ou seja, com uma curva de
calibracdo ndo matrizada (BRASIL, 2011). Essa comparacao entre a resposta
do analito no solvente e a resposta do analito na matriz € chamada de efeito
matriz absoluto. A comparacao entre diferentes tipos de matriz € chamada de

efeito matriz relativo.
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1.9.3 Intervalo de medicéo

O intervalo de medigcéo envolve o intervalo de concentragdes do analito em
gue o método pode ser aplicado com veracidade e precisdo adequadas. Dentro do
intervalo de medig&o pode existir um intervalo de resposta linear, ou seja, a faixa de
concentracdo na qual a intensidade do sinal obtido é diretamente proporcional a
concentracdo do analito que estd produzindo o sinal (IRISH National Accreditation
Board, 2012; INMETRO, 2011).

1.9.4 Intervalo linear

Intervalo de concentragcéo na qual a intensidade do sinal obtido é diretamente
proporcional a concentracdo ou quantidade do analito que esta produzindo o sinal,
ou seja, € o intervalo de trabalho onde um instrumento de medicdo ou meétodo
analitico se mostrou linear (IRISH National Accreditation Board, 2012; IUPAC, 2012).

1.9.5 Linearidade (intervalo linear do método)

E a capacidade de um método analitico em gerar um sinal (resposta)
diretamente proporcional a concentracdo ou quantidade de um determinado
parametro analitico (analito) (IRISH National Accreditation Board, 2012).

Notas:
e O intervalo linear é portanto, o intervalo de concentracdo ou quantidade de
um analito no qual o método demonstra linearidade.
e A determinacéo da linearidade inclui a formulacdo de uma curva de calibracéo
(IRISH National Accreditation Board, 2012).
e Para alguns métodos, calibracdes podem fornecer ajustes nao-lineares, por

exemplo, ajuste quadrético (IRISH National Accreditation Board, 2012).

1.9.6 Sensibilidade

Quociente entre a variacdo de uma indicacao de um sistema de medicao e a

variacdo correspondente do valor da grandeza medida (INMETRO, 2012). Nesse
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caso a grandeza medida pode ser entendida como a concentragdo ou quantidade
do analito presente.

A sensibilidade é geralmente expressa como o coeficiente angular da curva
de calibracao linear, ou gradiente da funcéo de calibracdo linear (IRISH National
Accreditation Board, 2012).

Nota:
e Esta definicdo se aplica aos métodos de andlise como um todo, além dos

instrumentos de medicao.

1.9.7 Limite de deteccao (LOD)

E a menor concentracdo ou massa de um analito que pode ser detectada com
uma seguranca aceitavel, apesar de ndao quantificada com preciséao aceitavel (FDA,
2012a).

Nota:
e O limite de deteccdo pode ser estimado para o instrumento de medicdo ou

para o método analitico.

1.9.8 Limite de quantificacdo (LOQ)

E a menor concentracdo ou massa de um analito que pode ser quantificada

com exatidao e precisdo aceitaveis (FDA, 2012a).

1.9.9 Limite de deciséo (CCa)

Limite a partir do qual se pode concluir que uma amostra é nao conforme com
uma probabilidade de erro a (BRASIL, 2009; UNIAO EUROPEIA, 2002).

O erro alfa (o) pode ser definido como a probabilidade da amostra analisada
ser conforme apesar de se ter obtido um resultado n&o conforme. E a falsa decisdo
ndo conforme, terminologia que substituiu o “falso positivo” (UNIAO EUROPEIA,
2002).
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1.9.10 Capacidade de deteccao (CCp)

Teor mais baixo de uma substancia que pode ser detectado, identificado e/ou
guantificado em uma amostra com uma probabilidade de erro de B. Para as
substancias sem um limite permitido definido, a capacidade de deteccdo € a
concentracdo mais baixa a que o método é capaz de detectar amostras realmente
contaminadas com uma certeza estatistica de 1-. No caso de substancias com um
limite permitido estabelecido, isto significa que a capacidade de deteccédo é a
concentracdo na qual o método € capaz de detectar concentracdes no limite
permitido com uma certeza estatistica de 1-p (UNIAO EUROPEIA, 2002).

O erro beta () pode ser definido como a probabilidade da amostra analisada
ser ndo conforme apesar de se ter obtido um resultado conforme. E a falsa decisdo

conforme, terminologia que substituiu o “falso negativo” (UNIAO EUROPEIA, 2002).

1.9.11 Exatidao

E o grau de concordancia entre um valor medido e um valor verdadeiro do
mensurando (INMETRO, 2012).
Notas:
e A exatiddo de medicdo ndo € uma grandeza, e portanto, ndo pode ser
expressa numericamente. Uma medicdo € dita mais exata quando fornece
um erro de medi¢cdo menor (INMETRO, 2012).
e Nao se deve utilizar o termo “veracidade” no lugar de “exatidao” (INMETRO,
2012).
e O termo exatiddo, quando aplicado a um conjunto de resultados de ensaio,
envolve uma combinacdo de erros aleatdrios e sistematicos (ISO 5725-1,

1994).

1.9.12 Veracidade

E o grau de concordancia entre a média de um namero infinito de valores
medidos repetidos e um valor de referéncia (INMETRO, 2012).

Notas:
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e A veracidade de medicdo ndo € uma grandeza, e portanto, ndo pode ser
expressa numericamente.
e A medida da veracidade é geralmente expressa quantitativamente pela

estimativa do erro sistematico denominada “tendéncia” (bias).

1.9.13 Recuperagéo

E a porcentagem da concentracdo real de uma substancia recuperada
durante o processo analitico (UNIAO EUROPEIA, 2002).

1.9.14 Precisao

E o grau de concordancia entre indicacdes ou valores medidos, obtidos por
medicdes repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob condi¢cdes
especificadas (INMETRO, 2012).

Notas:
e “Indicacao” é definida pelo INMETRO (2012) como “valor fornecido por um
instrumento de medicdo ou por um sistema de medicdo”, enquanto “valor

[

medido” como “valor de uma grandeza que representa um resultado de
medicao”. Assim, cada indicagcao fornece um valor medido correspondente e
esses valores medidos podem ser entendidos como os resultados de ensaios
independentes. Objeto pode ser entendido como o material de ensaio.

o As “condigbes especificadas” podem ser, por exemplo, condi¢cdes de
repetibilidade, condicbes de precisdo intermediaria ou condicbes de
reprodutibilidade.

e A precisdo de medicdo é expressa numericamente pelo desvio-padréo,

variancia ou o coeficiente de variacao.

1.9.14.1 Repetibilidade de medicao

E a precisdo de medicdo sob um conjunto de condi¢cdes de repetibilidade
(INMETRO, 2012).
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Condicdo de repetibilidade: Condicdo de medicdo em um conjunto de
condi¢bes, as quais incluem o mesmo procedimento de medicdo, 0S Mesmos
operadores, 0 mesmo sistema de medi¢cdo, as mesmas condi¢des de operacdo e o
mesmo local, assim como medi¢cOes repetidas no mesmo objeto ou em objetos
similares durante um curto periodo de tempo (INMETRO, 2012).

Notas:

e “Procedimento de medi¢cdo”, “operadores”, “local” e “objeto” podem ser
entendidos, respectivamente, como método de analise, analistas, laboratorio
e material de ensaio.

e “Sistema de medigao” é definido pelo VIM (2012) como “Conjunto de um ou
mais instrumentos de medicdo e frequentemente outros dispositivos,
compreendendo, se necessario, reagentes e insumos, montado e adaptado
para fornecer informacdes destinadas a obtencdo dos valores medidos,
dentro de intervalos especificados para grandezas de naturezas
especificadas”.

e Curto periodo de tempo significa em termos praticos o minimo de tempo

necessario, sejam horas ou dias.

1.9.14.2 Precisdo intermediaria de medicéo

E a precisdo de medicdo sob um conjunto de condicdes de precisio
intermediaria (INMETRO, 2012).

Condicao de preciséo intermediaria: Condi¢cdo de medicdo em um conjunto de
condicBes, as quais compreendem o mesmo procedimento de medi¢cdo, 0 mesmo
local e medicdes repetidas no mesmo objeto ou em objetos similares, ao longo de
um periodo extenso de tempo, mas pode incluir outras condicbes submetidas a
mudancas (INMETRO, 2012).

Nota:
e “Procedimento de medicdo”, “local” e “objeto” podem ser entendidos,

respectivamente, como método de analise, laboratorio e material de ensaio.



49

1.9.14.3 Reprodutibilidade de medig&o

E a precisdo de medi¢io sob um conjunto de condigdes de reprodutibilidade
(INMETRO, 2012).

Condicao de reprodutibilidade: Condicdo de medicdo em um conjunto de
condigdes, as quais incluem diferentes locais, diferentes operadores, diferentes
sistemas de medicdo e medicdes repetidas no mesmo objeto ou em objetos
similares (INMETRO, 2012).

1.9.15 Estabilidade do analito

A avaliagcdo da estabilidade do analito em solucdo, na matriz e no extrato é
extremamente importante, uma vez que uma degradacdo do mesmo ou dos
constituintes da matriz durante a estocagem ou analise da amostra podem afetar a
exatidao dos resultados (PASCHOAL et al., 2008).

1.9.16 Robustez

Susceptibilidade de um método analitico a mudancas em condi¢cdes
experimentais, que podem ser expressas como uma lista de amostras, analitos,
condicbes de estocagem, condicbes ambientais, e/ou condicbes de preparo de
amostras sob as quais 0 método pode ser aplicado como apresentado ou com
pequenas modificacfes especificas. Para todas as condi¢cdes experimentais que
podem na pratica estar sujeitas a flutuacdes (por exemplo, estabilidade dos
reagentes, composicdo da amostra, pH, temperatura) quaisquer variacdes que
podem afetar o resultado analitico devem ser indicadas (UNIAO EUROPEIA, 2002).

1.9.17 Incerteza de medicao

Parametro ndo negativo que caracteriza a dispersao dos valores atribuidos a

um mensurando, com base nas informacdes utilizadas (INMETRO, 2012).
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1.10 DEFINICAO DA MATRIZ DE ANALISE: LEITE

O leite é um alimento de origem animal acessivel a populacdo brasileira que
possui elevado valor nutritivo, pois € fonte de proteinas, algumas vitaminas,
gorduras, carboidratos e alguns sais minerais, fundamentais a saude humana, como
pode ser verificado na tabela 4 que apresenta os valores nutricionais do leite integral
(GERMANO; GERMANO, 2011; IBGE, 2010; UNICAMP, 2011).

Tabela 4 — Tabela nutricional do leite integral
Informagé&o Nutricional
Porcéo de 100g
Quantidade por por¢éo

Valor Calérico 60 kcal
Umidade 8749
AcUcar total 5,26 g
Proteinas 3,22¢g
Gorduras Totais 3,25¢
Calcio 113 mg
Magnésio 10 mg
Fésforo 91 mg
Potéssio 143 mg
Sadio 40 mg
B1 (Tiamina) 0,04 mg
B2 (Riboflavina) 0,18 mg
Niacina 1,36 mg
Vitamina A 28,43 ug
Vitamina D 1ug
Vitamina E 0,06 mg
Vitamina B6 0,04 mg
Vitamina B12 0,44 ug

fonte: (IBGE, 2010; UNICAMP, 2011)

Segundo o relatério da Pesquisa de Orcamentos Familiares (IBGE/POF,
2008/2009), a classe leites e derivados constitui-se nho segundo maior gasto com a
alimentacéo na area urbana, com 11,0%, e na area rural, ocupa o terceiro lugar, com
8,7% (IBGE, 2010).

Esses dados expressivos de estimativa de consumo, aliados a sua
importancia na alimentacdo de grupos populacionais de maior risco, como idosos e
criancas, além da escassez de métodos analiticos validados e a falta de dados
nacionais sobre a presenca de residuos de ionoforos poliéteres em leite definiram a

escolha dessa matriz de andlise.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar residuos de antibioticos ion6foros poliéteres em leite, empregando
a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de

massas sequencial (LC-MS/MS).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a aplicabilidade de dois diferentes procedimentos de extracao (método
direto e QUEChERS) para a determinacdo de residuos de ionéforos poliéteres em
diferentes matrizes de leite e selecionar o método mais adequado.

- Validar o método analitico selecionado.

- Aplicar o método para analisar amostras de leite integral UHT (Ultra High
Temperature) que abastecem o mercado da regido metropolitana do Rio de Janeiro

visando contribuir para as acoes de Vigilancia Sanitaria.
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3 METODOLOGIA
3.1 MATERIAIS

3.1.1 Padrdes

Os ionoforos selecionados foram: lasalocida, maduramicina, monensina,
narasina, salinomicina e senduramicina. A nigericina foi utilizada como padrao
interno. As especificacdes dos padrdes encontram-se abaixo:

a) nigericina sédica - NIG (Sigma-Aldrich, EUA);

b) narasina A - NAR (Sigma-Aldrich, EUA);

c) salinomicina - SAL (Sigma-Aldrich, EUA);

d) lasalocida A sddica - LAS (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);

e) maduramicina a de amoénio - MAD (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);

f) monensina A sddica hidratada - MON (Dr. Ehrenstorfer, Alemanha);

g) senduramicina sédica - SEN (Phibro Animal Health, EUA), doado pelo Laboratorio
de Referéncia Europeu para Residuos de Medicamentos Veterinarios, BVL (Berlim,

Alemanha).

3.1.2 Reagentes e solventes

a) acido formico (FOA) 98-100% (Merck, Alemanha);

b) acetonitrila (ACN) para cromatografia liquida LC/MS (Merck, Alemanha);

c) acetonitrila (ACN) para cromatografia liquida (J. T. Baker, EUA);

d) metanol (MeOH) para cromatografia liquida ou para cromatografia UV/CLAE (J. T.
Baker, EUA);

e) agua purificada tipo | (Milli-Q) adequada para uso no ensaio;

f) acetato de sédio (NaOACc) ultra puro com pureza de 99,9% (Merck, Alemanha);

g) acetato de soédio (NaOAc) anidro com pureza igual ou superior a 99% (Merck,
Alemanha);

h) sulfato de magnésio anidro com pureza igual ou superior a 98% (Merck,

Alemanha).
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3.1.3 Equipamentos e acessorios

a) sistema LC-MS/MS composto de Cromatdgrafo a Liquido de Alta Eficiéncia
Shimadzu Prominence e espectrometro de massas sequencial API5000 Applied
Biosystems/MDS Sciex, com interface Turbolonspray®. O software Analyst® 1.4.2 foi
empregado para controle do sistema, aquisicao e andlise dos dados. A configuracéao
do cromatégrafo a liquido compreende uma bomba quaternaria LC-20AD, um
degaseificador de membrana DGU-20A5, um autoamostrador SIL-20AC, um forno
de coluna CTO-20AC e uma controladora CBM-20A;

b) coluna cromatografica ACE C18 (2,1 x 50 mm, 3 um de tamanho de particula);

c) coluna de guarda ACE C18;

d) balanca semi-micro com resolucéo de 0,00001 g (Metler Toledo, Suica);

e) balanca analitica LP 620P (Sartorius, Alemanha);

f) modulo de aquecimento/agitacdo com unidade de evaporagcdo com nitrogénio
React-Therm Il (Pierce, EUA);

g) médulo de evaporacéao Reacti-Vap Il (Pierce, EUA);

h) termémetro de imersédo parcial que compreenda a faixa de 40-55 °C, com divisao
maxima de escala de 1 °C, para modulo de aquecimento (Pierce, EUA);

i) centrifuga refrigerada 5804R (Eppendorf, EUA);

j) agitador de tubos tipo vortex (MARCONI, Brasil);

k) freezer de temperatura ultra-baixa CL374-80V (ColdLab, Brasil);

) refrigerador — compartimento de refrigeracao ou de congelamento;

m) capela de exaustao;

n) sistema de obtencéo de agua purificada tipo I, Milli-Q (Millipore, EUA).

3.2 PROCEDIMENTOS

3.2.1 Condic¢des cromatogréaficas e espectrométricas

a) fase moével A: fracdo de volume 0,1% de acido formico em agua,;

b) fase movel B: fracdo de volume 0,1% de &cido formico em acetonitrila;
c) fase moével C: fracdo de volume 0,1% de acido formico em metanol;

d) fluxo total da fase mével: 0,3 mL/min;

e) temperatura do forno: 35 °C;



f) programacéao de eluigao gradiente (tabela 5);

g) tempo total de corrida: 18 min;

h) programacéo do autoamostrador:

i) interface: eletrospray;

volume de rinsagem:1000 pL;

profundidade da agulha: 52 mm;

velocidade de rinsagem: 35 puL/s;

velocidade de amostragem: 5,0 uL/s;

tempo de purga: 25,0 min;

tempo de imersao na rinsagem: 10 s;

modo de rinsagem: antes e ap0s aspiracao;
habilitacdo do sistema de resfriamento: sim;
temperatura do sistema de resfriamento: 4 °C;

controle de profundidade da agulha no vial: 45 mm;
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meétodo de bombeamento: rinsar bomba e portico entre analises (Rinse

Pump And Port Between Analysis);

tempo de rinsagem: 4 s.

Tabela 5 - Programa de elui¢cdo do gradiente

Tempo (min) % A %B %C
0 93 7 0
4,00 20 80 0
4,10 5 95 0
6,00 0 100 0
8,00 0 100 0

8,50 0 0 100

11,50 0 0 100
12,00 93 7 0
18,00 93 7 0

j) modo: MRM positivo;

k) gas de cortina (Curtain gas): N, valor 10;

I) gas de nebulizacdo (GS1): N, valor 55;

m) gas de secagem (GS2): N, valor 55;

n) voltagem do ionspray (IS): 4500 V;

0) voltagem do potencial de entrada (EP): 10 V;



p) voltagem do detector (CEM): 2200 V;
g) voltagem do defletor (DF): -100 V;,
r) temperatura da fonte TurbolonSpray: 450°C;

s) gas de colisdo (CAD gas): N, valor 10;

t) dwell time variavel, conforme tabela 6; MR pause = 5 ms;

u) tempo de aquisi¢cdo: 18 min.

V) volume de injecéo: 25 pL
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Tabela 6 - Condicdes analiticas do sistema LC-MS/MS para a determinacéo de iondforos poliéteres

Tempo de

Tempo de

fon

fon

3
Analito  retencdo retencdo Massa precursor*  produto Dwell - pps  cge cxp?
(min)* relativo’ Q) (m/z) (m/z) (ms)
377,30 49 30
LAS A 7,76a7,86 0,839 a0,846 590,38 613,27 577,20 20 316 45 20
595,40 39 14
877,50 45 32
MADa 8,82a8,93 0,954 a 0,961 916,54 939,56 895,50 20 301 65 32
859,50 81 30
675,30 51 24
MONA 8,37a8,47 0,904a0,911 670,43 693,39 479,30 25 341 69 18
461,20 67 32
431,20 73 34
NARA 8,60a8,70 0,929 a0,935 764,51 787,44 531,30 25 341 63 20
403,30 83 16
703,40 75 26
NIG 9,22a9,33 - 724,47 747,49 729,40 25 341 55 24
501,30 77 18
431,10 67 32
SAL A 8,22a8,32 0,888a0,894 750,49 773,48 531,20 20 346 61 20
265,20 71 22
833,40 39 20
SEN 7,78a 7,87 0,840a0,847 872,51 895,47 705,40 20 246 81 18
851,50 51 26

"Tempo de retencéo obtidos nos experimentos de validacdo. “Tempo de retenc&o realtivo, calculado a partir dos

tempos de retencdo obtidos nos experimentos de validagdo. *Massa monoisotépica exata do &cido livre,

considerando as massas atémicas exatas dos is6topos mais abundantes. *fon precursor para LAS A, MAD a,
MON A, NAR A, NIG, SAL e SEN = [M+Na]"; *Declustering Potential (V); ®Collision Energy (V); ‘Collision Exit
Potential (V).

3.2.2 Preparo de solucBes-estoque

Os padrbes de ionéforos poliéteres foram preparados a fim de obter uma

concentracdo de aproximadamente 1000 pg/mL em metanol. A massa tedrica

pesada para cada padrao foi calculada considerando corregcbes de pureza, teor de

agua e acido livre. Somente a lasalocida foi preparada na concentracdo de 10 pg/mL
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em metanol, pois o padrdo comercializado é uma solu¢cdo de 100 pg/mL em
acetonitrila. As solucdes foram transferidas para microtubos e estocadas em freezer
a temperaturas igual ou inferior a -70°C.

3.2.3 Solugdes padrao em metanol para fortificagao

a) solucéo de nigericina (padrao interno) a 0,6 pg/mL em metanol — PO;

b) solucéo dos analitos alvo a 0,02 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,01 pg/mL
para LAS, NAR, equivalente a 0,25 NM/LMR — P1;

c¢) solucao dos analitos alvo a 0,04 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,02 pg/mL
para LAS, NAR, equivalente a 0,5 NM/LMR - P2;

d) solucéo dos analitos alvo a 0,08 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,04 pug/mL
para LAS, NAR, equivalente a 1 NM/LMR — P3;

e) solucao dos analitos alvo a 0,12 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,06 pug/mL
para LAS, NAR, equivalente a 1,5 NM/LMR - P4;

f) solucdo dos analitos alvo a 0,16 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,08 pug/mL
para LAS, NAR, equivalente a 2 NM/LMR — P5;

g) solucéao dos analitos alvo a 0,2 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,1 pg/mL
para LAS, NAR, equivalente a 2,5 NM/LMR - P6;

h) solucéo dos analitos alvo a 0,24 ug/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,12 pug/mL
para LAS, NAR, equivalente a 3 NM/LMR - P7;

i) solucéo dos analitos alvo a 0,28 pg/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,14 pug/mL
para LAS, NAR, equivalente a 3,5 NM/LMR — P8.

3.2.4 Preparo das amostras

3.2.4.1 Amostra branca de reagentes

Amostra branca de reagentes utilizando dgua como substituto da amostra
branca, sem os analitos alvo e sem padrao interno.

Foram pipetados 2,0 mL de &gua purificada em um tubo de centrifuga de
polipropileno de 50 mL e adicionados 100 pL de metanol, agitando-se em vortex por
10 segundos. ApOs repouso por 10 minutos foi dado prosseguimento ao

procedimento conforme descrito nas sec¢des 3.2.5.1.2 e 3.2.5.2.2.
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3.2.4.2 Amostra branca de leite

Amostra branca de leite sem os analitos alvo e sem padrao interno.

Foram pipetados 2,0 mL de uma amostra de leite comprovadamente branca
em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL e adicionados 100 uL de
metanol, agitando-se em vortex por 10 segundos. Apds repouso por 10 minutos foi
dado prosseguimento ao procedimento conforme descrito nas se¢des 3.2.5.1.2 e
3.2.5.2.2.

3.2.4.3 Amostras de leite fortificadas no inicio do procedimento nos niveis de 0,25 a
3,5 vezes 0 LMR/NM

Amostras de leite fortificadas no inicio do procedimento, ou seja, antes da
etapa de extracéao.

Amostras brancas foram fortificadas com os analitos alvo nas concentracdes
de 0,5 a 7 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,25 a 3,5 ng/mL para LAS e NAR.
NIG foi empregada como padréo interno a 15 ng/mL. Uma amostra branca contendo
somente o padréo interno NIG também foi preparada. Para as fortificacbes foram
pipetados 2,0 mL de uma amostra de leite comprovadamente branca em um tubo de
centrifuga de polipropileno de 50 mL, adicionados 50 pL da solucédo de NIG a 0,6
pg/mL e 50 pL da solucdo padrdo de ionoforos poliéteres para cada nivel de
concentracdo preparados conforme secdo 3.2.3 alineas b) a i) (P1 - P8). Para a
amostra branca contendo somente o padrao interno adicionou-se a 2,0 mL da matriz
leite, 50 pL de metanol e 50 pL da solucédo de NIG a 0,6 pg/mL. Agitou-se em vortex
por 10 segundos e apds repouso por 10 minutos foi dado prosseguimento ao

procedimento conforme descrito na secao 3.2.5.2.2.

3.2.5 Procedimentos de Extracao

Dois procedimentos de extracdo (método direto e QUEChERS) desenvolvidos
por Pereira (2011) para leite UHT foram avaliados quanto a sua aplicabilidade a

outros tipos de leite (cru, pé e pasteurizado).
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3.2.5.1 Procedimentos de Extracéo pelo método direto
3.2.5.1.1 Preparo das solucdes de trabalho

Foram pipetados 2 mL de agua para um tubo de centrifuga de polipropileno
de 15 mL e adicionadas duas porg¢des de 4,0 mL de acetonitrila. Adicionou-se 50 pL
da solucdo de NIG a 0,6 pg/mL e 50 pL da solucdo padréo de ionéforos poliéteres
para cada nivel de concentracdo preparados conforme secao 3.2.3 alineas b) a i)
(P1 — P8). Para a amostra branca contendo somente o padréo interno adicionou-se
a 2,0 mL de 4gua, 50 pL de metanol e 50 pL da solucao de NIG a 0,6 pg/mL. Agitou-
se em vortex por 10 segundos.

3.2.5.1.2 Amostras branca de reagentes e branca de leite

As amostras foram preparadas conforme se¢des 3.2.4.1 e 3.2.4.2 e extraidas
conforme o fluxograma da figura 4. Foram acrescentadas as amostras duas por¢des
de 4,0 mL de acetonitrila, agitando-se em vértex por 30 segundos a cada adicéo e
entdo centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos a 4 °C.

Uma aliquota de 250 pL do sobrenadante foi transferida para um tubo de
centrifuga de polipropileno de 15 mL contendo 250 L de acetonitrila e evaporada a
secura sob um fluxo suave de nitrogénio a (46 + 1)°C. Os extratos secos foram
reconstituidos com 1mL de solvente de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v,
agitados em vortex por 15 segundos e filtrados com filtro de 0,22 um para vials

ambar.

3.2.5.1.3 Amostras de leite fortificadas no final do procedimento nos niveis de 0,25 a
2,5 LMR/NM

Amostras de leite fortificadas no final do procedimento, ou seja, apés a
extracdo (antes da etapa de evaporacao).

Os extratos de amostras brancas foram fortificados com os analitos alvo nas
concentragfes de 0,25 a 5 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,125 a 2,5 ng/mL
para LAS e NAR. NIG foi empregada como padréo interno a 15 ng/mL. Uma amostra

branca contendo somente o padrdo interno NIG também foi empregada.
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As amostras foram preparadas conforme o fluxograma da figura 4. Uma
aliquota de 250 pL de cada solugdo de trabalho, preparada conforme secao
3.2.5.1.1, foi transferida para tubos de centrifuga de polipropileno de 15 mL
contendo 250 pL do sobrenadante da amostra branca de leite (sem analitos alvo e
sem padrao interno) e evaporada a secura sob um fluxo suave de nitrogénio a (46 +
1)°C. Os extratos secos foram reconstituidos com 1mL de solvente de diluicdo 5
mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex por 15 segundos e filtrados

com filtro de 0,22 um para vials ambar.

3.2.5.1.4 Preparo da curva de calibracdo no diluente

Uma aliquota de 250 pyL de cada solugcao de trabalho, preparada conforme
secdo 3.2.5.1.1, foi transferida para tubos de centrifuga de polipropileno de 15 mL
contendo 250 pL de acetonitrila e evaporada a secura sob um fluxo suave de
nitrogénio a (46 + 1)°C. Os extratos secos foram reconstituidos com 1mL de solvente
de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex por 15 segundos

e filtrados com filtro de 0,22 um para vials ambar.



Figura 4 - Fluxograma do procedimento de extracdo do
método direto
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ACN: acetonitrila, MeOH: metanol, NaOAc: acetato de sddio
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3.2.5.2 Procedimento de Extracdo pelo método utilizando extracdo por QUEChERS
(Extracédo com adicdo de MgSO4 e NaOAc)

3.2.5.2.1 Preparo das solucdes padréo de trabalho

Foram pipetados duas por¢cbes de 4,0 mL de acetonitrila em um tubo de
centrifuga de polipropileno de 15 mL, adicionados 50 pL da solugcdo de NIG a 0,6
pg/mL e 50 pL da solucdo padrdo de ionoforos poliéteres para cada nivel de
concentracdo preparados conforme secdo 3.2.3 alineas b) a i) (P1 — P8). Para a
amostra branca contendo somente o padrao interno adicionou-se a 2,0 mL de agua,
50 pL de metanol e 50 yL da solucédo de NIG a 0,6 pg/mL. Agitou-se em vortex por
10 segundos.

3.2.5.2.2 Amostras branca de reagentes, branca de leite e fortificadas no inicio do
procedimento nos niveis de 0,25 a 3,5 vezes o LMR/NM

As amostras foram preparadas conforme secéo 3.2.4 e extraidas conforme o
fluxograma da figura 5. Foram acrescentadas as amostras duas porc¢des de 4,0 mL
de acetonitrila, agitando-se em vortex por 30 segundos a cada adicdo. Apos a
adicdo de 0,8 g de sulfato de magnésio anidro e 0,2 g de acetato de sddio anidro
agitou-se em vortex por 30 segundos. ApoOs repouso de 5 minutos, foram
centrifugadas a 10000 rpm por 5 minutos a 4 °C. Uma aliquota de 250 pL do
sobrenadante foi transferida para um tubo de centrifuga de polipropileno de 15 mL
contendo 250 pL de acetonitrila e evaporada a secura sob um fluxo suave de
nitrogénio a (46 * 1)°C. Os extratos secos foram reconstituidos com 1 mL de
solvente de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex por 15

segundos e filtrados em filtro de 0,22 um para vials ambar.

3.2.5.2.3 Amostras de leite fortificadas no final do procedimento nos niveis de 0,25 a
3,5 LMR/NM

Os extratos de amostras brancas foram fortificados com os analitos alvo nas
concentragbes de 0,5 a 7 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,25 a 3,5 ng/mL
para LAS e NAR. NIG foi empregada como padréo interno a 15 ng/mL. Uma amostra

branca contendo somente NIG também foi empregada.
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As amostras foram preparadas conforme o fluxograma da figura 5. Uma
aliquota de 250 pL de cada solucdo de trabalho, preparada conforme secao
3.2.5.2.1, foi transferida para tubos de centrifuga de polipropileno de 15 mL
contendo 250 pL do sobrenadante da amostra branca de leite (sem analitos alvo e
sem padrao interno) e evaporada a secura sob um fluxo suave de nitrogénio a (46 +
1)°C. Os extratos secos foram reconstituidos com 1mL de solvente de diluicdo 5
mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex por 15 segundos e filtrados

com filtro de 0,22 um para vials ambar.

3.2.5.2.4 Preparo da curva de calibracdo no diluente

Uma aliquota de 250 pL de cada solucdo de trabalho, preparada conforme
secao 3.2.5.2.1, foi transferida para tubos de centrifuga de polipropileno de 15 mL
contendo 250 pL de acetonitrila e evaporada a secura sob um fluxo suave de
nitrogénio a (46 + 1)°C. Os extratos secos foram reconstituidos com 1mL de solvente
de diluicdo 5 mmol/L NaOAc:MeOH, 70:30, v/v, agitados em vortex por 15 segundos

e filtrados com filtro de 0,22 um para vials ambar.



Figura 5 - Fluxograma do procedimento de extracdo QUEChERS
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3.3 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E
ESPECTROMETRICAS

As condicdes cromatogréaficas e espectrométricas descritas por Spisso et al.
(2010) e modificadas por Pereira (2011) foram otimizadas com a finalidade de
aumentar a sensibilidade do método para os analitos maduramicina e lasalocida.

A otimizacao do espectrémetro foi feita através da alteracdo da temperatura
da fonte se ions, testando-se 600°C, 550°C e 450°C, com injecdes em replicatas (3
injecdes) de uma amostra fortificada no final do procedimento com concentragéo
equivalente a 0,5 LMR/NM. Testes com diferentes volumes de injecao (15 e 25 pL)
também foram efetuados empregando uma amostra fortificada no inicio do

procedimento na concentragcdo equivalente a 0,5 vezes o LMR/NM.

3.4 AVALIACAO DA APLICABILIDADE DE DOIS PROCEDIMENTOS DE
EXTRACAO

Pereira (2011) avaliou diferentes procedimentos de extragcdo para
determinacao de ionoforos poliéteres em leite integral UHT e se baseou em estudos
realizados por Matabudul; Conway (2000), Matabudul et al. (2001); Dubois; Pierret;
Delahaut (2004); Mortier; Daeseleire; Carlos (2005); Shao et al. (2009); Spisso et al.
(2010), Dai; Herrman (2010) e Spisso (2010), empregando a técnica de LC-MS/MS.
Os analitos selecionados foram: lasalocida, monensina, narasina, salinomicina,
maduramicina e senduramicina. Nigericina foi utilizada como padréo interno.

De todos o0s experimentos de extracdo/purificacdo testados, os que
apresentaram melhores resultados foram os referentes ao método direto com
acetonitrila e ao método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe),
com precipitacdo das proteinas do leite com acetonitrila e adicdo dos sais sulfato de
magnésio e acetato de sédio. Um sistema de cromatografia liquida em fase reversa
com gradiente de eluicdo ternario e coluna C18 foi empregado. O modo de ionizacéo
utilizado foi o eletrospray positivo, com aquisicdo por Monitoramento de Reacdes
Multiplas (MRM).

Os métodos de extracdo desenvolvidos e estudados por Pereira (2011) se
basearam na avaliacdo de s6 um tipo de matriz, que foi o leite UHT. Com a

finalidade de verificar a aplicabilidade destes dois métodos, o direto e 0 QUEChERS,
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para diferentes tipos de matriz leite, estes métodos foram aplicados em 4 diferentes
tipos de leites integrais: cru, po, pasteurizado e UHT.

Inicialmente foram avaliados dezessete leites aleatoriamente de diferentes
matrizes (diferentes animais, marcas e tipos) a fim de investigar a presenca dos
analitos iondforos poliéteres e selecionar amostras brancas. Todos o0s sinais nas
regides (janelas de tempo de retencdo) nas quais os analitos sédo esperados nas 3
transicoes de MRM foram integrados e avaliados. A tabela 7 apresenta os 17 leites

avaliados.

Tabela 7 - Leites avaliados para verificar a presenca de ionoforos poliéteres
Tipo de leite Cédigo

(integral) Laboratério Procedéncia Observacéo
Pasteurizado  103/2012 Duas Barras - RJ -
Pasteurizado ~ 104/2012 Valenca - RJ -
Pasteurizado  105/2012 Cachoeira de Macacu - RJ -
UHT 099/2012 Concordia— SC _
UHT 100/2012 Passo Fundo — RS _
UHT 101/2012 Fazenda Vilanova — RS L
UHT 102/2012 Barra Mansa - RJ L
P6 093/2012 Lagoa da Prata - MG L
P6 094/2012 Pinhalzinho — RS L
P6 095/2012 Vila Velha — ES L
P6 096/2012 Capéo do Ledo — RS L
P6 097/2012 ltuiutaba — MG L
P6 098/2012 Uberlandia - MG _
Cru ABR-2012/004 Gongalves - MG Animal 1
Cru ABR-2012/010 Gongalves - MG Animal 2
Cru ABR-2012/011 Gongalves - MG Animal 3
Cru ABR-2012/012 Gongalves - MG Animal 4

Dessas 17 amostras foram selecionadas 8 comprovadamente brancas dos 4
tipos de leites integrais, sendo que para cada tipo de leite foram escolhidos duas
unidades de marcas/procedéncias diferentes. A tabela 8 apresenta os leites

utilizados no estudo.
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Tabela 8 - Leites selecionados para verificar a aplicabilidade dos métodos de extragao
Tipo de leite Cédigo

(integral) Laboratério Procedéncia Observacgéo
Po6 095/2012 Vila Velha — ES _
PO 097/2012 Ituiutaba — MG o
UHT 100/2012 Passo Fundo — RS o
UHT 101/2012 Fazenda Vilanova — RS -
Pasteurizado  104/2012 Valenga - RJ _
Pasteurizado  105/2012 Cachoeiras de Macacu - RJ

Cru ABR-2012/010 Gongalves - MG Animal 2
Cru ABR-2012/012 Gongalves - MG Animal 4

Para cada uma das 8 amostras de leite foram construidas duas curvas de
calibracdo com a adicdo dos analitos no final do procedimento (leite fortificado antes
da etapa de evaporacdo) nas concentracdes equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5
vezes o LMR/NM, incluindo o ponto zero, com a adi¢ao do padréo interno nigericina.
Uma das curvas foi construida utilizando-se o procedimento de extracdo pelo
método direto (conforme descrito na se¢ao 3.2.5.1.3) e a outra curva utilizando-se o0
método de QUEChERS (conforme descrito na secdo 3.2.5.2.3). Construiram-se
entdo, 16 curvas de calibracdo, sendo 8 curvas para cada procedimento de
extracao.

Uma amostra branca de cada leite e uma amostra branca de reagentes foram
extraidas para cada método conforme secdes 3.2.5.1.2 e 3.2.5.2.2.

Somente picos com razéo sinal/ruido >3 para a segunda transi¢ao (transicao
de confirmacé&o) foram considerados detectados.

Além disso, 2 curvas de calibracdo foram construidas para cada analito com
seis niveis de concentracdo no solvente de reconstituicdo ou diluente (5 mmol/L
NaOAc:MeOH, 70:30, v/v), uma vez que as concentracdes finais nos dois métodos
sdo diferentes, e preparadas conforme descrito nas sec¢fes 3.2.5.1.4 e 3.2.5.2.4. As
concentragfes foram equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 vezes o LMR/NM. As

injecOes foram efetuadas em duplicata aleatéria.

Dessa forma, para cada um dos métodos mencionados anteriormente foram
injetados:
v diluente, em duplicata;
v/ amostra branca de reagentes;

v amostra branca de leite;
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v amostras fortificadas no final do procedimento para cada matriz com
concentragfes equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 vezes o LMR/NM,
em duplicata, aleatoriamente;

v solucbes padrao dos analitos no diluente com concentracées
equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 vezes o LMR/NM, em duplicata,
aleatoriamente.

O volume de injecdo do sistema cromatografico foi de 25 pL.
Empregou-se para a construcdo das curvas de calibracdo para todos os
analitos o método dos minimos quadrados ponderados (MMQP), com peso

equivalente a 1/y, utilizando o software Analyst®.

3.5 VALIDACAO DO METODO ANALITICO SELECIONADO

Amostras de leites integrais cru e processados (UHT, pasteurizado e em po0)
foram empregadas para a validagdo do método.

Os parametros avaliados na validacao foram: intervalo de medicéo e intervalo
linear (funcdo de calibracdo instrumental), seletividade (incluindo o efeito matriz
relativo), linearidade (intervalo linear do método), sensibilidade, efeito matriz
absoluto, limite de deteccédo, limite de quantificacdo, limite de decisdo (CCa),
capacidade de deteccdo (CCp), recuperacao, precisao (repetibilidade e preciséo
intermediéaria), estabilidade a curto e longo prazo e robustez. A validacédo foi
conduzida segundo o Procedimento Operacional Padronizado de Métodos de
Andlise para Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos: Protocolo de
Validacéo, (INCQS, 2013b).

3.5.1 Intervalo de medicao e intervalo linear

A avaliacdo do intervalo de medicao e do intervalo linear foi efetuada pela
construcdo de curvas de calibragcdo para cada analito com sete niveis de
concentracdo no solvente de reconstituicdo ou diluente (5 mmol/L NaOAc:MeOH,
70:30, v/v), incluindo o ponto zero, com a adicdo do padrdo interno nigericina. As
concentragfes dos analitos alvo foram equivalentes a 0,25, 0,5, 1, 1,5, 2,2,5,3e 3,5

vezes 0 LMR/NM. As soluc¢des-padréo foram injetadas em triplicata aleatoria.
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Somente picos com razédo sinal/ruido >10 para a segunda transicao (transicéo
de confirmagdo) e para a primeira transicdo (transicdo de quantificacdo) foram
considerados.

A andlise estatistica dos dados foi efetuada segundo o POP 65.3120.135
(INCQS, 2013a) iniciando-se pela avaliacdo da presenca de valores aberrantes, em
cada conjunto de repeticGes em cada nivel de concentracdo, empregando-se o teste
de Grubbs a «=0,01, supondo-se que os dados sao provenientes de uma
distribuicdo normal.

O software Statistica Trial 10 foi utilizado para efetuar toda a avaliacao
estatistica das curvas de calibracao.

A avaliagdo da homogeneidade das variancias dos dados das curvas de
calibracéo foi realizada pelo teste de Levene por se tratar de um teste paramétrico

mais robusto, ou seja, menos sensivel a premissa da normalidade.

3.5.2 Seletividade (e efeito matriz relativo)

A seletividade e o efeito matriz relativo foram avaliados a partir dos dados do
estudo de avaliacdo da aplicabilidade realizado para os dois métodos, o direto e o
QUEChERS (secao 3.4) aplicados em 4 diferentes tipos de leites integrais: cru, po,

pasteurizado e UHT.

3.5.3 Linearidade (intervalo linear do método), sensibilidade e efeito matriz absoluto

Foram avaliados doze leites (tabela 9), diferentes dos usados na avaliacdo da
aplicabilidade (tabela 8), uma vez que a quantidade que foi armazenada de leites
UHT e pasteurizado ndo seria suficiente para serem utilizados nos demais estudos

da validacéo.
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Tabela 9 - Leites avaliados para verificar a presenca de ionoforos poliéteres
Tipo de leite Cédigo

(integral) Laboratério Procedéncia Observagéo
Pasteurizado  115/2012 Duas Barras - RJ -
Pasteurizado  116/2012 Valenga - RJ -
Pasteurizado  117/2012 Cachoeira de Macacu - RJ -
UHT 106/2012 Barra Mansa - RJ -
UHT 107/2012 Patos de Minas - MG -
UHT 108/2012 Barra Mansa - RJ -
UHT 109/2012 Teutbnia - RS -
UHT 110/2012 Fazenda Vilanova — RS -
UHT 111/2012 Concoérdia - SC -
UHT 112/2012 Itaperuna - RJ -
UHT 113/2012 Arroio do Meio - RS -
UHT 114/2012 Jaborandi - BA

Por praticidade e devido ao menor prazo de validade do leite pasteurizado e
do leite cru, o leite UHT foi escolhido para a validagdo do método. A amostra de leite
UHT (106/2012), foi selecionada como a matriz para a construcdo das curvas de
calibracdo (fortificadas no inicio e no final do procedimento) para fins de
guantificacdo de todas as amostras usadas na avaliacdo dos parametros de
validacdo e no monitoramento.

A avaliacao da linearidade e sensibilidade do método foi efetuada pela analise
estatistica das curvas de calibracdo de cada analito obtidas com a fortificacdo na
matriz no inicio do procedimento (curva leite fortificado no inicio). Também se
avaliou as curvas na matriz obtidas considerando-se a adicdo dos analitos apds as
etapas de extracdo, ou seja, com as amostras de leite fortificadas no final do
procedimento (leite fortificado antes da etapa de evaporacao).

O efeito matriz absoluto do método em relacdo aos fenbmenos de supressao
ou aumento de sinal na ionizacdo considerando a técnica analitica empregada (LC-
MS/MS) foi estudado comparando-se a curva de calibragcdo de cada analito obtida
com solucdo padrdo (curva no diluente) com aquela obtida com a matriz, com a
adicdo do analito apds as etapas de extracdo, ou seja, com as amostras de leite
fortificadas no final do procedimento (curva matriz final). As curvas de calibragcéo
construidas para cada analito no solvente de reconstituicdo ou diluente e nas
amostras, com fortificacdo no inicio do procedimento e no final do procedimento
foram preparadas conforme descritos nas se¢fes 3.2.5.2.4, 3.25.2.2 e 3.2.5.2.3,

respectivamente. Todas as inje¢des foram efetuadas em triplicata aleatéria.
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3.5.4 Repetibilidade

Para avaliacao da repetibilidade utilizou-se seis amostras diferentes de leites
jA testados anteriormente e consideradas amostras de leites comprovadamente
brancas. A tabela 10 apresenta as amostras dos quatro tipos de leites integrais que

foram utilizados no estudo de repetibilidade.

Tabela 10 - Leites utilizados nos estudos da validacdo
Tipo de leite Codigo

(integral) Laboratorio Procedéncia Observacéo
P6 095/2012 Vila Velha — ES -
UHT 106/2012 Barra Mansa - RJ -
UHT 110/2012 Fazenda Vilanova — RS -
Pasteurizado  116/2012 Valenga - RJ

Cru ABR-2012/010 Gongalves - MG Animal 2
Cru ABR-2012/012 Gongalves - MG Animal 4

As amostras foram fortificadas no inicio do procedimento com os analitos nos
niveis de concentracdo de 0,5, 1 e 1,5 vezes o0 LMR/NM e o procedimento foi
efetuado segundo as secbOes 3.2.4.3 e 3.2.5.2.2. As injecbes foram efetuadas
aleatoriamente em triplicata.

Uma amostra branca, preparada pelo pool das seis amostras selecionadas,
foi analisada conforme secdes 3.2.4.2 e 3.2.5.2.2. Também foi processada uma
amostra branca de reagentes conforme secdes 3.2.4.1 e 3.2.5.2.2.

Para quantificar as 18 amostras fortificadas no inicio do procedimento (6
diferentes amostras nos trés niveis de concentracdo) foram construidas curvas de
calibracdo na matriz (leite UHT integral, amostra 106/2012) com a fortificacdo no
inicio do procedimento (curva leite fortificado no inicio) conforme descrito na secéo
3.2.5.2.2, com seis niveis de concentracao, além do ponto zero, todos com adi¢cao
do padréao interno NIG. As concentracdes foram equivalentes a 0,5, 1, 1,5, 2,25e 3
vezes 0 LMR/NM (1, 2, 3, 4, 5 e 6 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,5, 1, 1,5, 2,
2,5 e 3 ng/mL para LAS, NAR, com NIG a 15 ng/mL). As injecGes foram efetuadas
em triplicata aleatéria.

Também foram construidas curvas de calibracdo para cada analito com

fortificacdo no final do procedimento, ou seja, apds as etapas de extracdo (curva
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matriz final) utilizando o mesmo leite UHT integral (amostra 106/2012), nos mesmos
niveis de concentracdo das curvas construidas com fortificacdo no inicio do
procedimento, conforme descrito na se¢ao 3.2.5.2.3. As injecOes foram efetuadas
em triplicata aleatéria.

O procedimento foi repetido em trés dias diferentes pelo mesmo operador.

A utilizagéo da nigericina como candidata a padrdo interno foi investigada a
partir dos dados obtidos do segundo dia do estudo da repetibilidade. Foram
avaliados os valores de recuperacao média e desvio padrdo relativos obtidos para
as amostras com correcao do padréo interno nigericina (area da substancia/area do

padrao interno) e sem a correcao do padrao interno.

3.5.5 Precisao intermediaria

Para avaliacdo da precisdo intermediaria utilizaram-se as mesmas seis
amostras de diferentes leites comprovadamente brancas que foram utilizadas no
estudo de repetibilidade.

As amostras foram fortificadas no inicio do procedimento com os analitos nos
niveis de concentracdo de 0,5, 1 e 1,5 vezes o0 LMR/NM e o procedimento foi
efetuado segundo as secbes 3.2.4.3 e 3.2.5.2.2. As injecOes foram efetuadas
aleatoriamente em triplicata.

Uma amostra branca, preparada pelo pool das seis amostras selecionadas,
foi analisada conforme secdes 3.2.4.2 e 3.2.5.2.2. Também foi processada uma
amostra branca de reagentes conforme secdes 3.2.4.1 e 3.2.5.2.2.

Para quantificar as 18 amostras fortificadas no inicio do procedimento (6
diferentes amostras nos trés niveis de concentracdo) foram construidas curvas de
calibracdo na matriz (leite UHT integral, amostra 106/2012) com a fortificacdo no
inicio do procedimento (curva leite fortificado no inicio) conforme descrito na secéo
3.2.5.2.2, com seis niveis de concentracao, além do ponto zero, todos com adicao
do padréao interno NIG. As concentracdes foram equivalentes a 0,5, 1, 1,5, 2,25¢€e 3
vezes 0 LMR/NM (1, 2, 3, 4, 5 e 6 ng/mL para MON, MAD, SAL, SENe 0,5, 1, 1,5, 2,
2,5 e 3 ng/mL para LAS, NAR, com NIG a 15 ng/mL). As injecGes foram efetuadas
em triplicata aleatdria.

Também foram construidas curvas de calibragdo para cada analito com

fortificacdo no final do procedimento, ou seja, apds as etapas de extracdo (curva
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matriz final), utilizando o mesmo leite UHT integral (amostra 106/2012), preparadas
conforme descrito na secéo 3.2.5.2.3, nos mesmos niveis de concentragdo. As
injecdes foram efetuadas em triplicata aleatéria.

O procedimento foi repetido em trés dias diferentes com trés operadores
diferentes.

3.5.6 Recuperacdao e eficiéncia da extracao/purificacao

3.5.6.1 Recuperacao

A recuperacéo foi calculada a partir da fortificagdo dos analitos na matriz leite,
pois ndo existem materiais de referéncia certificados disponiveis de ionéforos
poliéteres nessa matriz que possam viabilizar a avaliacido da veracidade.

Para avaliacdo da recuperacao utilizaram-se as mesmas amostras fortificadas
no inicio do procedimento nos niveis de 0,5, 1 e 1,5 vezes o LMR/NM usadas no
estudo de repetibilidade e de precisédo intermediaria.

As amostras fortificadas foram quantificadas em curvas de calibragcdo na
matriz (leite UHT integral, amostra 106/2012) com a fortificacdo no inicio do
procedimento (curva leite fortificado no inicio) conforme descrito na secédo 3.2.5.2.2,
com seis niveis de concentracdo (equivalentes a 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5, e 3 vezes o
LMR/NM), além do ponto zero, todos com adi¢cdo do padréo interno NIG. As injecbes
foram efetuadas em triplicata aleatoria.

Foi avaliada a presenca de valores aberrantes em cada nivel pelo teste de
Grubbs, no nivel de significancia de a=0,01.

A recuperacdo média e o desvio padréo relativo (RSD) dos seis resultados de
cada nivel foram calculados. Foram calculados também os valores globais. A

recuperacao foi calculada de acordo com a férmula:

Cexp JFI

% Recuperacio = ¥ 100

T

Onde Cepr € a concentragdo média das amostras que foram quantificadas em
curvas de calibracdo na matriz com a fortificacdo no inicio do procedimento, ou seja,

antes das etapas de extracdo e C;€ a concentragao teorica.
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3.5.6.2 Eficiéncia da extracao/purificacéo

A eficiéncia da extragcdo/purificacdo também foi avaliada com as mesmas
amostras fortificadas no inicio do procedimento nos niveis de 0,5, 1 e 1,5 vezes o
LMR/NM usadas no estudo de precisao intermediaria.

As amostras fortificadas foram quantificadas em curvas de calibragdo na
matriz (leite UHT integral, amostra 106/2012) com a fortificagdo no final do
procedimento, ou seja, apds as etapas de extracdo (curva matriz final) conforme
descrito na secédo 3.2.5.2.3, com seis niveis de concentracéo (equivalentes a 0,5, 1,
1,5, 2, 2,5, e 3 vezes o0 LMR/NM), além do ponto zero, todos com adicdo do padrao
interno NIG. As injecdes foram efetuadas em triplicata aleatéria.

Foi avaliada a presenca de valores aberrantes em cada nivel pelo teste de
Grubbs, no nivel de significancia de a=0,01.

A eficiéncia da extracdo/purificacdo média e o desvio padréo relativo (RSD)
dos seis resultados de cada nivel foram calculados. Foram calculados também os
valores globais. A eficiéncia da extracdo/purificacdo foi calculada de acordo com a

formula:

Conit
%o Eficiéncia da extracio = —=xB/FF + 100

T

Onde Ceyer € a concentragdo média das amostras que foram quantificadas em
curvas de calibracdo na matriz com a fortificacdo no final do procedimento, ou seja,

apos as etapas de extracao e C; € a concentracao teorica.

3.5.7 Limite de deciséo (CCa) e capacidade de deteccédo (CCpB)

O limite de deciséo e a capacidade de detec¢do do método foram calculados
a partir dos dados da precisao intermediaria, para cada analito estudado pelo
procedimento da curva de calibracéo global, ou seja, com 17 replicatas no nivel 0,5
LMR/NM (exclusao de 1 replicata), 18 replicatas no nivel 1 LMR/NM e 18 replicatas
no nivel 1,5 LMR/NM, perfazendo um total de 53 amostras.

Para as substancias com um limite permitido definido, o limite de deciséo

(«=0,05) é igual a concentracdo correspondente a esse limite (LMR/NM) mais 1,64
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vezes 0 desvio padrdo da precisdo intermediaria, enquanto a capacidade de
deteccdo (B=0,05) € igual a concentracdo correspondente ao valor do limite de

decisdo mais 1,64 vezes o desvio padrdo da precisédo intermediaria.

3.5.8 Limite de deteccédo (LOD) e quantificacédo (LOQ)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram avaliados a partir dos dados da
precisdo intermedidria em 17 amostras analisadas em trés dias diferentes

fortificadas no menor nivel estudado (concentracao equivalente a 0,5 LMR/NM).

3.5.8.1 Limite de deteccao

Os limites de deteccdo do meétodo foram calculados considerando-se a
relagcdo sinal/ruido =3 para a transicdo de confirmacdo. Utilizou-se a técnica de
estimacao do sinal/ruido pelo software Analyst® por pico a pico (S-to-N using Peak-
to-Peak).

Os valores estimados dos limites de deteccdo foram verificados
experimentalmente através de fortificacdo do leite UHT (amostral06/2012) nessas

concentracOes calculadas. Foram efetuadas 10 injecdes.

3.5.8.2 Limite de quantificacéo

Os limites de quantificacdo do método foram calculados de duas formas,
considerando a relagao sinal/ruido =210, para a transicdo de confirmacédo, com a
técnica de estimacdo do sinal/ruido pelo software Analyst® por pico a pico (S-to-N
using Peak-to-Peak) e também considerando a menor concentracdo do analito que

foi determinada de forma quantitativa com precisdo e exatiddo adequadas.
3.5.9 Robustez

Os experimentos para a avaliacdo da robustez do método foram efetuados
por planejamento composto central em dois niveis, com trés réplicas no ponto
central, 29, que neste caso, se iguala a um planejamento fatorial completo em

namero de experimentos. Foram selecionados trés fatores que potencialmente
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podem influenciar os resultados: (1) o tempo de interagéo do analito na matriz; (2) o
tempo de extracdo com o agitador multiplo; (3) a temperatura de evaporacdo no
evaporador de nitrogénio. Com essa abordagem tanto os efeitos dos fatores quanto
os efeitos das suas interacdes podem ser detectados. Esses fatores foram variados
levemente e onze ensaios foram executados para avaliar os trés fatores. A figura 6
mostra a tabela da matriz dos fatores para a avaliagdo da robustez do método. Os
ensaios foram efetuados de forma aleatéria.

Para avaliacdo deste estudo o leite UHT integral (amostra 106/2012) foi a
matriz escolhida. As onze aliquotas foram fortificadas no inicio do procedimento com
os analitos nos niveis de concentracdo de 1 LMR/NM e o procedimento foi efetuado
segundo a secao 3.2.5.2.2. Também foi processada uma amostra branca de leite. As

injecdes foram efetuadas aleatoriamente em triplicata.

Figura 6 - Tabela da matriz do planejamento composto central para
avaliacdo da robustez do método

Design: 2**(3-0) design (2 (3-0) design_central composite -
CenterPt Tempo Tempo Temperatura
interacdo |extracdo vortex | de evaporacao

Standard analito/matriz| multiplo (min) (°C)
Run (min)
4 1 15,0000¢( 1,50000( 44,0000(
9 (C) 0 10,0000¢( 1,00000( 46,0000(
7 1 5,0000( 1,50000¢( 48,0000(
10 (C) 0 10,0000¢( 1,00000¢( 46,0000(
11 (C) 0 10,0000¢ 1,00000¢( 46,0000(
1 1 5,0000( 0,50000¢( 44,0000(
5 1 5,0000( 0,50000¢( 48,0000(
8 1 15,0000¢( 1,50000¢( 48,0000(
3 1 5,0000( 1,50000( 44,0000(
2 1 15,0000¢ 0,50000¢ 44,0000(
6 1 15,0000( 0,50000¢ 48,0000(

O software Statistica Trial 10 foi utilizado para efetuar toda a avaliacao

estatistica.
3.5.10 Estabilidade dos analitos em solucéo padrédo estoque
A estabilidade dos analitos nas solu¢gbes padréo estoques foi avaliada pela

comparacao das solucdes estoques recém preparadas com as solucdes estoques

anteriores armazenadas a temperatura igual ou inferior a -70°C, segundo
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procedimento descrito no documento SANCO/12495/2011 (EUROPEAN
COMISSION, 2011). A diferenca percentual relativa (DPR) das respostas para as
solugcbes padrdo de concentracdes comparaveis nao deve ultrapassar 15%
(CROUBELS; BAERE; BACKER, 2003):

IFR, — FR,|

DPR= 1 2l
{FRﬁFRZ}

x100
2

onde FR1 é o fator de resposta (area dividida pela concentracdo) da solucéo
estoque anterior e FR2 é o fator de resposta da solugcéo estoque recém preparada.

3.5.11 Estabilidade dos analitos na matriz leite (4 semanas e 16 semanas)

A estabilidade dos analitos na matriz foi estudada pela abordagem isocrona
descrita na I1SO Guia 35 (ABNT ISO GUIA 35, 2012) na temperatura de
aproximadamente -20°C, utilizando como temperatura de referéncia -70°C. O estudo
foi realizado em amostras de leites em p6, UHT, pasteurizado e cru. A tabela 11

apresenta os leites utilizados no estudo.

Tabela 11 - Leites utilizados nos estudos de estabilidade
Tipo de leite Cddigo

(integral) Laboratério Procedéncia Observacéo
P6 095/2012 Vila Velha - ES _
UHT 106/2012 Barra Mansa - RJ _
Pasteurizado 116/2012 Valenga - RJ _
Cru ABR-2012/004 Gongalves - MG Animal 1

Uma amostra de cada tipo de leite foi fortificada em concentracdes
equivalentes a 1LMR/NM em baldo volumétrico de 50 mL. Oito mililitros foram
transferidos para 12 tubos de polipropileno de 15 mL, sendo que 8 tubos foram
armazenados na temperatura de —20°C e 4 tubos na temperatura de —70°C. Este
procedimento foi efetuado para os quatro tipos de leites escolhidos.

Foram realizados dois estudos de estabilidade para os quatro tipos de leites,

um de 4 semanas e outro de 16 semanas. A transferéncia dos tubos contendo a
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matriz fortificada da temperatura de —20°C para —70°C foi realizada conforme tabela
12.

Tabela 12 - Esquema do estudo de estabilidade de 1 més e 4 meses

Periodo: 1 més (4 semanas) Periodo: 4 meses (16 semanas)
Quantidade de tubos Quantidade de tubos
Pontos  Semanas Pontos Meses
-70°C -20°C -70°C -20°C
to 0 2@mL) - to 0 2(8mL) -
t1 i — 1 (8mL) ty i — 1 (8mL)
t 2 1 (8mL) tz 2 1(8mL)
ts 3 1 (8mL) ts 3 1 (8mL)
ta 4 e 1 (8mL) ts 4 e 1 (8mL)
Total: 6 tubos Total: 6 tubos

As amostras de leite do estudo de estabilidade foram quantificadas em curvas
de calibracdo na matriz (leite UHT integral, amostra 106/2012) com a fortificacdo no
inicio do procedimento (curva leite fortificado no inicio) conforme descrito na secéo
3.2.5.2.2, com seis niveis de concentracdo, além do ponto zero, todos com a adicéo
do padrao interno NIG. As curvas de calibracdo foram construidas para cada analito
com concentracdes equivalentes a 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 e 3 vezes o0 LMR/NM (1, 2, 3, 4,
5 e 6 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 e 3 ng/mL para LAS,
NAR, com NIG a 15 ng/mL). As injecdes foram efetuadas em triplicata aleatéria.

Para os dois estudos realizados (4 e 16 semanas) a avaliacdo da estabilidade
foi realizada conforme a ISO Guia 35 (ABNT ISO GUIA 35, 2012) através da analise
de regressédo linear para cada analito nos 4 tipos de leites estudados, onde os

valores obtidos de concentracéo foram fixados no eixo y e o de tempo no eixo X.

3.5.12 Estabilidade dos analitos no extrato

A estabilidade dos analitos no extrato foi estudada por 4 dias também
segundo a ISO Guia 35 (ABNT ISO GUIA 35, 2012) pela abordagem isécrona na
temperatura de aproximadamente -20°C, utilizando como temperatura de referéncia -
70°C.

Os quatro leites selecionados, como mostra a tabela 13, foram fortificados
individualmente no inicio do procedimento em concentracdes equivalentes a

1LMR/NM e extraidos conforme secao 3.2.6.2.
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Tabela 13 - Leites utilizados nos estudos de estabilidade dos extratos das amostras
Tipo de leite Cddigo

(integral) Laboratério Procedéncia Observagéo
P6 095/2012 Vila Velha — ES -
UHT 106/2012 Barra Mansa - RJ -
Pasteurizado  116/2012 Valenga - RJ

Cru ABR-2012/012 Gongalves - MG Animal 4

Foram transferidos 250 pL do extrato em acetonitrila de uma amostra para 16
tubos de polipropileno de 15 mL, sendo que destes 12 foram armazenados na
temperatura de —20°C e 4 na temperatura de —70°C. Este procedimento foi efetuado
para os demais extratos em acetonitrila dos outros leites selecionados para este
estudo.

A transferéncia dos tubos contendo o extrato da amostra foi realizada

conforme tabela 14.

Tabela 14 - Esquema do estudo de estabilidade de 4 dias dos
extratos das amostras

Quantidade de tubos

Pontos Dias 70°C 20°C
to 0 4250puL) 0 -----
ty o 3 (250 pL)
ts A 3 (250 pL)
ts 3 e 3 (250 pL)
ts 4 e 3 (250 pL)

Total: 16 tubos

Os analitos dos extratos de leite do estudo de estabilidade foram
guantificados em curvas de calibragdo na matriz (leite UHT integral, amostra
106/2012) com a fortificacdo no inicio do procedimento (curva leite fortificado no
inicio) conforme descrito na secéo 3.2.5.2.2, com seis niveis de concentracao, além
do ponto zero, todos com a adicdo do padréo interno NIG. As curvas de calibracéo
foram construidas para cada analito com concentracdes equivalentes a 0,5, 1, 1,5, 2,
2,5 e 3vezes 0o LMR/NM (1, 2, 3, 4, 5 e 6 ng/mL para MON, MAD, SAL, SEN e 0,5,
1, 1,5, 2, 2,5 e 3 ng/mL para LAS, NAR, com NIG a 15 ng/mL). As injecbes foram
efetuadas em triplicata aleatéria.

Para este estudo os extratos obtidos para os 4 tipos de leites foram avaliados
conforme a ISO Guia 35 (ABNT ISO GUIA 35, 2012) através da analise de regresséo
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linear de cada analito, onde os valores obtidos de concentracéo foram fixados no
eixo y e o de tempo no eixo X.

Para a nigericina (padrdo interno) a avaliagdo também foi efetuada através da
andlise de regressdo linear, onde os valores obtidos de area foram fixados no eixo y

e 0 de tempo no eixo X.

3.6 APLICACAO DO METODO VALIDADO PARA A ANALISE DE AMOSTRAS DE
LEITE (PROJETO PILOTO DE MONITORAMENTO)

Foram analisadas pelo método analitico validado (QUEChERS) 102 amostras
de leite integral UHT que abastecem o mercado da regido metropolitana do Rio de
Janeiro e a avaliacdo da conformidade foi realizada de acordo com os limites
recomendados pelo Codex Alimentarius (FAO; WHO, 2009a) e pela Comunidade
Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2009).

3.6.1 Agquisi¢cao das amostras

As amostras foram adquiridas, com recursos do INCQS, em 17 locais
(supermercados, padarias, mercearias e lojas hortifrutigranjeiras) de 16 bairros e 6
cidades da regido metropolitana do Rio de Janeiro. 31 marcas foram contempladas

nas 102 amostras coletas.

3.6.2 Preparo das amostras

Antes da abertura das embalagens, as amostras foram homogeneizadas
manualmente. Uma aliquota de oito mililitros de cada amostra foi armazenada em
tubos de polipropileno de 15 mL a temperatura igual ou inferior a -70°C para
reensaio caso necessario. Para cada lote de analise foram processadas
aproximadamente 20 amostras.

Foram pipetados 2,0 mL da amostra de leite em um tubo de centrifuga de
polipropileno de 50 mL e adicionados 50 pL de metanol e 50 pL da solucdo de NIG a
0,6 pg/mL, agitando-se em vortex por 10 segundos. ApGs repouso por 10 minutos foi

dado prosseguimento conforme descrito na secao 3.2.5.2.2.
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3.6.3 Preparo da curva de calibracdo

Para quantificar as amostras foram construidas curvas de calibragdo na
matriz (leite UHT integral, amostra 106/2012) com a fortificacdo no inicio do
procedimento (curva leite fortificado no inicio) conforme descrito na se¢éo 3.2.5.2.2,
com seis niveis de concentracao, além do ponto zero, todos com adicdo do padrdo
interno NIG. As concentracdes foram equivalentes a 0,5, 1, 1,5, 2, 2,5 e 3 vezes 0
LMR/NM (1, 2, 3, 4, 5 e 6 ng/mL para MON, MAD, SAL, SENe0,5,1,1,5,2,25e 3
ng/mL para LAS, NAR, com NIG a 15 ng/mL).

Uma amostra branca e uma amostra branca de reagentes foram analisadas

conforme procedimento descrito na se¢ao 3.2.5.2.2.

3.6.4 Preparo da amostra fortificada no final do procedimento com concentracao
equivalente a 1 LMR/NM

Uma amostra de leite UHT integral (amostra 106/2012) com fortificacdo no
final do procedimento (antes da etapa de evaporacdo), com os analitos alvo na
concentracdo equivalente a 1LMR/NM e adicdo do padrdo interno nigericina foi
analisada conforme descrito nas sec¢des 3.2.3 alinea d, 3.2.5.2.3, com o objetivo de
possibilitar o calculo da recuperacdo em cada lote de amostras, bem como calculos

de tempo de retencéo relativo e razao de ions (ver secéo 3.6.4)

Para cada rodada de andlise foram injetados:

v diluente, em duplicata;

v/ amostra branca de reagentes;

v' amostra branca de leite;

v curva de calibracao na matriz com fortificacéo no inicio do procedimento
com concentracbes equivalentes a 0,5, 1, 1,5, 2, 25 e 3 vezes o
LMR/NM, injetadas em triplicata aleatoriamente;

v’ amostra fortificada no final do procedimento com concentracdo
equivalente a 1 LMR/NM, injetadas em triplicata aleatéria;

v/ amostras para ensaio (aproximadamente 20 amostras), injecdes em
duplicata.

O volume de inje¢do do sistema cromatografico foi de 25 pL.
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3.6.5 Identificacao e quantificacdo dos analitos

O monitoramento de pelo menos duas transicbes (par de ions
precursor/produto) para cada substancia confere ao método analitico o numero
minimo de pontos de identificacdo (Identifications Points, IPs) necessarios para a
confirmacdo de substancias por espectrometria de massas sequencial de baixa
resolucdo, conforme os critérios descritos na Decisdo 2002/657/EC (UNIAO
EUROPEIA, 2002). Embora duas transi¢cdes fossem suficientes, trés transi¢coes para
cada analito foram selecionadas. A transicdo de MRM mais intensa foi escolhida
para a quantificagdo e duas transicdes adicionais foram monitoradas para
confirmacgéo.

A identificacdo e confirmacdo dos ionoforos poliéteres nas amostras foi
efetuada de acordo com a Decisdo 657/2002 (UNIAO EUROPEIA, 2002) pelos

seguintes critérios:

a) tempo de retencao relativo (trre): @ razéo entre o tg do analito e o do padrao
interno nigericina na amostra, isto €, 0 tre do analito na matriz devera ser o
mesmo daquele obtido na amostra com fortificacdo no final do procedimento,
com os analitos alvo na concentracdo equivalente a 1LMR/NM, com o padréo
interno nigericina, com uma margem de erro de + 2,5 %;

b) razdo sinal/ruido (S/R): pela deteccdo de pelo menos duas transi¢cdes
especificas (transicdo de quantificacdo e de confirmacdo) com razéo sinal/ruido
superior ou igual a 3,0 nas duas transi¢ées, no tempo de retencdo caracteristico.
Utilizou-se a técnica de estimacéo do sinal/ruido pelo software Analyst® por pico
a pico (S-to-N using Peak-to-Peak);

c) razdo de ions: a razdo da intensidade de sinal (area) entre o0s picos
correspondentes as duas transicfes detectadas na amostra ndo devera exceder
os valores apresentados na tabela 15 em relacdo a mesma razdo na amostra
com fortificacdo no final do procedimento, com os analitos alvo na concentracao
equivalente a 1LMR/NM, com o padréo interno nigericina.

Célculo da razao de ions:

. . Area da transigio de confirmacio
Razdo deions = — — ——
Area da transicdo de quantificacdo
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Tabela 15 - Variacdo aceitavel para intensidade relativa das transicbes de
quantificacdo e confirmacéo dos analitos na amostra com fortificagdo no final do
procedimento, com os analitos alvo na concentragdo equivalente a 1LMR/NM, com
0 padréo interno.

Intensidade relativa Variacdo aceitavel
>50% +20%
>20 a 50% +25%
>10 a 20% +30%
<10% +50%

A quantificacdo dos analitos nas amostras foi efetuada diretamente por
interpolacdo na curva de calibracdo obtida para cada analito pelo método dos
minimos quadrados ponderados (MMQP), com peso equivalente a 1/y, empregando
o software Analyst®.

Amostras foram consideradas detectadas, com residuos de ionoforos
poliéteres, quando os critérios de identificagdo/confirmacdo foram atendidos e
guando a concentracdo encontrada para um determinado analito apresentou

concentragao superior ao limite de deteccédo estabelecido na validagao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS E
ESPECTROMETRICAS

Com a finalidade de melhorar a sensibilidade do equipamento (intensidade do
sinal, expressa como &rea) para o0s analitos maduramicina e lasalocida, cujas
respostas para estes eram menores e poderiam dificultar a quantificacdo na matriz
leite, foi necesséario efetuar pequenos ajustes nas condi¢cdes cromatogréficas e
espectromeétricas utilizadas por Pereira (2011).

A temperatura da fonte TurbolonSpray (turbo heater) do espectrometro de
massas foi alterada inicialmente de 600°C para 550°C e para alguns analitos (por
exemplo, MAD) observou-se ligeira melhora, embora n&o significativa, na
intensidade do sinal.

Na otimizacdo da temperatura da fonte pela Analise por Injecdo em Fluxo
(Flow Injection Analysis, FIA) realizada para os ionoforos poliéteres na época do
desenvolvimento do método descrito por Spisso et al. (2010) um maximo de sinal
tinha sido observado para a temperatura de 350°C. Entretanto, esta temperatura nao
€ recomendada para o fluxo de 0,3 mL/min definido no método cromatografico.
Testes efetuados na ocasido com a temperatura de 450°C apresentaram sinais
ligeiramente superiores aos obtidos com a temperatura de 550°C. Por estas raz0es,
um novo teste utilizando a temperatura de 450°C para a turbo heater foi executado
neste trabalho.

A MAD apresentou melhora significativa da intensidade do sinal (area) para a
temperatura de 450°C, incremento de aproximadamente 44%, quando comparada
com a temperatura de 550°C. Para os analitos LAS, MON, NAR e SEN foram
observados ligeiros aumentos de intensidade do sinal (area), embora né&o
significativos, e para a SAL e NIG, a intensidade do sinal (area) se manteve a
mesma.

O volume de injecdo do método também foi um parametro avaliado para
melhorar a intensidade do sinal dos analitos MAD e LAS. No método desenvolvido
por Pereira (2011) o volume de injecdo utilizado foi de 15 L, que neste estudo foi
alterado para 25 pL. Um aumento na intensidade do sinal (area) proporcional ao

aumento do volume de injecdo foi observado para todos os analitos sem
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comprometimento do perfil cromatogréfico.

Assim, em comparacdo as condi¢cbes cromatograficas e espectrométricas do
método desenvolvido por Pereira (2011), a temperatura da fonte de ions foi
otimizada de 600°C para 450°C e o volume de injecdo de 15 pL para 25 pL.

4.2 AVALIACAO DA APLICABILIDADE DE DOIS PROCEDIMENTOS DE
EXTRACAO

As curvas de calibragdo obtidas com as diferentes tipos de matriz (8
amostras, 2 de cada tipo de leite — pd, UHT, pasteurizado e cru, (vide tabela 8,
secao 3.4) nos dois métodos, foram avaliadas através do calculo do desvio padrédo
relativo (RSD) dos coeficientes angulares das curvas de cada analito em cada
método (método direto e QUECHhERS), segundo abordagem descrita por
Matuszewski (2006). Também foram avaliadas as curvas de calibragdo dos analitos
no diluente com a finalidade de observar o efeito matriz.

Para o método direto foi observado para os analitos LAS, MAD e SEN valores
de RSD entre os coeficientes angulares, incluindo a curva dos analitos no diluente,
de 15, 12 e 19% respectivamente (tabela 16). Estes analitos apresentaram ganho na
intensidade de sinal na matriz quando comparados com os analitos em solucao
padrdo, evidenciando diferenca na resposta analitica dos ionoforos poliéteres, ou
seja, efeito matriz, como pode ser observado na figura 7 para a SEN. Para os
analitos MON, NAR e SAL o efeito matriz ndo foi evidenciado como pode ser
observado na figura 8 para a SAL.

No método QUEChERS foi observado ganho na intensidade de sinal para os
analitos MAD e SEN, com RSD entre os coeficientes angulares, incluindo a curva
dos analitos no diluente, de 18 e 19% respectivamente (tabela 17). Esses analitos
apresentaram ganho na intensidade de sinal em matriz quando comparados a
solucéo padrao, evidenciando efeito matriz, como ilustrado pela figura 9 para a SEN.
Para os analitos LAS, MON, NAR e SAL o efeito matriz n&o foi evidenciado como

mostra a figura 10 para a SAL.



Figura 7 - Curvas de calibragdo para o analito SEN extraidas pelo método direto

e Teste seletividade po 085_12.rdb (SEN /333 4% "Linear" Regression "1 4" weighting): v = 2.18e+004 x + -8.73e-010 (r=0.9953)
e T este seletividade po 097 _12.rdb (SEMN £ 233 40 "Linear" Regression 1 £ " weighting): w = 2.22e+004 = + -1.87-009 (= 0.9955)
e Teste seletividade UHT 100_1Z2 .r1db (SEM /833.4): "Linear" Regreszion ("1 /v" weighting): v = 2.34e+00<4 x + 5. 12e-009 (r= 0.9954)
= Teste seletividade UHT 101_1Z.1db (SEN /833 4% "Linear" Regression ("1 /" weightingl: v = 241 e+00<4 x + -2 45e-008 (1= 0.9942)
—Teste seletividade Past 104_12.rdb (SEM £ 223241 "Linear" Regression ("1 44" weighting): v = 2.17 e+004 x + 5. 62 e-009 (1= 0.9950)
e Teste seletividade Past 105_12.rdb (SEMN /833 4 "Linear" Regression "1 4" weighting): v = 2.07 e+004 = + -2.02e-003 (r= 0.9932)
e Teste seletividade cru ABR_1Z_10.rdb (SEMN #8332 4 "Linear" Regression 1 4 y" weighting): v= 1.94e+004 x + 4. 16e-009 (r = 0.8964)
e T este seletividade cru ABR_12_12.rdb (SEN £ 833 4% "Linear" Regression "1 " weighting v = 1.9e+004 2 + -1 de-009 (7= 0.9965)
——Teste seletividade 5ol padrae evap.rdb (SEM / 833.4%: "Linear' Regression 1 /" weighting) v = 1.65e+004 x + -8.34e-010 (r= 0.82981)

1.4a5 &
&

1265 1 SEN
1065 | 895,5/833 .4

2.0ed +

B.0ed 4

Ares, counts

4.0ed 4

2.0ed

0.0 4
T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.9 0.5 0.8 1.0 1.2 1.9 1.6 18 2.0 2.2 2.9 2.6 28 2.0 3.2 3.4 3.6 3.8 4.0 4.2 4.4 4.5 4.8
Concentration, ngémL

85



Figura 8 - Curvas de calibracéo para o analito SAL extraidas pelo método direto

s T oste zeletividade po 095 _12.rdb (5AL 931,10 "Linear" Regression 1 " weighting) = 2.57 e+004 x + 202 (r= 0.29950)
e Teste zeletividade po 097 _12.rdb (5AL S 943110 "Linear" Regression 1 /" weighting) w=7.86e+004 x + 169 (r= 0.9928)
e T este seletividade UHT 100_12.rdb (5AL S 4314 "Linear" Regression 1 /" weeighting): v = 8.4Ge+004 = + 451 (1= 0.9982)
= T aste zeletividade UHT 101_412.rdb (5AL /4311 "Linear' Regression 1 /" weeighting): v = 9.66e+004 = + 114 (r= 0.9834)
— Teste seletividade FPast 104 12.rdb (5AL £ 43110 "Linear Regression ™1 £ " weighting): w=9.25e+004 » + §9.5 (r= 0.9957)
e Teste zeletividade Past 105_12.rdb (5AL S 43440 "Linear" Regression ™1 /" weighting): w=9.628e+004 = + 232.7 (r= 0.82990)
T este zeletividade cru ABR_12_10.rdb (SAL S 4231 4% "Linear' Regression "1/ v" weighting): v = 942 e+004 x + 42 .4 (r= 0.89390%
e T este seletividade cru ABR_12_12.0db (5AL S 931,10 "Linear" Regression ("1 " weighting): v = 9.44e+004 ¢ + 47 .6 (1= 0.9927)
—=— Teste zeletividade ol padrao evap.rdb (SAL S 431 1% "Linear" Regression "1 /"' weighting): w=8.37e+004 = + 40 8 (r= 09994
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Figura 9 - Curvas de calibracdo para o analito SEN extraidas pelo método QUEChERS

s 5 letividade Quechers po 095 _12.rdb (SEMN f 833 4): "Linear" Regression "1 £ " weighting): w = 2.92e+004 x + -1 86e-010 (1= 0.9933)
e S letividade Quechers po 097 _12.rdb (SEN /8323 4 "Linear" Regression ("1 /"' weighting): w = 2e+004 x + 8.58e-009 (r= 0.9993)
e S letividade Quechers UHT 100_12.rdb (SEN f 833 .4): "Linear" Regression M1 /"' weighting’: w = 3. 12e+00<4 x + -5.55e-010 (r= 0.9931)
=== Scletividade Quechears UHT 101_1Z.rdb (SEM f 832.4): "Linear Regrassion ™1 /" weighting): v = 2.1e+004 x + 9342000 (r= 0.2927)
——5Seletividade Quechars Past 104_12.rdb (SEMN /233 4 "Linear" Regression "1 /"' weighting): v= 2.82e+004 x + 7 236e-010 (r= 0.9973)
e Seletividade Quechers Past 105_12.rdb (SEN f 833 4 "Linear" Regression "1 £y weeighting): v = 2.88e+004 x + -5 39e-010 (r= 0 98976)

m Scletividade Quechears cru ABR_2042_10.rdb (SEM /2332.4): "Linear" Regression "1 Fy" waighting): v = 2 623e+004 2 + 4.15e-010 (r= 0.9977)
e e letividade Quechers cru ABR1Z_12.rdb (SEM /233 4): "Linear Regrassion 1 /" weightingl: v =2 56e+004 x + 1.07 e-003 (r= 0.82950)
= 5Secletividade Quechers sol padrao evap.rdb (SEM /833 4) "Linear" Regression "1 /v weighting): v = 2 2e+004 x + 1.02e-002 (r= 09973}
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Figura 10 - Curvas de calibragdo para o analito SAL extraidas pelo método QUEChERS

S e etividade Quachers po 095 _12.rdb (SAL S 431,10 "Linear Regression "1 § " weighting): v = 1.21e+005 x + 757 (r= 0.29925)
e S eletividade Quechers po 097 _12.rdb (3AL S 4311 "Linear" Regression 1 4 " weightingl: v = 1.21e+005 x + 556 (r= 0.9935)
S e etividade Quachers UHT 100_1Z2.rdb (SAL S 421 142 "Linear" Regression 1 " waighting): v = 1.27e+005 o+ 265 (r= 0.9295)
== Seletividade Quachers UHT 1041_1Z2.rdb (SAL /<431 1) "Linear" Regression ™1 /" weighting) v = 1.223e+005 x + 124 (r= 0.92982)
—Seletividade Quachers Past 104_12.rdb (SAL S 431,10 "Linear" Regression "1 §y" weighting): v = 1.22e+005 x+ 202 (r=0.2221)
S eletividade Queachers Past 105_12.rdb (SAL S 431,10 "Linear" Regression ™1 /" weighting’ v = 1.15e+005 = + 95.6 (r= 0.8993%

s S eletividade Quechers cru ABR_Z2012_10.rdb (SAL 5 434110 "Linear" Regression ™1 /" weighting): v = 1.18e+005 x + 3.7 {r= 0.93973)
e S e etividade Quechers cru ABR1Z_12.db (SAL S 431 1 "Linear Regression 1 /" weighting w=1.2e+005 x+ 151 (r= 08920
—=5eletividade Quechers sol padrao evap.rdb (3AL S 4314 "Linear" Regression 1 /" weighting’: y= 1.11e+005 x« + 238 (r= 0.9992)
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A partir das tabelas 16 e 17 referentes aos dados dos coeficientes angulares
das curvas de calibracdo na matriz obtidas pela extracdo nos dois métodos
observou-se que para os analitos LAS, MAD e SEN nao houve diferenga significativa
entre os RSD dos coeficientes angulares entre as 8 amostras extraidas no dois
métodos. Para os analitos MON, NAR e SAL os valores dos RSD para os
coeficientes angulares foram menores para o método QUEChERS quando
comparados com o método direto. A NAR apresentou um valor elevado de RSD,
16%, para o método direto, evidenciando uma diferenca significativa entre os
diferentes leites, ou seja, um efeito matriz relativo. A figura 11 apresenta as curvas
de calibracdo obtidas para a NAR nos diferentes leites, empregando o método
direto. No método QUEChERS, a NAR apresentou um RSD de 8% para o coeficiente
angular. A figura 12 apresenta as curvas de calibracdo obtidas para a NAR nos
diferentes leites empregando o método QUEChERS.

O método QUEChERS apresentou valores iguais ou inferiores de RSD entre
os coeficientes angulares dos diferentes leites quando comparados com os obtidos
no metodo direto. Todos os resultados de RSD dos coeficientes angulares do
método QUEChERS foram inferiores a 15%, conforme descrito pelo POP (INCQS,
2013b), indicando que com este procedimento de extracdo, ndo foi observado efeito
matriz relativo.

Para a validacdo, o método QUEChERS foi o escolhido, pois demonstrou ser

aplicavel aos diferentes tipos de leites (cru, p6, UHT e pasteurizado).



Tabela 16 - Coeficientes angulares das curvas de calibragéo extraidas pelo método direto

Método direto - Coeficientes angulares da transicdo de quantificacao

P6 UHT Pasteurizado Cru ~
ANALITOS ABR- ABR- Média oD Solugdo  RSD
0, 3 0,
095/2012 097/2012 100/2012 101/2012 104/2012 105/2012 2012/010  2012/012 (%) padrao (%)
LAS 2,21E+04 2,26E+04 2,38E+04 2,53E+04 2,28E+04 2,04E+04 2,06E+04 2,13E+04 2,24E+04 7,39 1,81E+04 14,90
MAD 1,60E+04 1,51E+04 1,85E+04 1,89E+04 1,79E+04 1,77E+04 1,75E+04 1,71E+04 1,73E+04 7,27 1,47E+04 11,64
MON 4, 06E+04 3,76E+04 4,72E+04 4,72E+04 4,55E+04 4,95E+04 4,64E+04 4,71E+04 451E+04 8,80 3,99E+04 8,71
NAR 6,75E+04 5,89E+04 8,23E+04 8,56E+04 8,06E+04 8,88E+04 9,74E+04 9,50E+04 8,20E+04 16,04 8,66E+04 3,85
SAL 8,57E+04 7,86E+04 9,46E+04 9,66E+04 9,25E+04 9,68E+04 9,42E+04 9,44E+04 9,17E+04 6,90 8,37E+04 6,43
SEN 2,18E+04 2,28E+04 2,34E+04 2,41E+04 2,17E+04 2,07E+04 1,94E+04 1,90E+04 2,16E+04 8,46 1,65E+04 18,97
Tabela 17 - Coeficientes angulares das curvas de calibracdo extraidas pelo método QUEChERS
Método QUEChERS - Coeficientes angulares da transicdo de quantificacédo
ANALITOS P6 UHT Pasteurizado e Cru e edia RSD  Solucéo RSD
0, 3 0,
095/2012 097/2012 100/2012 101/2012 104/2012 105/2012 2012/010  2012/012 (%) padrao (%)
LAS 3,056e+04 3,14E+04 3,50E+04 3,38E+04 2,95E+04 2,91E+04 2,95E+04 2,86E+04 3,09E+04 7,54 2,75E+04 8,29
MAD 2,63E+04 2,61E+04 2,79E+04 2,77E+04 2,50E+04 2,44E+04 2,35E+04 2,35E+04 2,56E+04 6,79 1,99E+04 17,58
MON 5,70E+04 5,61E+04 6,10E+04 5,86E+04 5,48E+04 5,45E+04 5,94E+04 5,65E+04 5,72E+04 3,96 5,29E+04 5,57
NAR 1,35E+05 1,36E+05 1,33E+05 1,37E+05 1,23E+05 1,06E+05 1,27E+05 1,26E+05 1,28E+05 8,00 1,18E+05 5,68
SAL 1,21E+05 1,21E+05 1,27E+05 1,23E+05 1,22E+05 1,15E+05 1,18E+05 1,20E+05 1,21E+05 2,91 1,11E+05 6,02
SEN 2,92E+04 3,00E+04 3,12E+04 3,10E+04 2,82E+04 2,89E+04 2,63E+04 2,56E+04 2,88E+04 7,07 2,20E+04 18,93
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Figura 11 - Curvas de calibracéo para o analito NAR extraidas pelo método direto

Teste seletividade po 095_12.rdb (NAR #4231 .20 "Linear" Regression ™1 /" weighting): w= 6.75e+004 = + 197 (r= 0.9761)

Teste seletividade po 097 _12.rdb (NAR £ 421,27 "Linear" Regrassion M1 § " weighting): w= 5.89e+004 =+ 21.1 (1= 089217

Teste seletividade UHT 100_412.rdb (MAR # 431 2% "Linear" Regression "1 /" weighting): w=8.23e+004 x + 59 (1= 09912

Teste seletividade UHT 104_12.rdb (NAR /431 2% "Linear" Regression "1 /" weighting): w = 8.56e+004 x + 36 (1= 0.9943)

Teste seletividade Past 104_12.rdb (NAR # 431,20 "Linear" Regression ™1 /" weighting): w=8.06e+004 = + 283 (r= 09728

Teste seletividade Past 105_12.rdb (NAR #4312 "Linear" Regression M1 /" weighting): w= 8 88e+004 = + 82 .4 (1= 0.89916)

Teste seletividade cro ABR_12_10.rdb (MAR £ 431.2% "Linear" Regression ("1 £ " weighting) v = 9.74e+004 « + 2096 (r= 0.9902)
Teste seletividade cro ABR_12_12.rdb (MAR £ 431 2% "Linear" Regression "1 £ " weighting): v = 9.5e+004 x + §.32e-008 (1 = 0.93955)
Teste seletividade sol padrao evap.rdb (NAR £ 431.2%: "Linear" Regression ™1 £y weighting): w= 8.66e+004 =+ 342 (1= 0.997E)
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Figura 12 - Curvas de calibracéo para o analito NAR extraidas pelo método QUEChERS

Seletividade Quechers po 095 _12.rdb (NAR F 9431.2%: "Linear" Regression ("1 /v weighting): w=1.35e+005 x+ 1.62e+003 (r=0.89952)
Seletividade Quechears po 097 _12.rdb (NAR F 821.2%: "Linear" Regression ("1 £ "' woeighting): v = 1.3Ge+005 x + 314 (1= 0.2210)
Seletividade Quechers UHT 100_1Z.rdb (NAR f 431.2): "Linear Regression M1 /" weighting): w = 1.23e+005 x+ 110 (r=0.8925)
Seletividade Quechers UHT 101_1Z.rdb (NAR £ 431 .2): "Linear” Regression M1 /" weighting): w = 1. 37 e+005 x + 253 (r= 0.9956)
Seletividade Quechers Past 104_12.rdb (NAR £ 9421.2%: "Linear" Regression ™1 /v weighting): w=1.23e+005 <+ 199 (r=0.9970)
Seletividade Quechers Past 105_12.rdb (NAR £ 9421.2%: "Linear" Regression "1 /" weighting): w = 1.08e+005 x+ 120 (r= 0.09270)
Seletividade Quechers cru ABR_2012_10.rdb (NAR 7 431,27 "Linear" Regression ("1 £y weeighting v = 1.27e+008 x+ 203 (1= 0.9972)
Seletividade Quechers cru ABR1Z_1Z.rdb (NAR £ 421.2): "Linear” Regression 1 /" weighting): v = 1. 28e+005 x+ 118 (r= 0.2952)
Seletividade Quecherssol padrae evap.rdb (MAR £ 431.2% "Linear Regression "1 £ " weighting): w= 1.18e+005 =+ 123 (r= 09990
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4.3 VALIDACAO

4.3.1 Seletividade (incluindo o efeito matriz relativo)

A seletividade do método em relacdo aos constituintes da matriz foi avaliada
pela analise de 17 amostras de leites de diferentes matrizes (diferentes tipos: UHT,
pasteurizado, em pé e cru; diferentes animais; diferentes marcas), como descrita na
secdo 3.4. Todos os sinais nas janelas de tempo de retencdo nas quais os analitos
sédo esperados foram integrados e investigados e observou-se que somente para o
analito monensina diversas amostras apresentaram sinais na regido de eluicéo
desta substancia, porém abaixo da relacdo sinal/ruido = 3 para as transi¢cdes de
confirmagdo e quantificacdo, o que configura uma identificacdo. Cinco amostras
apresentaram relagao sinal/ruido = 3 para as duas transi¢cdes monitoradas do analito
monensina indicando possivelmente estarem contaminadas. N&o foram observadas
na regiao de eluicdo dos analitos substancias endégenas ou componentes da matriz.
Devido a alta seletividade da aquisicdo no modo de monitoramento de reacdes
multiplas (MRM) da técnica de espectrometria de massas sequencial, interferentes
podem com frequéncia estar presentes, mas ndo serem detectados. A fim de avaliar
se diferentes interferentes néo detectaveis poderiam influenciar na resposta do
detector e consequentemente na quantificacdo dos analitos alvo, amostras brancas
de diferentes tipos foram fortificadas em diversos niveis de concentracdo, conforme
descrito na secéo 3.4.

A partir da avaliacdo do efeito matriz relativo discutido na secéo 4.2 o método
QUEChERS demonstrou ser mais seletivo em relacdo aos componentes da matriz e
aplicavel a leite cru, leite em po, leite UHT e leite pasteurizado.

Nenhum dos métodos publicados (tabela 3) apresentou estudos de
seletividade utilizando matrizes de leite provenientes de diferentes tipos de
processamento, além do leite cru, como foi abordado neste trabalho. Ainda, a
estratégia adotada para este fim, a comparacdo de curvas de calibracdo, também

nao foi apresentada por nenhum dos autores.
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4.3.2 Intervalo de medicéo e intervalo linear (funcéo de calibragcao instrumental)

Inicialmente os cromatogramas referentes a menor concentragdo estudada
(0,25LMR/NM) no diluente foram avaliados com a finalidade de verificar a relagao
sinal/ruido nas transicbes de confirmagdo (22 transicdo) e na transicdo de
guantificacdo (12 transicdo). Para os analitos MON, NAR, SAL e SEN pode-se
considerar o limite inferior do intervalo de medicdo a menor concentragdo estudada
(0,25LMR/NM), pois para todos os picos a razao sinal/ruido foi >10 para a transicao
de confirmacdo e de quantificacdo (INCQS, 2013b). Para a LAS e MAD o menor
nivel estudado ndo apresentou razdo sinal/ruido >10 para as duas transicfes e
consequentemente a concentragdo imediatamente superior que forneceu esta razao,
a equivalente a 0,5 LMR/NM, foi considerada o limite inferior do intervalo de medicéo
para estas 2 substancias.

Os dados experimentais das curvas de calibracdo no diluente foram checados
para verificar a existéncia de valores aberrantes pelo teste de Grubbs a a=0,01 para
todos os analitos em cada nivel de concentracdo e nao foram identificados valores
aberrantes.

O teste de Levene indicou heterogeneidade das variancias para todos os
analitos (p<0,05), indicando que a hipotese nula de que as variancias sao
homogéneas pode ser rejeitada e 0 método dos minimos quadrados ordinarios néo
deve ser empregado. O diagrama de Box-Whisker dos dados agrupados para o
analito maduramicina (figura 13) ilustra, claramente, que a variabilidade dos
resultados aumentou com a concentracdo, o que foi confirmado pelo teste de
Levene (p=0,0178).
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Figura 13 - Diagrama de Box-Whisker dos dados agrupados
para o analito MAD
Box & Whisker Plot: MAD y érea
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Considerando a heterocedasticidade dos dados, empregou-se para a
construcéo das curvas de calibracdo para todos os analitos o método dos minimos
guadrados ponderados (MMQP), com peso equivalente a 1/y,onde y é a area.

Para verificar o ajuste ao modelo matematico proposto de regressao linear,
obtido pelo MMQP, utilizou-se uma comparacao entre este modelo de regresséo
linear (de primeira ordem) e um modelo de regressdo nao-linear, polinomial de
segunda ordem. Se o valor de p<0,05 para o parametro de segunda ordem, a adicao
deste parametro melhora significativamente o ajuste do modelo e pode-se concluir
gue o modelo polinomial de segunda ordem fornece um ajuste mais adequado ao
conjunto de dados, indicando desvio da linearidade do modelo de primeira ordem
(INCQS, 2013a).

Para todos os analitos né&o foi identificado desvio da linearidade do modelo de
primeira ordem ajustado pelo método do MMQP. Os graficos de valores previstos
versus residuos e de valores previstos versus valores observados também néao
sugeriram desvios de linearidade, como pode ser observado nas figuras 14 e 15

para o analito SAL.



Figura 14 - Gréfico de valores previstos X
residuos para a SAL para os dados da curva
com valores agrupados (MMQP)
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Figura 15 - Gréfico de valores previstos x
observados para a SAL para os dados da curva
com valores agrupados (MMQP)
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O intervalo linear do equipamento LC-MS/MS demonstrou ser o mesmo
intervalo de medicao estudado, que inclui concentragdes equivalentes a 0,25 a 3,5
LMR/NM, para os analitos MON, NAR, SAL e SEN e 0,5 a 3,5 NM para os analitos
LAS e MAD. Essas concentragdes equivalem a 0,5 a 7 ng/mL para MON, SAL, SEN,
1 a7 ng/mL para MAD, 0,25 a 3,5 ng/mL para NAR e 0,5 a 3,5 ng/mL para a LAS.

4.3.3 Linearidade (intervalo linear do método), sensibilidade e efeito matriz absoluto

4.3.3.1 Linearidade (intervalo linear do método) e sensibilidade

Inicialmente os cromatogramas referentes a menor concentracdo estudada
(0,25LMR/NM) no diluente foram avaliados com a finalidade de verificar a relacao
sinal/ruido nas transicbes de confirmacdo (22 transicdo) e na transicdo de
guantificacdo (12 transicdo). Para os analitos MON, NAR, SAL e SEN pode-se
considerar o limite inferior do intervalo de medicdo a menor concentracdo estudada
(0,25LMR/NM), pois para todos os picos a razao sinal/ruido foi >10 para a transicéo
de confirmacdo e de quantificacdo (INCQS, 2013b). Para a LAS e MAD o menor
nivel estudado ndo apresentou razdo sinal/ruido >10 para as duas transicdes e
consequentemente a concentracao imediatamente superior que forneceu esta razao,
a equivalente a 0,5 LMR/NM, foi considerada o limite inferior do intervalo de medicéo
para estas 2 substancias.

Os dados experimentais das curvas de calibracdo na matriz foram checados

para verificar a existéncia de valores aberrantes pelo teste de Grubbs a a=0,01 para
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todos os analitos em cada nivel de concentracdo e ndo foram identificados valores
aberrantes.

Para a curva de calibragcdo com a matriz fortificada no inicio foi observada
heterogeneidade das variancias para todos os analitos pelo teste de Levene
indicando que o uso do MMQO nao é adequado. A verificacdo da falta de ajuste foi
efetuada pela comparagédo entre o modelo linear empregado de primeira ordem
(MMQP) e o modelo polinomial de segunda ordem, ja descrito na secéo 4.3.2. Para
todos os analitos nao foi identificado desvio da linearidade do modelo de primeira
ordem (MMQP) indicando que o ajuste foi adequado. Os graficos de valores
previstos versus residuos e de valores previstos versus valores observados também
nao sugeriram desvios de linearidade, como pode ser observado nas figuras 16 e 17
para o analito MAD.

Assim, a regresséo pelo MMQP indicou ser adequada e o intervalo linear do
detector na presenca de matriz € de 0,25 a 3,5 vezes o LMR/NM, para os analitos
MON, NAR, SAL e SEN e 0,5 a 3,5 NM para os analitos LAS e MAD. Essas
concentragcfes equivalem a 0,5 a 7 ng/mL para MON, SAL, SEN, 1 a 7 ng/mL para
MAD, 0,25 a 3,5 ng/mL para NAR e 0,5 a 3,5 ng/mL para a LAS.

O mesmo foi constatado nos graficos para as curvas na matriz com
fortificacdo no final, como apresentado nas figuras 18 e 19 com os graficos de
valores previstos versus residuos e de valores previstos versus valores observados

para o analito SEN.

Figura 16 - Grafico de valores previstos x Figura 17 - Grafico de valores previstos X
residuos para a MAD para os dados da curva observados para a MAD para os dados da curva
com valores agrupados (MMQP) com valores agrupados (MMQP)
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Figura 19 - Gréfico de valores previstos x
observados para a SEN para os dados da curva

Figura 18 - Gréfico de valores previstos X
residuos para a SEN para os dados da curva

com valores agrupados (MMQP)

com valores agrupados (MMQP)

Predicted vs. Residual Scores
Dependent variable: SEN y drea
25000

20000

15000

10000 5

5000 F -

Residuals

0 -
s

-5000

-10000 o

-15000

Observed Values

Predicted vs. Observed Values
Dependent variable: SEN y drea

265
1,.8E5
16E5 e
1.4E5 B
12E5 g

1E5 4
80000
60000
40000

20000

-20000

1,2E5 14E5 1,6E5

0,95 Conf.Int.

20000 60000 80000 1E5 1,8E5

Predicted Values

0
1,6E5 1,8E5 0

0,95 Conf.Int.

80000 1E5 40000

Predicted Values

0 20000 40000 60000 12E5  1.4E5

Nos artigos identificados para a determinacdo de residuos de ionodforos
poliéteres em leite por LC-MS/MS, alguns autores (KIM et al., 2012; ZHAN et al.,
2012; NASZ et al., 2012b; NEBOT et al., 2012a, 2012b) citam os coeficientes de
regressdo R? das curvas de calibracdo como medidas para avaliacéo da linearidade
do método. Embora seja largamente empregado como indicacdo da qualidade do
ajuste do modelo, o coeficiente de regressdo R? é interpretado equivocadamente
como teste de linearidade e ndo deve ser utilizado de forma isolada devendo ser
utilizado apenas para descrever o modelo. E necessario também checar se os dados
sdo homocedasticos, ou seja, se as variancias sdo constantes ao longo da faixa de
trabalho e verificar se 0 modelo de regresséo escolhido € adequado para confirmar a
linearidade.

Nenhum dos autores dos meétodos publicados relatou se uma avaliacdo
estatistica das curvas de calibracdo foi efetuada para obtencdo da funcao
matematica que descreve o modelo.

O parametro de validacdo sensibilidade é dado pelo coeficiente angular bl
das curvas de calibracdo descritas como y=b, + bix obtidas com a matriz fortificada
no inicio. Como pode ser observado na tabela 18, a sensibilidade do método foi

maior para a NAR e SAL.
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Tabela 18 - Dados das curvas de calibracdo com fortificacdo no
inicio do procedimento
Curva fortificada no inicio - leite UHT (106/2012)
2z

Analitos Equacéo da reta R p-valor
LAS y =408550x + 51,5 0,9934 1,38E-26
MAD y = 383268x + 134,8 0,9947 1,16E-27

MON y = 440404x + 1181,2 0,9939 7,89E-26
NAR y = 2059215x + 326,9 0,9970 4,49E-33
SAL y = 1575394x + 252,0 0,9985 2,07E-35
SEN y =371187x + 1823,9 0,9795 4,64E-20

4.3.3.2 Efeito matriz absoluto

A avaliacdo do efeito matriz absoluto foi realizada pela comparacdo dos
coeficientes angulares das duas curvas de calibracdo (curva de calibracdo no
diluente e curva de calibragdo na matriz fortificada no final do procedimento) através
do teste t (Student). Antes de ser efetuada a comparacéo pelo teste t (Student), as
variancias residuais das curvas foram testadas para verificar se eram
significativamente diferentes, através do teste F.

A comparacao dos coeficientes angulares, pelo teste t indicou que para todos
0s analitos as curvas sao estatisticamente diferentes a o=0,05, evidenciando efeito
matriz absoluto.

A figura 20 apresenta as curvas de calibracdo (curva matriz final x curva no
diluente) para o analito SAL e pode-se observar ganho de sinal na curva com
fortificacdo no final do procedimento quando comparada com a curva de calibracédo
obtida com solucéo padrao. Este perfil foi observado para todos os analitos. O efeito
matriz absoluto também foi relatado por Spisso et al. (2010b), nos experimentos

realizados na matriz ovo.
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Figura 20 - Curvas de calibracdo: Matriz fortificada no final do procedimento x solu¢cdo padrdo no
diluente para o analito MAD

= (Curva analitica - Matriz fortificada no final do procedimento
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4.3.4 Repetibilidade e recuperacao

A utilizagéo da nigericina como candidata a padrédo interno foi investigada a
partir dos dados obtidos do segundo dia do estudo da repetibilidade. Foram
avaliados os valores de recuperacdo meédia e desvio padréo relativos obtidos para
as amostras com correcao do padrao interno nigericina e sem a correcao do padrao
interno, como pode ser observado na tabela 19. As recuperacdes para todos 0s
analitos nos trés niveis de concentracdo estudados apresentaram resultados acima
de 100% utilizando correcédo com o padrao interno nigericina e os valores obtidos de
desvio padrao relativos foram superiores quando comparados com o0s resultados
obtidos sem a correcédo. Portanto, a utilizagdo da nigericina como padrdo interno
guantitativo ndo apresentou melhoria na exatiddo e precisdo dos resultados
analiticos e sua utilizacdo sera efetuada apenas para fins qualitativos, ou seja,

avaliacdo de tempo de retencéo relativo.
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Tabela 19 - Valores de recuperacao média e desvio padréo relativos obtidos para o
segundo dia do estudo da repetibilidade com correcéo do padréo interno nigericina e
sem correcdo do padrdo interno

Repetibilidade dia 2 com PI

Repetibilidade dia 2

Analitos LMR/NM (NIG)
REC % RSD REC % RSD
0,5 160,8 28,2 94,3 3,9
LAS 1 142,0 51 90,0 11,9
1,5 123,8 12,6 99,6 9,1
0,5 165,1 16,7 100,9 13,0
MAD 1 157,2 14,0 99,2 8,9
15 120,8 19,6 96,0 6,5
0,5 159,8 19,0 96,4 10,6
MON 1 153,1 16,3 96,1 6,9
15 125,3 15,5 99,9 35
0,5 140,8 12,9 87,2 18,9
NAR 1 156,6 16,6 99,7 19,5
1,5 113,7 10,7 91,4 7.0
0,5 176,5 21,3 106,6 7.9
SAL 1 166,6 13,0 104,8 5,0
15 130,6 17,5 103,8 31
0,5 147,9 22,2 89,3 6,8
SEN 1 143,3 9,4 90,7 6,7
15 110,1 12,1 88,4 5,4

As tabelas 20 a 25 apresentam para cada analito, em cada nivel de
fortificacdo, a média, o desvio padrdao (SD), o desvio padréo relativo (RSD,) e a
recuperacdo para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico)

para cada experimento de repetibilidade, bem como os valores globais.
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Tabela 20 - Repetibilidade para a determinacéo de LAS em amostras de leite fortificadas

LAS Estimativa LAS encontrada, pg/L
adicionada Dia 1° Dia 2° Dia 3° Global®

Média® 0,6 0,5 0,6 0,6

05ugll  gp 01 0,02 0,03 0,1
(0,5 NM) RSD; (%) ) 8,5 3,9 6,1 13,1
’ Recuperacao (%) 1241 94,3 112,0 110,21

Média® 1,2 0,9 1,1 1,1

1ng/L SD 01 01 01 0,2
wonmy  RSD:(%) ) 7,6 11,9 8,5 14,6
’ Recuperacao (%) 119,5 90,0 109,3 106,3

Média® 1,80 1,5 1,7 1,7

L5ugl  op 01 0,1 0,1 0,2
wsNmy  RSDr (%) 8,2 9,1 5,4 10,1
; Recuperacao (%) 117,4 99,6 113,6 110,2

ZSeis replicatas verdadeiras em cada nivel.
Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel.
¢ Concentragbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.
d = . . £ . p se:
Recuperacéo para estimar o erro sistemético do procedimento (método analitico).

Tabela 21 - Repetibilidade para a determinacdo de MAD em amostras de leite fortificadas

.MAD Estimativa MAD encontrada, pug/L
adicionada Dia 1° Dia 2° Dia 3° Global”
Média® 1,1 1,0 1,0 1,0
1 pg/L sSD 0,1 0,1 0,1 0,1
0.5 NM) RSD; (%) ; 8,7 13,0 6,6 11,0
' Recuperacao (%) 110,0 100,9 95,6 102,2
Média® 2,2 2,0 1,9 2,0
2 pg/L SD 0,2 0,2 0,1 0,2
RSD; (%) 7.6 8,9 3,6 8,6
(1.ONM) Recuperacao (%) 107,1 99,2 94,7 100,4
Média® 3.2 2,9 2,9 3,0
3 Mg/l SD 0,2 0,2 0,1 0,2
RSD; (%) 7,7 6,5 5,0 8,0
(1.5 NM) Recuperacao (%) 104,9 96,0 93,6 98,2

¥ Seis replicatas verdadeiras em cada nivel.

® Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel.

¢ Concentragbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.

4 Recuperacao para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico).
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Tabela 22 - Repetibilidade para a determinacdo de MON em amostras de leite fortificadas

_|v_|o[\| Estimativa MON encontrada, pg/L
adicionada Dia 1° Dia 2° Dia 3° Global®
Média® 1,2 1,0 11 11
1wk op 0,1 0,1 0,1 0,1
(0.5 NM) RSD; (%) ) 5,9 10,6 9,1 11,7
’ Recuperacao (%) 118,2 96,4 105,2 106,6
Média* 2,3 2,0 2,1 2,1
2 pg/L SD 0,2 01 0,2 0,2
RSD; (%) 6,9 6,9 8,8 9,6
(1.ONM) Recuperacao (%)* 111.,8 96,1 102,6 103,5
Média® 3,3 3,1 3,3 3,2
Sl gp 0,2 0,1 0,2 0,2
(1,5 NM) RSD; (%) ) 4,6 3,5 6,5 5,8
' Recuperacao (%) 107,5 99,9 107,0 104,8

ZSeis replicatas verdadeiras em cada nivel.
Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel.
¢ Concentragbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.
d x . . " . P s
Recuperacéo para estimar o erro sistemético do procedimento (método analitico).

Tabela 23 - Repetibilidade para a determinacdo de NAR em amostras de leite fortificadas

NAR Estimativa NAR encontrada, pg/L
adicionada Dia 1° Dia 2° Dia 3 Global®

Média® 0,5 0,4 0,5 0,5
05ugL  gp 0,1 0,1 0,04 0,1
RSD; (%) 9,5 18,9 8,0 14,1
(0.5 NM) Recuperacao (%)* 105,1 87,2 95,8 96,0
Média® 1,0 1,0 0,9 1,0
1pg/L SD 0,1 0,2 0,1 0,1
RSD; (%) 9,2 19,5 7,2 13,0
(1.ONM) Recuperacao (%) 100,7 99,7 93,3 97,9
Média® 15 1.4 1.4 1.4
L5uglk  op 0,1 0,1 0,1 0,1
RSD; (%) 7.0 7,0 5,7 7,0
(1.5 NM) Recuperacao (%) 98,4 91,4 93,5 94,4

¥ Seis replicatas verdadeiras em cada nivel.

® Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel.

¢ Concentragbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.

4 Recuperacao para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico).
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Tabela 24 - Repetibilidade para a determinacdo de SAL em amostras de leite fortificadas

SAL Estimativa SAL encontrada, pg/L
adicionada Dia 1° Dia 2° Dia 3° Global®

Média® 1,1 1,1 1,1 1,1

1ug/lt SD 0,05 0,1 0,03 0,1

(0.5 NM) RSD; (%) ) 42 7,9 2,3 5,7
’ Recuperacao (%) 113,3 106,6 107,4 109,1

Média® 2,2 2,2 2,2 2,2

2 ugiL SD 0,04 0,1 0,03 0,1

(1.0 NM) RSD; (%) ) 2,0 5,0 1,3 3,2
’ Recuperacao (%) 107,8 104,8 105,2 105,9

Média° 33 3,2 3,2 3,2

3 ng/lL SD 0,1 0,1 0,04 0,1

(15 NM) RSD; (%) 4,3 3,1 1,4 3,1
' Recuperacao (%) 105,8 103,8 104,1 104,5

ZSeis replicatas verdadeiras em cada nivel.
Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel.
¢ Concentragbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.
d x . . " . P s
Recuperacéo para estimar o erro sistemético do procedimento (método analitico).

Tabela 25 - Repetibilidade para a determinacdo de SEN em amostras de leite fortificadas

'S'EN Estimativa SEN encontrada, pg/L
adicionada Dia 1° Dia 2° Dia 3° Global®
Média° 1,1 0,9 1,1 1,0
1 pg/L SD 0,03 0,1 0,1 0,1
RSD; (%) 3,2 6,8 4,8 9,6
(0.5 NM) Recuperacao (%)* 108,4 89,3 104,6 100,8
Média° 2,2 1,8 2,1 2,0
2 pglL SD 0,1 0,1 0,1 0,2
(1,0 NM) RSD; (%) ) 2,5 6,7 4,3 8,2
' Recuperacéo (%) 106,4 90,7 103,2 100,1
Média® 31 2,7 3,1 3,0
3 uglL SD 0,1 0,1 0,2 0,3
RSD; (%) 4,7 5,4 5,7 8,5
(1.5 NM) Recuperacao (%) 103,0 88,4 101,3 97,6

¥ Seis replicatas verdadeiras em cada nivel.

® Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel.

¢ Concentragbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.

4 Recuperacao para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico).

Considerando-se que as analises foram efetuadas em condicbes de
repetibilidade, os RSD; globais ndo devem exceder os listados na tabela 26, que
equivalem a aproximadamente 2/3 dos desvios padréo relativos de reprodutibilidade

(RSDgR) para cada nivel de concentracgéao.
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Tabela 26 - Exemplos de desvio padrdo relativo em condi¢cbes de
repetibilidade (RSD;) para métodos quantitativos referentes a um
intervalo de concentracdes da substancia a analisar

Concentracdo RSD,
<1ug/kg 36%
21ug/kg <10pg/kg 32%
210ug/kg <100ug/kg 22%
>2100ug/kg <1000ug/kg 18%
=>1000ug/kg 14%

fonte: (CAC, 2009, 2011)

Para as concentracdes inferiores a 100ug/kg os valores de RSD, devem ser
0s mais baixos possiveis, segundo as orientacdes europeias (UNIAO EUROPEIA,
2002). A LAS apresentou o maior valor de RSD, global (14,6%) para o nivel de
1ug/kg. Para todos os analitos, os RSD; globais foram bem inferiores aos desvios
padrao relativos de repetibilidade (RSD,) preconizados para os niveis estudados,
pela comissédo do Codex Alimentarius (CAC, 2009, 2011).

A veracidade minima (expressa como “tendéncia ou recuperagao”’ deve

atender as especificacOes das tabelas 27 e 28.

Tabela 27 - Veracidade minima (expressa como tendéncia ou
recuperacdo) dos métodos quantitativos
Concentracéo Intervalo
<lpg/kg -50% a +20%
>1ug/kg <10ug/kg -30% a +10%
>10ug/kg -20% a +10%

fonte: (UNIAO EUROPEIA, 2002).

Tabela 28 - Veracidade minima (expressa como tendéncia ou recuperacao)
dos métodos quantitativos

Concentragéo Intervalo
< 1ug/kg -50% a +20%
= 1ug/kg < 10ug/kg -40% a +20%
= 10ug/kg < 100ug/kg -30% a +20%
2 100ug/kg < 1000ug/kg -30% a +10%
= 1000ug/kg -30% a +10%

fonte: (CAC, 2009, 2011)

Para todos os analitos, nas trés concentracdes estudadas, as recuperacfes

foram aceitaveis considerando-se as especificacdes da Comissdo das Comunidades
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Europeias (UNIAO EUROPEIA, 2002) e pela comissdo do Codex Alimentarius (CAC,
2009, 2011). (tabelas 27 e 28).

Clarke et al. (2013) obtiveram resultados similares de recuperacgéo e de RSD,
para os analitos LAS e MON, como pode ser observado na tabela 29. Para os
demais analitos os valores de recuperacao foram maiores do que os obtidos no
presente estudo, mas consideravelmente acima de 100%, indicando que o método
desenvolvido e validado por Clarke (2013) possui uma menor exatiddo em relagao
ao apresentado no presente trabalho.

Tabela 29 - Recuperacdo e RSD, obtidos em
condicdes de repetibilidade

Método atual C,gﬁrifgfm
Analito M eotudado (2013)
LMR Rec Rec

0,5 110,1 131 94 12,0
LAS 1,0 106,3 14,6 95 9,1
15 110,2 10,1 99 10,9
0,5 102,2 11,1 152 13,9
MAD 1,0 100,4 8,6 145 12,6
15 98,2 8,0 149 18,1
0,5 106,6 11,7 110 9,3
MON 1,0 103,5 9,6 109 7,8
15 104,8 5,8 109 10,2
0,5 96,0 14,1 120 114
NAR 1,0 97,9 13,0 114 10,9
15 94,4 7,0 118 14,1
0,5 109,1 57 127 149
SAL 1,0 105,9 3,2 121 13,0
15 104,5 3,1 125 15,9
0,5 100,8 9,6 127 10,2
SEN 1,0 100,1 8,2 123 9,9
15 97,6 8,5 124 153

4.3.5 Precisdo intermediaria, recuperacdo e eficiéncia da extracao/
purificacao

As tabelas 30 a 35 apresentam para cada analito, em cada nivel de
fortificacdo, a média, o desvio padrdo (SD), o desvio padréo relativo (RSDgry) € a
recuperacdo para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico)

para cada experimento de precisao intermediaria, bem como os valores globais.
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Tabela 30 - Precisdo intermediaria para a determinacéo de LAS em amostras de leite fortificadas

LAS . : LAS encontrada, pg/L
adicionada  CStUMativa Op 1 Op 2 Op 3 Global®

Média® 0,5 0,5 0,6 0,6

05ugll  gp 0,05 0,1 0,1 0,1
o5Nv)  RSD (%) d 9,3 15,6 8,5 13,2
’ Recuperacao (%) 106,4 106,3 124,1 112,7

Média® 11 11 12 11

1ug/lt SD 0,1 0,2 0,1 0,1
@wonm  RSD (%) d 10,8 14,0 7.6 11,8
’ Recuperacao (%) 104,2 107,6 119,5 110,4

Média® 16 16 18 17

15ugk  op 0,1 0,2 0,1 0,2
wsnwy  RSDu (%) 6,2 14,9 8,2 10,9
; Recuperacao (%) 104,2 108,4 117,4 110,0

& Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op 2 em 0,5 ug/L (5 replicatas verdadeiras).

® Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 pg/L (17 replicatas verdadeiras).

¢ Concentracbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.

d Recuperagao para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico).

Tabela 31 - Precisao intermedidria para a determinacéo de MAD em amostras de leite fortificadas

MAD . . MAD encontrada, pg/L
adicionada  -oumativa Op 1 Op 2 Op 3 Global®

Média® 0,9 0,9 1,1 1,0
1pg/L SD 0,2 0,1 0,1 0,1
0.5 NM) RSDg, (%) ; 17,6 6,7 8,7 14,3
' Recuperacao (%) 92,5 89,8 110,0 97,8
Média® 2,0 1,9 2,2 2,0
2 pg/L SD 0,3 0,2 0,2 0,2
(1,0 NM) RSDg, (%) ) 14,5 10,4 7.6 12,2
' Recuperacéo (%) 96,4 92,3 107,1 98,6
Média® 2,6 2,7 3.2 2,8
3 Mg/l SD 0,2 0,3 0,2 0,4
RSDg, (%) 9,6 9,5 7,7 13,0
(1.5 NM) Recuperacao (%) 84,4 89,0 104,9 92,8

¥ Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).

® Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 ug/L (17 replicatas verdadeiras).

¢ Concentragbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.

4 Recuperacao para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico).
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Tabela 32 - Precisdo intermediaria para a determinacdo de MON em amostras de leite fortificadas

MON . . MON encontrada, pg/L
adicionada  CStUMativa Op 1 Op 2 Op 3 Global®
Média® 1,0 1,0 1,2 1,1
1ug/lt SD 0,2 0,1 0,1 0,1
(0.5 NM) RSDgy (%) ) 16,1 6,9 5,9 13,9
’ Recuperacao (%) 96,3 95,5 118,2 103,7
Média® 2,1 2,2 2,3 2.1
2 ugiL SD 0,2 0,1 0,2 0,2
(1.0 NM) RSDgy (%) ) 9,2 6,3 6,9 9,6
’ Recuperacao (%) 102,1 97,2 111.,8 103,7
Média® 2,8 2,9 3,3 3,0
3 ng/lL SD 0,1 0,2 0,2 0,3
RSDgyw (%) 4,4 7,0 4,6 9,3
(1.5 NM) Recuperacao (%) 90,7 94,8 107,5 97,7

% Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).

® Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 pg/L (17 replicatas verdadeiras).

¢ Concentracbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.

d Recuperagao para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico).

Tabela 33 - Precisdo intermediaria para a determinacdo de NAR em amostras de leite fortificadas

NAR . . NAR encontrada, pg/L
adicionada  —oumativa Op 1 Op 2 Op 3 Global®

Média* 0,4 0,5 0,5 0,5
0,5 pg/L sD 0,1 0,04 0,1 0,1
RSDruw (%) 21,7 7.9 9,5 15,6
(0.5 NM) Recuperacao (%)* 89,3 91,9 105,1 95,7
Média* 0,9 1,0 1,0 1,0
1 pg/L sSD 0,1 0,1 0,1 0,1
wonm  RSDru (%) d 13,9 8,6 9,2 105
' Recuperacéo (%) 93,0 97,2 100,7 96,9
Média® 1,3 1,5 1,5 1,4
L5pgl  gp 0,1 0,1 0.1 0.1
RSDr (%) 8,4 8,3 7.0 9.1
(1.5 NM) Recuperacao (%) 87,8 98,4 98,4 94,9

¥ Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).

® Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 ug/L (17 replicatas verdadeiras).

¢ Concentragbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do
procedimento.

4 Recuperacao para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico).
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SAL Estimativa SAL encontrada, pg/L
adicionada Op1l Op 2 Op 3 Global’
Média® 1,0 1,0 1,1 1,1
1pglL SD 0,1 0,04 0,05 0,1
©05NM)  RSDew (%) ) 11,1 3,7 4,2 9,4
’ Recuperacao (%) 102,0 96,1 113,3 104,2
Média® 2,1 2,0 2,2 2,1
2 gL SD 0,2 0,1 0,04 0,1
wonmy  RSDru (%) ) 9,2 4,2 2,0 6,6
’ Recuperacao (%) 104,8 100,1 107,8 104,2
Média® 2,8 2,9 3,3 3,0
3 g/l SD 0,03 0,1 0,1 0,2
RSDgyw (%) 1,1 3,0 4,3 7.1
(1.5 NM) Recuperacao (%) 92,4 94,7 105,8 97,6

& Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).
® Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 pg/L (17 replicatas verdadeiras).
¢ Concentracbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do

procedimento.

d Recuperagao para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico).

Tabela 35 - Precisado intermedidria para a determinacdo de SEN em amostras de leite fortificadas

SEN Estimativa SEN encontrada, pg/L
adicionada Op1 Op 2 Op 3 Global”

Média® 1,0 0,9 1,1 1,0
1pg/L SD 0,2 0,1 0,03 0,1
©05NM)  RSDru (%) ) 21,7 6,9 3,2 14,5
' Recuperacao (%) 96,5 89,7 108,4 98,7
Média* 2,0 1,9 2,2 2,0
2 pg/L SD 0,4 0,2 0,1 0,3
LoNmM)  RSDru (%) ) 18,6 12,1 2,5 12,9
' Recuperacéo (%) 98,3 94,4 106,4 99,7
Média® 2,6 2,7 3,1 2,8
3 Mg/l SD 0.2 0,3 0,1 0,3
(15 NM) RSDry (%) ) 9,0 10,8 4,7 11,7
' Recuperacéo (%) 85,5 89,9 103,0 92,8

¥ Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).
® Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 ug/L (17 replicatas verdadeiras).
¢ Concentragbes médias calculadas pelas curvas de calibragdo na matriz fortificadas no inicio do

procedimento.

4 Recuperacao para estimar o erro sistematico do procedimento (método analitico).

Considerando-se que as analises foram efetuadas em condi¢cdes de precisédo

intermediaria, os RSDgy globais ndo devem exceder o desvio padrdo relativo de

reprodutibilidade (RSDg) para cada nivel de concentracédo segundo a tabela 36.
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Tabela 36 - Exemplos de desvio padrdo relativo em condi¢cbes de
reprodutibilidade (RSDr) para métodos quantitativos referentes a um
intervalo de concentra¢des da substancia a analisar

Concentracdo RSD,
<1lug/kg 54%
21ug/kg <10pg/kg 46%
210pug/kg <100ug/kg 34%
>100ug/kg <1000ug/kg 25%
=>1000ug/kg 19%

fonte: (CAC, 2009, 2011)

Para as concentracgOes inferiores a 100ug/kg os valores de RSDr devem ser
0s mais baixos possiveis, segundo as orientacdes europeias (UNIAO EUROPEIA,
2002).

A NAR apresentou o maior valor de RSDg,, global (15,6%), para o nivel de
0,5ug/kg. Para todos os analitos, os RSDgy globais foram bem inferiores aos desvios
padrao relativos de reprodutibilidade (RSDg) preconizados para os niveis estudados,
pela Comisséo do Codex Alimentarius (CAC, 2009, 2011).

Para todos os analitos, nas trés concentracdes estudadas, as recuperacoes
foram aceitaveis considerando-se as especificacées da Comissado das Comunidades
Europeias (UNIAO EUROPEIA, 2002) e pela comissédo do Codex Alimentarius (CAC,
2009, 2011). (secao 4.3.4, tabelas 27 e 28).

Os valores de RSDg, € recuperacd0 nos experimentos de precisao
intermediaria foram bem semelhantes aos valores de RSD; e recuperacdo obtidos
nos experimentos de repetibilidade.

A tabela 37 apresenta valores de recuperacdes e de desvios padréo relativos
em condicbes de precisdo intermediaria (RSDgy) dos métodos que foram
identificados na literatura para determinacdo de residuos de ionéforos poliéteres em
leite (tabela 3).

Como pode ser observado, Clarke et al. (2013) obtiveram resultados proximos
aos obtidos no presente estudo para os analitos LAS, MON e NAR, mas para 0s
analitos MAD, SAL e SEN o método apresentou menor exatiddo e precisdo em
relacdo ao método descrito no presente estudo. O método desenvolvido por Nasz et
al. (2012b) apresentou valores extremamente elevados de RSDg,, para o analito LAS
e segundo o autor, por este motivo, 0 método pode ser utilizado para a LAS somente

para fins de triagem. Os métodos desenvolvidos por Nebot et al. (2012a; 2012b) e
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Thompson; Noot; Kendall (2011) para a LAS também apresentaram valores de
RSDgw maiores que os obtidos no presente estudo.

Para a NAR o método de Nasz et al. (2012b) também apresentou valores
bastante elevados de RSDgyw quando comparados com todos os métodos, incluindo
esta dissertagdo. Para o analito SEN os valores de RSDgy foram maiores quando
comparados aos obtidos no presente trabalho. A SAL, no atual estudo, apresentou
valores de RSDg, aproximados aos do método de N&sz et al. (2012b) e de
Thompson; Noot; Kendall (2011) e inferiores aos demais.

Para os analitos MAD e MON, os valores de RSDg,, obtidos foram préximos
aos descritos na literatura, com excecdo dos métodos relatados por Nebot et al.
(2012a) para os dois analitos e por Clarke et al. (2013) para a MAD, cujos resultados
foram maiores.

Outros métodos ndo puderam ser comparados, pois 0s niveis estudados
estavam acima dos limites recomendados pelo Codex Alimentarius (FAO; WHO,
2009a) e pela Comunidade Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2009).



Tabela 37 - Recuperacgédo e RSDg,, obtidos da avaliacdo em condicdes de precisdo intermediaria

Método Método Método
NM/ Método atual Clarke et al. Nasz et al Método Nebot Método Nebot Thompson;
Analito LMR estudado (2013) (2012b) ’ et al. (2012a) et al. (2012b) Nooé(;(lelr;dall
Rec % RSDrw Rec % RSDrw Rec % RSDry Rec % RSDrw Rec % RSDry Rec % RSDgrw

0,5 112,7 13,2 96 14,7 93,2 78,97 77 18
LAS 1,0 110,4 11,8 93 10,3 110,8 55,14 71 12 100 17 85,3 25,7
1,5 110,0 10,9 97 13,6 113,9 106,84 74 12

0,5 97,8 14,3 160 25,9 86,9 17,21 74 22

MAD 1,0 98,6 12,2 146 24,1 96,3 9,11 85 18 105 16 - -
15 92,8 13,0 149 31,6 100,7 15,05 77 16

0,5 103,7 13,9 110 12,9 850 12,08 80 22

MON 1,0 103,7 9,6 104 11,1 97,6 9,68 109 10 101 10 97,9 9,9
15 97,7 9,3 107 126 97,0 5,65 106 13

0,5 95,7 15,6 116 14,8 100,7 52,73 64 23
NAR 1,0 96,9 10,5 104 13,9 118,2 32,67 85 19 72 14 95,1 14,3
15 94,9 9,1 108 14,2 1104 3591 77 16

0,5 104,2 9,4 131 15,8 89,8 8,47 69 8
SAL 1,0 104,2 6,6 115 158 97,7 7,68 81 19 76 19 103,8 10,4
15 97,6 7,1 119 19,7 94,6 5,57 73 12

0,5 98,7 14,5 133 20,8 77,1 22,3 - ——— J— — —- —-

SEN 1,0 99,7 12,9 123 20,1 94,8 16,77
15 92,8 11,7 123 254 1005 19,67

112
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As tabelas 38 a 43 apresentam para cada analito, em cada nivel de
fortificacdo, a média, o desvio padrdo, o desvio padrdo relativo e a eficiéncia,
somente da etapa de extracdo/purificacdo, do método analitico para cada

experimento de precisdo intermediéria, bem como os valores globais.

Tabela 38 - Eficiéncia da etapa de extracdo/purificacdo para a determinacdo de LAS em amostras de
leite (calculadas em curvas fortificadas no final do procedimento)

LAS Estimativa LAS encontrada, pg/L
adicionada Op1 Op 2 Op 3 Global®
Média* 0,4 0,4 0,5 0,4
0,5 pg/L SD 0,04 0,1 0,04 0,1
RSDgw (%) 9,4 14,9 8,4 15,7
(O.5NM)  Eficienciada 79,7 74,0 96,6 84,0
extracdo/purificacao(%)
Média* 0,8 0,8 0,9 0,8
1 pg/L SD 0,1 0,1 0,1 0,1
RSDgw (%) 10,9 14,4 7,6 14,0
(LONM) — Eficienciada 77,8 75,0 92,9 81,9
extracdo/purificacao(%)
Média® 1,2 1,2 1,4 1,2
1,5 pg/L SD 0,1 0,2 0,1 0,2
RSDgy (%) 6,1 14,8 8,2 12,5
(LSNM)  Eficienciada 77,8 76,2 01,3 81,7
extracdo/purificacao(%)
Eficiéncia da extracao/purificacéo (%) Faixa RSDgy, (%)
82-84 12,5-15,7

aSeis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).
®Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 pg/L (17 replicatas verdadeiras).
“Concentracbes médias calculadas pelas curvas de calibracio na matriz fortificadas no final do procedimento.
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Tabela 39 - Eficiéncia da etapa de extracdo/purificacao para a determinacdo de MAD em amostras de

leite (calculadas em curvas fortificadas no final do procedimento)

MAD ) ) MAD encontrada, pug/L
S Estimativa b
adicionada Opl Op 2 Op3 Global
Média® 11 0,8 1,1 0,9
1 pg/L SD 0,2 0,1 0,1 0,2
RSDgw (%) 17,3 6,8 9,0 16,5
(O5NM)  Eficienciada 93,7 78,0 105,5 93,1
extragdo/purificacio(%)
Média* 2,0 1,6 2,1 1,9
2 ug/L SD 0,3 0,2 0,2 0,3
RSDgw (%) 14,5 10,4 7,5 14,8
(LONM) — Eficienciada 97,4 80,7 102,8 93,6
extracdo/purificacdo(%)
Média* 2,6 2,4 3,1 2,7
3 pg/L SD 0,3 0,2 0,2 0,4
RSDgw (%) 9,7 9,5 7,6 14,1
(1,5 NM) Eficiéncia da 85.1 778 100.6 87.9

extracdo/purificacdo(%)

Eficiéncia da extracao/purificacéo (%)
88-94

Faixa RSDgy, (%)

14,1 -16,5

“Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).
®Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 pg/L (17 replicatas verdadeiras).
“Concentracbes médias calculadas pelas curvas de calibracdo na matriz fortificadas no final do procedimento.

Tabela 40 - Eficiéncia da etapa de extracao/purificacdo para a determinacao de MON em amostras de

leite (calculadas em curvas fortificadas no final do procedimento)

MON Estimativa MON encontrada, pg/L
adicionada Op1 Op 2 Op 3 Global’®
Média* 0,9 0,9 11 1,0
1 ug/L SD 0,1 0,1 0,1 0,1
RSDgy (%) 16,1 7,0 6,2 14,9
(O5NM)  Eficienciada 90,4 84,3 110,0 95,4
extraca@o/purificacio(%)
Média® 19 1,7 2,1 19
2 ug/L SD 0,2 0,1 0,1 0,2
RSDgy (%) 9,2 6,4 6,8 11,1
(LONM)  Eficienciada 95,9 86,1 104,7 95,6
extraca@o/purificacao(%)
Média* 2,6 2,6 31 2,7
3 pg/L SD 0,1 0,2 0,1 0,3
RSDrw (%) 4,5 7,0 4,6 10,4
(L5NM)  Eficiéncia da
extraca@o/purificacao(%) 852 84,0 1010 90,1
Eficiéncia da extragao/purificacdo (%) Faixa RSDgy, (%)
90 - 96 10,4-14,9

Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).
®Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 pg/L (17 replicatas verdadeiras).
‘Concentracbes médias calculadas pelas curvas de calibragio na matriz fortificadas no final do procedimento.
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Tabela 41 - Eficiéncia da etapa de extracao/purificacao para a determinacéo de NAR em amostras de
leite (calculadas em curvas fortificadas no final do procedimento)

NAR . . NAR encontrada, pg/L
. Estimativa b
adicionada Op1 Op 2 Op3 Global
Média® 0,4 0,4 0,5 0,4
0,5 pg/L SD 0,1 0,03 0,05 0,1
RSDgy (%) 21,7 8,4 9,5 19,5
0,5NM iciénci
( ) Eficiénciada 86.9 735 102.0 88.4
extragdo/purificacio(%)
Média* 0,9 0,8 1,0 0,9
1 pg/L SD 0,1 0,1 0,1 0,1
RSDgy (%) 13,9 9,0 9,0 12,9
1,0 NM iciénci
( ) Eficiénciada 90,6 80.3 97.4 89.4
extracdo/purificacdo(%)
Média® 1,3 1,3 1.4 1,3
1,5 pg/L SD 0,1 0,1 0,1 0,1
RSDgy (%) 8,4 8,2 7,1 9,7
1,5NM iciénci
( ) Eficiénciada 85,6 82,0 95,5 87,7
extracdo/purificacdo(%)
Eficiéncia da extracao/purificacdo (%) Faixa RSDgy, (%)
88 - 89 9,7-19,5

“Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).
®Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 pg/L (17 replicatas verdadeiras).
“Concentracbes médias calculadas pelas curvas de calibracdo na matriz fortificadas no final do procedimento.

Tabela 42 - Eficiéncia da etapa de extracao/purificacdo para a determinacao de SAL em amostras de
leite (calculadas em curvas fortificadas no final do procedimento)

SAL Estimativa SAL encontrada, pg/L
adicionada Op1 Op 2 Op 3 Global’®
Média® 1,0 0,9 11 1,0
1 pg/L SD 0,1 0,03 0,05 0,1
RSDgw (%) 11,1 3,7 4,3 11,8
(O5NM)  Eficienciada 101,1 87,5 112,0 100,9
extraca@o/purificacio(%)
Média* 2,1 1,9 2,2 2,1
2 ug/L SD 0,2 0,1 0,04 0,2
RSDgy (%) 9,2 4,1 2,0 9,1
(LONM) — Eficienciada 103,9 91,3 106,9 100,7
extraca@o/purificacao(%)
Média* 2,8 2,6 3,2 2,9
3 pg/L SD 0,03 0,1 0,1 0,3
RSDgy (%) 1,2 3,1 4,3 9,2
(L5NM)  Eficiéncia da
extraca@o/purificacao(%) 9L 86,4 1048 94,3
Eficiéncia da extragao/purificacdo (%) Faixa RSDgy, (%)
94 -101 9,1-11,8

Seis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).
®Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 pg/L (17 replicatas verdadeiras).
‘Concentracbes médias calculadas pelas curvas de calibracio na matriz fortificadas no final do procedimento.
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Tabela 43 - Eficiéncia da etapa de extracao/purificacdo para a determinacdo de SEN em amostras de
leite (calculadas em curvas fortificadas no final do procedimento)

SEN . : SEN encontrada, pg/L
L Estimativa b
adicionada Op1 Op 2 Op3 Global
Média® 1,0 0,8 1,1 1,0
1 pg/L SD 0,2 0,1 0,04 0,2
RSDgy (%) 21,8 7,4 3,3 17,1
0,5NM iciénci
( ) Eficiénciada 975 836 1122 98,5
extragdo/purificacio(%)
Média® 2,0 1,8 2,2 2,0
2 pg/L SD 0,4 0,2 0,1 0,3
RSDgy (%) 18,7 12,1 2,4 15,0
1,0 NM iciénci
( ) Eficienciada 99,2 88,4 110,1 99,2
extracdo/purificacdo(%)
Média® 2,6 2,5 3,2 2,8
3 pg/L SD 0,2 0,3 0,2 0,4
RSDgrw (%) 9,0 10,8 4,7 14,0
1,5NM iciénci
( ) Eficiénciada 86,4 84,0 106,5 92,4
extracdo/purificacdo(%)
Eficiéncia da extracao/purificacéo (%) Faixa RSDgy, (%)
92 -99 14,0-17,1

aSeis replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto para Op. (dia 2) em 0,5 pg/L (5 replicatas verdadeiras).
®Dezoito replicatas verdadeiras em cada nivel, exceto em 0,5 pg/L (17 replicatas verdadeiras).
“Concentracbes médias calculadas pelas curvas de calibracdo na matriz fortificadas no final do procedimento.

A LAS apresentou a menor eficiéncia de extracdo, o que muito provavelmente
deve-se as suas caracteristicas estruturais diferenciadas em relacdo aos demais
ionéforos poliéteres, conferidas pela presenca de um anel aromatico na extremidade

da molécula.

4.3.6 Limite de deteccéo (LOD)

Para todos os analitos os picos apresentaram razéo sinal/ruido >3 nas
transicOes de confirmacao (22 transicao) e de quantificacao (13transicdo), atendendo
aos critérios de identificacdo/confirmacdo preconizados (UNIAO EUROPEIA, 2002).

A primeira coluna da tabela 44 apresenta os valores dos limites de deteccao
calculados considerando a relacdo sinal/ruido =23 dos sinais instrumentais nas
transicOes de confirmacdo, obtidos para 17 amostras (6 tipos diferentes) analisadas
em trés dias diferentes, por operadores diferentes (condicdes de precisdo
intermediaria) no menor nivel de fortificacdo estudado (0,5 LM/NM). Considerando a
grande variabilidade no célculo da média dos valores de LOD obtidos por

extrapolagéo, os LODs estimados desta forma equivalem ao maior valor obtido.
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Estes limites de deteccdo foram verificados experimentalmente pela
fortificacdo da matriz leite UHT (amostra 106/2012) no inicio do procedimento com
os analitos nas concentragdes equivalentes aos LODs estimados para cada uma das
substancias. Os valores apresentados na segunda coluna da tabela 44 foram
obtidos pela média de dez replicatas de injecdo. Os resultados experimentais foram
inferiores aos valores estimados por extrapolacéo, calculados sobre o menor nivel
validado.

Embora os resultados verificados experimentalmente apresentem valores
menores do que os estimados inicialmente, optou-se em assumir 0s maiores valores
como os LODs dos analitos no método validado, pois estes foram calculados
utilizando-se 6 tipos diferentes da matriz leite e assim, podem ser considerados mais

representativos.

Tabela 44 - Limites de deteccao estimados por extrapolagcédo do

menor nivel de validacdo e verificados experimentalmente pela

fortificacdo nos niveis de LODs estimados por extrapolacédo
Limite de deteccdo, pg/L

Analito - Verificacdo
Extrapolacédo ;
experimental
LAS 0,2 0,09
MAD 0,4 0,1
MON 0,06 0,01
NAR 0,04 0,02
SAL 0,03 0,01
SEN 0,1 0,06

Como se pode observar na figura 21 para a MAD, as trés transicdes de MRM
monitoradas forneceram cromatogramas com picos (S/N>3) nas transicdes de
guantificacdo (12 transicdo) e confirmacado (22 e 32 transi¢cdes), embora a rigor seja
necessario para a quantificacdo/confirmacédo apenas duas transi¢cbes (UNIAO
EUROPEIA, 2002)
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Figura 21 — Cromatogramas de ions extraidos para as trés transicbes monitoradas para a
maduramicina, apresentando os valores de S/N para a concentracédo de 0,4 ng/mL
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Dos artigos publicados e identificados na literatura somente o método
validado por Nasz et al. (2012b) apresentou valores estimados de LOD para os
ion6foros polieteres em leite, onde foram calculados experimentalmente
considerando a relagéo sinal/ruido 23. Os resultados de LODs relatados por Nasz
(2012b) foram inferiores quando comparados aos apresentados neste trabalho.
Outro estudo ndo publicado e citado em uma monografia do JECFA para
determinacao de residuos de monensina em leite estimou um valor de LOD de 0,06
ng/mL para a MON. Este valor foi igual ao valor estimado por este estudo nos
experimentos de precisdo intermediaria (2007, Cordroc’h apud FAO; WHO, 2009a).
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Limite de quantificacdo (LOQ)

A tabela 45 apresenta os valores dos limites de quantificacdo calculados:
Considerando a relagéo sinal/ruido =210 dos sinais instrumentais, na transicéo
de confirmacéo, obtidos para 17 amostras (6 matrizes diferentes analisadas)
em trés dias diferentes, por operadores diferentes (condi¢cbes de precisao
intermediaria), no menor nivel de fortificacdo estudado (0,5 LM/NM).
Considerando a grande variabilidade no célculo da média dos valores de LOQ
obtidos por extrapolacdo, os LOQs estimados desta forma equivalem ao
maior valor obtido. A verificagdo experimental dos valores dos LOQs obtidos
por extrapolacado foi efetuada empregando leite integral UHT e considerando
a relagao sinal/ruido 210. Da mesma forma que para os LODs, os valores de
LOQ verificados experimentalmente s&o inferiores aos estimados por
extrapolacéo;

Considerando a definicdo da IUPAC para o calculo do LOQ — a menor
concentracdo ou massa determinada com exatiddo e precisdo aceitaveis.
Neste caso, os valores equivalem a 0,5 pug/L para LAS, NAR e 1ug/L para
MAD, MON, SAL e SEN.

Tabela 45 - Limites de quantificac@o estimados por extrapolagéo, verificados experimentalmente e
equivalentes ao menor nivel validado

Analito

Limite de quantificac&o, pg/L

Extrapolacéo Verificagdo experimental Menor nivel validado
LAS 0,4 0,3 0,5
MAD 0,9 0,5 1,0
MON 0,1 0,05 1,0
NAR 0,1 0,07 0,5
SAL 0,07 0,03 1,0
SEN 0,4 0,29 1,0

Resolveu-se adotar como LOQs dos analitos no método validado aqueles

obtidos com as diferentes amostras, ressaltadas em negrito na tabela 45. Os limites

hY

de quantificacdo adotados nesta validacdo foram portanto, inferiores a menor

concentracdo dos analitos nas curvas de calibracdo na matriz empregadas nos

estudos de precisao intermediéaria e repetibilidade.
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A tabela 46 apresenta os valores de LOQ para métodos de determinacdo de
ionoforos poliéteres em leite descritos na literatura, considerando a relagdo
sinal/ruido 210

Observa-se que para o analito LAS todos os métodos apresentaram valores
aproximados. Para MAD o método atual estudado apresentou valor de LOQ préximo
ao do método desenvolvido por Nebot et al. (2012a). Para o analito MON, o LOQ
estimado foi bem proximo ao descrito pelo estudo ndo publicado e citado em uma
monografia do JECFA, especifico para determinacédo de residuos de monensina em
leite (2007, Cordroc’h apud FAO; WHO, 2009a). Com relagdo ao analito NAR os
resultados foram iguais entre os métodos, com excecdo do método de Nebot et al.
(2012a) que apresentou um valor 5 vezes superior. Para SAL ndo houve diferenca
entre os limites de quantificacdo do método atual estudado com relacdo ao obtido
por Nasz et al. (2012b), mas nos métodos dos outros autores os valores estimados
foram maiores. Para a SEN o LOQ do método validado foi superior ao obtido por
Nasz et al. (2012a).

Tabela 46 - Limites de quantificacdo estimados em diferentes métodos

Método de (2007,

_ Método atual Método Método Zhan Método de Cordroc’h apud
Analito estudado pg/L Nasz et al. et al. (2012) Nebot et al. FAO:WHO, 2009a)
(2012b) ug/Kg Hg/Kg (2012a) ug/Kg ! ng/m’L
LAS 0,4 0,5 0,5 o5 -
MAD 0,9 0,5 0,1 T
MON 0,1 oL 0,5 0,25
NAR 0,1 0,1 0,1 o5 -
SAL 0,07 0,1 0,5 o5 -
SEN 0,4 oL e e e

4.3.8 Limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccédo (CCp)

A tabela 47 apresenta os valores de CCa e CCp obtidos para o método
validado neste estudo, considerando as curvas globais com 53 amostras fortificadas
obtidas pelo método dos minimos quadrados ponderados, bem como os obtidos por

Clarke et al. (2013) e Nasz et al. (2012b) para fins de comparacéo.



121

Tabela 47 - Limites de decisdo (CCa) e capacidades de deteccdo (CCp) estimados do método
atual estudado e dos métodos descritos por Clarke et al. (2013) e por Nasz et al. (2012b)

Método atual estudado Método de Clarke et al. Método de Nasz et al.
Analito (2013) (2012b)
(CCa), pg/L (CCB), ng/L  (CCa), ug/kg  (CCB), pg’kg  (CCa), pg/L  (CCP), pg/L
LAS 1,2 1,5 1,1 1,4 2,00 3,00
MAD 2,5 3,1 2,9 6,5 2,29 2,58
MON 2,4 2,8 2,3 2,9 2,31 2,62
NAR 1,2 1,4 1,2 1,6 1,63 2,27
SAL 2,3 2,6 2,6 4,0 2,25 2,49
SEN 2,4 3,0 2,7 4,7 2,52 3,04

Os valores de CCa e de CCp obtidos neste estudo foram no maximo 25% e
50%, respectivamente, acima do LMR/NM, bem préximos aos obtidos por Nasz et al.
(2012b), com excecdo dos analitos LAS e NAR para os quais Nasz et al. (2012b)
relatam valores maiores. Segundo o autor, devido ao fato de que para LAS o valor
de CCa ter sido duas vezes maior que o NM estabelecido pela Unido Europeia, o
método podera somente ser empregado para fins qualitativos para este analito.

Clarke et al. (2013) também obtiveram resultados de CCa préximos aos
obtidos no presente estudo. Entretanto, para CCB os valores encontrados pelos
autores foram maiores para MAD, SAL e SEN. Para estes analitos a diferenca entre
os valores de CCa e CCp variou de 54% para SAL a 124% para MAD. No método
apresentado nesta dissertacdo, a diferenca entre os valores de CCa e CCp variou
de 13% para SAL a 25% para LAS e SEN, demonstrando que o método
desenvolvido e validado apresenta uma menor dispersdo entre os resultados, ou
seja, uma melhor precisao.

Os outros dois artigos publicados que relatam valores de CCa e de CCp
(NEBOT et al.,2012a, 2012b) apresentam valores ou muito inferiores ou muito
superiores aos LMR/NM, indicando que muito provavelmente os conceitos de CCa e
de CCp estabelecidos pela Decisédo 657/2002 n&do foram seguidos para o calculo dos
mesmos, uma vez que da forma calculada ndo poderdo ser empregados para a
avaliacdo da conformidade das amostras (UNIAO EUROPEIA, 2002).

4.3.9 Robustez

A analise de variancia (ANOVA) indicou que somente a temperatura de

evaporacao apresentou efeitos significativos a a=0,05 em relagéo aos analitos MON
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(p=0,026654) e NIG (p=0,027472) (figuras 22 e 23). Nenhum efeito de interacao
entre os 3 fatores estudados foi observado. As figuras 24 e 25 dos gréficos de
Pareto também ilustram o efeito da temperatura de evaporacao.

Figura 22 - Tabela de ANOVA para o analito MON

ANOVA; Var.:Area MOM; R-sqr=.82248; Adj: 55621

2%%(3-0) design; M5 Residual=164424E2

DV: Area MON
Factor s |df] M5 | F | p
(1)Tempo interacdo analito/matriz (min) 7702812 1) 7702812 046847 0,531289
(2)Tempo extracdo vortex multiplo (min) 4177812 1 41177812 2 650437 0188696
(3)Temperatura de evaporacdo (°C) 192897535| 1) 192897535 11,73170) 0,026654
1by2 483757812 1| 487578120 296537 0,160170
1by 3 6814201 1 6814201 041443 0,554784
2by3 7379201 1 7379201 044873 0539598
Error B5769665 4 16442416
Total S5 370499040 10

Figura 23 - Tabela de ANOVA para o analito NIG

ANOVA; Var.:Area NIG; R-sqr=,77227; Adj: 43068

2**(3-0) design; M3 Residual=120633E3

DV: Area NIG
Factor 3 df | MS F | p
{1)Tempo interacio analito/matriz (min) [1.253472E+041 1| 1.253472E+04 0,00010] 0,992355
(2)Tempo extracdo virtex multiplo (min) 2 78086BE+06 1 2 780868E+06 002305 0,886671
(3)Temperatura de evaporacdo ("C) 1,388206E+09| 1|1,388206E+09| 11,650764 | 0,027472
1 by 2 1,011753E+08 1 1,011753E+08 0,83870 0411585
1 by 3 5 227531E+07 1) 5, 227531E+07 043334 0546315
2by3 9. 191420E+07 1 919M420E+07 0,76193 0431993
Error 4.825338E+408 4 1.206335E+08
Total 55 2,118898E+09 10




Figura 24 - Gréfico de Pareto para o analito MON

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Area MON
2°%(3-0) design; M3 Residual=164424E2
DV- Area MON

(3)Temperatura de evaporacio (°C)
1by2
(2)Tempo extracio vortex moltiplo (min)

(1 Tempo interacio analito/matriz (min}

-3,42514

p=.05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 25 - Grafico de Pareto para o analito NIG

Pareto Chart of Standardized Effects; WVariable: Area NIG
2~*(3-0) design; M5 Residual=120833E3
DV: Area NIG

(3)Temperatura de evaporacio (*C) //// -3,3924
1by2 - 915808
2by3 / -.B72888
1by3 - 858288
2)Tempe extragic vortex maltiple {min) - 15183
1)Tempo interagdc analito/matriz {min) - 010184

p=.05

Standardized Effect Estimate {Absclute Value)

123

Pode-se assim concluir que o método é robusto na faixa estudada a

pequenas variacdes dos fatores: (1) o tempo de interacdo do analito na matriz e o

(2) o tempo de extracdo com o agitador multiplo. A temperatura de evaporagcédo no

evaporador de nitrogénio € um ponto critico do método e deve ser controlado a 46°C

(com variacdo maxima de +1°C).
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4.3.10 Estabilidade dos analitos em solugéo estoque

A avaliagdo da estabilidade das solucdes estoques foi realizada pela
diferenca percentual relativa (DPR) das respostas (média das areas dividida pela
concentragdo) entre as solugdes recém-preparadas e as solu¢cbes antigas. Todos 0s
resultados apresentaram valores inferiores a 15%, como pode ser observado na
tabela 48.

Tabela 48 - Avaliacdo da estabilidade das solucbes estoques

Areas sol. Areas sol. COTC' sol. tConc. sol.
Analitos estoque estoque recém e;n?igl;e espc;g;gr;eé::m FR1 FR2 DPR
antiga preparada (ng/mL) (ng/mL)
LAS 5,27E+04 5,61E+04 0,05 0,05 1,05E+06 1,12E+06 -6,05
MAD 4,90E+04 5,10E+04 0,10 0,10 4,85E+05 5,08E+05  -4,55
MON 7,45E+04 7,29E+04 0,10 0,10 7,13E+05 7,27E+05 -2,00
NAR 4,71E+04 4,81E+04 0,05 0,05 9,53E+05 9,62E+05 -0,94
NIG 3,83E+04 4,41E+04 0,73 0,75 5,21E+04 5,87E+04 -12,02
SAL 1,10E+05 1,05E+05 0,10 0,10 1,10E+06 1,04E+06 5,28
SEN 5,19E+04 5,72E+04 0,10 0,10 5,23E+05 5,75E+05 -9,44

A partir dos dados obtidos neste estudo pode-se concluir que os analitos
podem ser armazenados em microtubos do tipo Eppendorf em freezer de ultra-baixa
temperatura igual ou inferior a -70°C por:

= 3 anos e 7 meses para a senduramicina;
= 2 anos e 5 meses para a monensina, salinomicina, maduramicina, narasina e
nigericina;

= 2 anos e 3 meses para a lasalocida.

Os tempos estabelecidos de estabilidade foram diferentes, pois as

substancias foram preparadas em periodos distintos.

4.3.11 Estabilidade dos analitos na matriz (4 semanas)

O p-valor do parametro coeficiente angular das curvas de calibracdo obtidas
para todos os analitos nos diferentes leites empregados no estudo de estabilidade

de 4 semanas foi maior do que 0,05 como pode ser observado nas tabelas 49 a 52,
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indicando que os valores ndo sao estatisticamente significativos, ou seja, néo foi
observada variacéo da concentracdo em fungao do tempo de armazenamento.

Portanto, a concentracdo de todos os analitos se manteve constante ao longo
do tempo nos diferentes tipos de leites (p6, UHT, pasteurizado e cru) a temperatura
de -20°C, considerando -70°C como temperatura de referéncia. A figura 26
apresenta o grafico referente a MON para o leite UHT, a titulo de ilustracao.

Entédo, pode-se dizer que nesta condi¢cao todos os analitos alvo sdo estaveis
nos diferentes tipos de leites podendo ser armazenados a temperatura de -20°C por

até 4 semanas antes de serem analisados.

Figura 26 - Perfil de degradacgédo a -20°C: gréafico da concentracao
ng/mL) x tempo para o analito MON no leite UHT
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Tabela 49 - Dados da regresséao linear obtidos para os analitos fortificados
na concentracdo de 1LMR/NM no leite em p6 armazenados a -20°C por 4

semanas
Leite em p6 (095/2012) — Estabilidade 1 més a -20°C
Analitos Equacéo da reta R® p-valor
LAS y =0,0008x + 1,2145 0,0004 0,9419
MAD y =-0,0167x + 1,7396 0,0802 0,2880
MON y =0,024x + 1,865 0,0794 0,2904
NAR y = 0,0048x + 0,7853 0,0043 0,8094
SAL y =-0,0099x + 1,9502 0,0160 0,6409

SEN y =-0,0129x + 1,7987 0,0835 0,2776




Tabela 50 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos fortificados
na concentracdo de 1LMR/NM no leite UHT armazenados a -20°C por 4

semanas

Leite em UHT (106/2012) — Estabilidade 1 més a -20°C
2

Analitos Equacéo da reta R p-valor
LAS y =0,0123x + 1,0926 0,0994 0,2342
MAD y =-0,001x + 1,6376 0,0001 0,9695
MON y =0,0178x + 1,7533 0,0235 0,5705
NAR y =-0,0295x + 0,8458 0,0827 0,2802
SAL y =-0,0093x + 1,8693 0,0074 0,7518
SEN y =0,012x + 1,7087 0,1670 0,1160

Tabela 51 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos fortificados
na concentracdo de 1LMR/NM no leite pasteurizado armazenados a -20°C

por 4 semanas

Leite pasteurizado (116/2012) — Estabilidade 1 més a -20°C
2

Analitos Equacdo da reta R p-valor
LAS y =0,013x + 0,7827 0,0998 0,2333
MAD y = 0,0056x + 1,775 0,0046 0,8027
MON y =-0,0184x + 1,7776 0,0456 0,4274
NAR y = 0,0205x + 0,6116 0,1153 0,1982
SAL y = 0,0039x + 1,7424 0,0048 0,7991
SEN y =-0,0035x + 1,7157 0,0060 0,7764

Tabela 52 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos fortificados na
concentracdo de 1LMR/NM no leite cru armazenados a -20°C por 4 semanas

Leite cru (ABR-2012/004) — Estabilidade 1 més a -20°C
A

Analitos Equacdo da reta R p-valor
LAS y =-0,0011x + 0,688 0,0017 0,8779
MAD y = 0,0067x + 1,597 0,0191 0,6102
MON y =-0,0079x + 1,7298 0,0357 0,4834
NAR y = 0,0063x + 0,6481 0,0975 0,2391
SAL y =0,0102x + 1,7024 0,1505 0,1376
SEN y = 0,015x + 1,6393 0,0901 0,2586

4.3.12 Estabilidade dos analitos na matriz (16 semanas)
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O p-valor do parametro coeficiente angular das curvas de calibracdo obtidas

para todos os analitos no leite UHT no estudo de estabilidade de 16 semanas foi

maior do que 0,05 como mostra a tabela 53, indicando que ndo séo estatisticamente

significativos, ou seja, nao foi observada variacdo da concentracdo em funcéo do

tempo de armazenamento.
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Assim, pode-se dizer que todos os analitos alvo sdo estaveis em leites UHT
armazenados a temperatura de -20°C por até 16 semanas antes de serem

analisados.

Tabela 53 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos fortificados
na concentragdo de 1LMR/NM no leite UHT armazenados a -20°C por 16

semanas
Leite UHT (106/2012) — Estabilidade 4 meses a -20°C

Analitos Equacdo da reta R’ p-valor
LAS y = 0,0091x + 0,8366 0,2404 0,0538

MAD y =0,0094x + 1,8837 0,0450 0,4304

MON y = 0,0039x + 1,7265 0,0081 0,7406

NAR y = 0,0055x + 0,8563 0,0171 0,6297

SAL y =-0,0023x + 1,9589 0,0033 0,8315

SEN y = 0,0086x + 1,6126 0,0614 0,3550

Como pode ser observado nas tabelas 54 a 56 referentes aos estudos de
estabilidade dos analitos em leites em p0, pasteurizado e cru, para alguns analitos
foram obtidos resultados de p-valores inferiores a 0,05, como por exemplo, para o
analito MAD que apresentou este comportamento para os trés tipos de leite,
indicando que como estes valores sao estatisticamente significativos, a
concentragdo variou em funcdo do tempo. Pode-se concluir que leites em po,
pasteurizado e cru contendo residuos de ionoforos poliéteres na concentracéo
equivalente a 1LMR/NM ndo podem ser armazenados a -20°C por 16 semanas
meses, devendo assim serem armazenados até o momento da analise por somente

4 semanas.

Tabela 54 - Dados da regresséao linear obtidos para os analitos fortificados
na concentracdo de 1LMR/NM no leite em pé armazenados a -20°C por 16

semanas
Leite em p6 (095/2012) — Estabilidade 4 meses & -20°C

Analitos Equacéo da reta R® p-valor
LAS y = 0,0046x + 1,2261 0,0264 0,5478

MAD y = 0,0138x + 1,9076 0,2700 0,0391

MON y =0,0043x + 1,8839 0,0073 0,7526

NAR y =0,0032x + 0,8381 0,0186 0,6144

SAL y =0,0113x + 1,9161 0,1752 0,1066

SEN y = 0,0097x + 1,6635 0,1501 0,1382
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Tabela 55 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos fortificados
na concentracdo de 1LMR/NM no leite pasteurizado armazenados a -20°C
por 16 semanas

Leite pasteurizado (116/2012) — Estabilidadze 4 meses a -20°C

Analitos Equacéo da reta R p-valor
LAS y =0,0113x + 1,1286 0,0840 0,2761
MAD y = 0,0236x + 1,6863 0,2619 0,0427
MON y = 0,0331x + 1,6496 0,3031 0,0271
NAR y =0,0102x + 0,7103 0,3274 0,0205
SAL y =0,0185x + 1,7241 0,2532 0,0470
SEN y =0,0139x + 1,7037 0,0838 0,2767

Tabela 56 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos fortificados
na concentracdo de 1LMR/NM no leite cru armazenados a -20°C por 16

semanas
Leite cru (ABR-2012/004) — Estabilidade 4 meses & -20°C

Analitos Equacdo da reta R’ p-valor
LAS y = 0,0058x + 0,8014 0,0840 0,2761

MAD y =-0,0338x + 1,4369 0,6656 0,0001

MON y =-0,0304x + 1,5741 0,3879 0,0100

NAR y =-0,0157x + 0,6549 0,3391 0,0179

SAL y =-0,023x +1,7513 0,4240 0,0063

SEN y =0,0022x + 1,5261 0,0056 0,7824

Para alguns analitos observou-se aumento da concentracdo ao longo do
tempo, conforme ilustrado na figura 27 para a NAR no leite pasteurizado,
evidenciando que este comportamento pode estar relacionado a uma estabilidade
insuficiente dos constituintes da matriz, que podem interferir aumentando a resposta
da concentracdo em relacéo ao tempo, evidenciando efeito matriz.

Para outros analitos observou-se diminuicdo da concentracdo ao longo do
tempo, como mostra a figura 28 para a SAL no leite cru, evidenciando que este
comportamento pode estar relacionado a degradacdo dos analitos, mas também a
uma possivel interferéncia dos constituintes do leite diminuindo a resposta da
concentracdo em relacédo ao tempo.

Dados de estabilidade de ionéforos poliéteres em matriz leite ndo foram
identificados. Embora Nebot et al. (2012a) tenham descrito que realizaram um
estudo de estabilidade durante 8 semanas a uma temperatura de -18°C, os

resultados ndo foram apresentados.
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Figura 27 - Perfil de degradacgédo a -20°C: gréafico da concentracao
(ng/mL) x tempo para o analito NAR no leite pasteurizado
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Figura 28 - Perfil de degradacédo a -20°C: grafico da concentracao
(ng/mL) x tempo para o analito SAL no leite cru
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4.3.13 Estabilidade dos analitos no extrato

O p-valor do coeficiente angular das curvas de calibracdo obtidas para todos
0s analitos nos extratos dos leites em pd e UHT do estudo de estabilidade de 4 dias
para o extrato apresentou valores maiores que 0,05, como mostra a tabela 57 e 58,
indicando que, por ndo serem estatisticamente significativos, ndo foi observada
variacdo da concentracdo em funcédo do tempo para os analitos alvo. Para a NIG a
avaliacao foi efetuada com relacédo a area e ndo a concentracdo, uma vez que ela é
adicionada como padréo interno em concentracéo fixa. Nao foi observada variacéo
de area em funcéo do tempo.
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Nestas condi¢bes pode-se dizer que todos os analitos alvo e o padrao interno
sdo estaveis nos extratos dos leites UHT e em pd, podendo ser armazenados a
temperatura de -20°C por até 4 dias para serem evaporados e ressuspensos.

Tabela 57 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos alvo e o
padréo interno no extrato na concentracdo de 1LMR/NM no leite em pé
armazenados a -20°C por 4 dias

Leite em po (095/2012) — Estabilidade extrato 4 dias a -20°C

Analitos Equacdo da reta R’ p-valor
LAS y =0,0057x + 1,1189 0,0097 0,7170
MAD y =-0,0147x + 1,8867 0,0263 0,5486
MON y = 0,0036x + 2,0874 0,0049 0,7967
NAR y = 0,0098x + 0,8334 0,0426 0,4430
SAL y =0,0068x + 2,0374 0,0125 0,6807
SEN y =-0,0024x + 2,215 0,0023 0,8609
NIG y = 1034,3x + 42531 0,0758 0,3019

Tabela 58 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos alvo e o
padrdo interno no extrato na concentracdo de 1LMR/NM no leite UHT
armazenados a -20°C por 4 dias

Leite UHT (106/2012) — Estabilidade extrato 4 dias a -20°C

Analitos Equacdo da reta R” p-valor
LAS y = 0,0056x + 0,8935 0,0202 0,6000
MAD y =0,0092x + 1,8681 0,0099 0,7136
MON y =0,0139x + 1,9472 0,0499 0,4058
NAR y =0,0145x + 0,8711 0,0822 0,2815
SAL y =0,0128x + 2,0472 0,0434 0,4388
SEN y =0,0243x + 2,1165 0,2440 0,0518
NIG y = 2078,4x + 45009 0,0923 0,2525

O estudo de estabilidade de 4 dias realizado para o extrato do leite
pasteurizado apresentou p-valor dos coeficientes angulares menor do que 0,05 para
a NAR e NIG, como pode ser observado na tabela 59, indicando significancia
estatistica. Excluindo-se os dados do quarto dia, os valores obtidos de p-valor foram
superiores a 0,05, e por ndo serem estatisticamente significativos, pode-se concluir
gue nao houve variacdo da concentracdo em funcdo do tempo para a NAR e

variacdo da area em funcéo do tempo para a NIG.
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Assim, todos os analitos alvo e o padrdo interno, como demonstraram ser
estaveis nos extratos do leite pasteurizado a -20°C por até 3 dias podem ser

armazenados nestas condicfes até serem evaporados e ressuspensos.

Tabela 59 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos alvo e o
padrdo interno no extrato na concentracdo de 1LMR/NM no leite
pasteurizado armazenados a -20°C por 4 e 3 dias

Leite pasteurizado (116/2012) — Estabilidadezextrato 4 dias a -20°C

Analitos Equacéo da reta R p-valor
LAS y = 0,0016x + 1,0214 0,0021 0,8657
MAD y = 0,0166x + 2,0302 0,1016 0,2290
MON y = 0,0089x + 2,1033 0,0144 0,6581
NAR y =0,017x + 0,8578 0,4342 0,0055
SAL y = 0,0094x + 2,1059 0,0805 0,2869
SEN y = 0,0043x + 2,218 0,0075 0,7504
NIG y = 1851,6x + 38707 0,4876 0,0026

Leite pasteurizado (116/2012) — Estabilidade extrato 3 dias a -20°C

Analitos Equacdo da reta R’ p-valor
NAR y = 0,0085x + 0,8653 0,1077 0,2737
NIG y = 1030,9x + 39432 0,1604 0,1750

Os dados do estudo de estabilidade para o extrato do leite cru foram
avaliados para 4 e 3 dias e o0 p-valor obtido para os coeficientes angulares do analito
MON foi menor do que 0,05, como pode ser observado na tabela 60, indicando
significancia estatistica.

Os resultados indicaram que embora 0os demais analitos tenham sido estaveis
nos extratos do leite cru, armazenados a -20°C por 4 dias, a MON néo foi estavel
nem por 3 dias e dessa forma, os extratos do leite cru devem ser evaporados e
ressuspensos no mesmo dia da andlise, ndo devendo ser armazenados para

posterior evaporacao.
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Tabela 60 - Dados da regresséo linear obtidos para os analitos alvo e o
padrdo interno no extrato na concentracdo de 1LMR/NM no leite cru
armazenados a -20°C por 4 e 3 dias

Leite cru (ABR2012-004) — Estabilidade extrato 4 dias a -20°C

Analitos Equacéo da reta R’ p-valor
LAS y =-0,0002x + 0,9777 9,69E-06 0,9909
MAD y =-0,0028x + 2,2794 0,0011 0,9009
MON y =-0,0443x + 2,332 0,5125 0,0018
NAR y =0,0133x + 0,934 0,0694 0,3242
SAL y = 0,0053x + 2,1406 0,0135 0,6686
SEN y =-0,012x + 2,2987 0,0485 0,4123
NIG y = 2503,6x + 48220 0,1523 0,1350

Leite cru (ABR2012-004) — Estabilidade extrato 3 dias a -20°C
Analitos Equacéo da reta R’ p-valor

MON y =-0,0452x + 2,3328 0,3756 0,0259

4.4 APLICACAO DO METODO VALIDADO PARA ANALISE DE AMOSTRAS DE
LEITE (PROJETO PILOTO DE MONITORAMENTO)

Foram analisadas 102 amostras de leite integral UHT comercializados na
regido metropolitana do Rio de Janeiro. A figura 29 apresenta o gréafico do
guantitativo das amostras de leite por estado de origem e pode-se observar que a

maior parte das amostras foi procedente da regido sudeste.

Figura 29 - Quantidade de amostras de leite por estado de
origem
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Do total de 102 amostras analisadas nenhuma apresentou residuos de LAS,
MAD, NAR, SAL e SEN.
Das 102 amostras, 14 amostras foram consideradas contaminadas pelo

antibiotico monensina, pois atenderam aos critérios de identificagdo/confirmacéo de
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acordo com a Decisdo 657/2002 (UNIAO EUROPEIA, 2002) descritas na sec¢&o
3.6.4 (razéo de ions de duas transicbes com S/N=3 de acordo com as tolerancias
aceitiveis e tempos de retencdo relativos dentro da janela de +2,5 %) e
apresentaram concentracfes superiores ao limite de deteccdo (LOD) do método
estabelecido na validacdo (0,06 pg/L). A amostra 176/2012 apresentou
concentragéo superior ao LOD de 0,06 pg/L e inferior ao LOQ de 0,1 pg/L. A figura
30 apresenta os cromatogramas da transicdo de quantificacdo e uma de
confirmacédo do analito monensina para esta amostra e também para uma amostra
de leite com concentragéo equivalente a 1 LMR, bem como uma amostra branca de
leite.

Figura 30 - Cromatogramas da transicdo de quantificacdo (a esquerda) e uma transicao de
confirmacéo (a direita) do analito MON referente a amostra 176/2012 (a), e também para uma
amostra de leite com concentracdo equivalente a 1 LMR (b), bem como para uma amostra
branca de leite (c)
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Sete amostras puderam ser quantificadas, uma vez que apresentaram
concentracfes maiores do que o limite de quantificacdo (LOQ) estimado na
validacdo (0,1 pg/L). As concentracBes estimadas foram bem inferiores ao LMR
recomendado pelo Codex Alimentarius (FAO; WHO, 2009a) de 2,0 ug/Kg. A figura
31 apresenta os cromatogramas da transicao de quantificacdo e uma transicao de

confirmacdo do analito monensina para a amostra 194/12 com concentracao



com concentracao equivalente a 1LMR e outra amostra branca de leite.

Figura 31 - Cromatogramas da transicdo de quantificacdo (a esquerda) e uma transicéo de
confirmacéo (a direita) do analito MON referente a amostra 194/2012 (a), e também para uma
amostra de leite com concentracdo equivalente a 1 LMR (b), bem como para uma amostra
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estimada de 0,4 pg/L, superior ao LOQ de 0,1 ug/L, além de uma amostra de leite
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A tabela 61 apresenta um resumo dos niveis de contaminacédo de ionoforos

poliéteres nas 102 amostras de leite UHT coletadas na regido metropolitana do Rio

de Janeiro, e de acordo com os dados apresentados, todas as amostras foram

consideradas conformes, pois nenhuma apresentou niveis de contaminacdo de

ionéforos poliéteres superiores aos recomendados pelo Codex Alimentarius (FAO;
WHO, 2009a) e pela Comunidade Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2009).
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Tabela 61 - Niveis de contaminagdo de ionéforos poliéteres em 102 amostras de leite UHT
coletadas na regido metropolitana do Rio de Janeiro
Frequéncia e niveis de contaminacéo

Concentrag&o (pg/L)

nas amostras AMostras Amostras

Analito n.d >L§ P >1LOQ e contaminadas conr}i(r)r;]es
.d. - . 0
(<LOD)  <LO <2L0Q >CCa Minimo Maximo (%) (%)

Q
LAS 102 0 0 0 - 0 0
MAD 102 0 0 0 - - 0 0
MON 88 7 7 0 0,11 0,37 14 0
NAR 102 0 0 0 - - 0 0
SAL 102 0 0 0 - 0 0
SEN 102 0 0 0 - 0 0

LOD = limite de deteccédo do método; LOQ = limite de quantificagdo do método.

E importante ressaltar que ndo foram encontrados relatos de monitoramento
de iondforos poliéteres em leite no Brasil e essa classe ainda néo esta incluida nos
programas de monitoramento em leite implementados pela Anvisa (PAMVet) e pelo
MAPA (PNCR). Ainda, o numero de publicagbes descrevendo resultados de
monitoramento em outros paises (China, Coreia, Espanha e Canada) € também
muito escasso (ZHAN et al. 2012; KIM et al. 2012; NEBOT et al. 2012b;
THOMPSON; NOOT; KENDALL, 2011).

Um artigo apresentado por Zhan et al. (2012) avaliou um nimero pequeno de
amostras de leite cru (20 amostras) coletadas em Ningbo, na China, empregando
um meétodo multi-residuo para 255 drogas veterinarias, incluindo os ionoforos
polieteres MAD, SAL, NAR e LAS. Nenhuma das quatro substancias foi detectada
nessas amostras.

Kim et al. (2012) analisaram 196 amostras, incluindo leite, frango e ovos,
comercializados em mercados locais da Coreia, apenas para o analito NAR. Para a
matriz leite ndo foi relatada contaminacdo por NAR. O limite de quantificacédo
estabelecido do método foi de 5 ng/g e portanto, 5 vezes superior ao NM
recomendado pela Comunidade Europeia, que é de 1,0 pg/Kg (UNIAO EUROPEIA,
2009). Segundo o artigo, na Coreia ndo ha LMR estabelecido para a NAR em leite.

Nebot et al. (2012b), a fim de verificarem a aplicabilidade do método
desenvolvido, avaliaram 100 amostras de leite cru coletadas em fazendas no
noroeste da Espanha e 15 amostras de leite compradas em supermercados locais.
Nenhuma das amostras apresentou contaminacao por ionéforos poliéteres acima
do LMR e NM estabelecidos.
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Thompson; Noot; Kendall (2011) avaliaram a presenca de LAS, MON, NAR e
SAL em 1072 amostras de leite cru de um laticinio em Alberta, no Canada. Nenhum
residuo de NAR e SAL foi constatado nas amostras, com base em um limite de
guantificacdo de 0,1 ng/g. LAS foi quantificada em apenas 1 amostra, a uma
concentragédo de 0,16 ng/g. A MON foi verificada em 736 das 1072 amostras
(68,7%), em concentragOes iguais ou superiores ao limite de quantificacdo de 0,1
ng/g. Este LOQ €é 100 vezes menor do que o LMR estabelecido pelo Canada de 10
ng/g para monensina no leite. Segundo os autores, outras amostras apresentaram
concentracfes inferiores ao limite de quantificacdo e atenderam aos critérios de
identificacdo, mas ndo foram consideradas na estatistica. Das 736 amostras
consideradas contaminadas, 685 apresentaram concentra¢cées de MON entre 0,10 e
0,29 ng/g.

Os resultados obtidos por Thompson; Noot; Kendall (2011) assemelham-se
aos obtidos neste estudo, pois o0s autores também nao detectaram residuos de NAR
e SAL e a LAS foi detectada em uma uUnica amostra, em baixa concentracédo. No
Canada, a LAS e a SAL sao autorizadas para uso como aditivo alimentar para o
gado, mas néo especificamente para o gado leiteiro em lactacdo. No Brasil, a LAS &
autorizada para uso como aditivo zootécnico em vacas em lactacdo e a SAL, como
no Canada, também é autorizada apenas para bovinos de corte. A NAR néo é
autorizada para uso em bovinos no Brasil e no Canada (BRASIL, 2008; HEALTH
CANADA, 2012).

Tanto no Brasil quanto no Canada a MON pode ser utilizada para o gado
leiteiro via aditivos zootécnicos, a fim de aumentar a eficiéncia de producao de leite,
0 que pode justificar a quantidade elevada de contaminacdo por MON (68,7%) nas
amostras de leite do estudo realizado no Canada (BRASIL, 2008; HEALTH
CANADA, 2012).

Neste trabalho 13,7% das amostras foram consideradas positivas para MON,
embora nenhuma tenha apresentado concentracdo acima do LMR. Cabe ressaltar
gue as amostras de leite analisadas neste trabalho séo tratadas termicamente pelo
processo UHT, além de serem padronizadas a 3% de gordura. Como observado no
ensaio de robustez na validacdo, a MON é termicamente sensivel e potencialmente
sujeita a sofrer degradacédo durante processamentos térmicos. Além disso, o efeito

de diluicdo que ocorre nas usinas de beneficiamento, onde mais de 6.000 litros de
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leite por dia séo recebidos e misturados de diversos produtores podem contribuir na

diluicdo destes residuos em relacdo a concentracdo no leite cru (Simido et al., 2009).
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5 CONCLUSAO

O procedimento de preparo de amostra empregando o método QUEChERS
mostrou-se adequado para a extracao de seis ionéforos poliéteres em leite. Como
principais vantagens, o método de extracdo é rapido, de facil execucéo e apresenta
consumo de reagentes e solventes relativamente baixos, o que o torna adequado
para analises de rotina.

Um dos diferenciais do método validado é a sua aplicabilidade a diferentes
tipos de leites processados (pasteurizado, UHT e em po), além do leite cru.

A recuperacao global variou de 92,8 a 112,7% e os desvios padrao relativos
foram inferiores a 16% em condicfes de preciséo intermediaria. Os valores de CCa
calculados néo ultrapassaram 20% do Limite Maximo de Residuo (LMR) para a
monensina e 25% dos Niveis Maximos (NM) para as demais substancias. Os limites
de deteccdo estimados variaram de 0,03 pg/L a 0,4 pg/L e os limites de
guantificacdo de 0,07 pg/L a 0,9 pg/L para a salinomicina e maduramicina,
respectivamente.

O método demonstrou ser apto para o uso pretendido, uma vez que 0S
resultados dos parametros de validacdo atenderam aos critérios preconizados na
area de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos e adequado para a
determinacdo de residuos de lasalocida, maduramicina, monensina, narasina,
salinomicina e senduramicina em leite, para fins de avaliacdo da conformidade de
amostras em relacdo aos limites recomendados pelo Codex Alimentarius e pela
Comunidade Europeia.

O meétodo validado foi mais exato em relacdo a todos os métodos
identificados na literatura para determinacao de residuos de ionéforos poliéteres em
leite. E importante ressaltar, que no presente trabalho diferentes tipos de matriz,
incluindo leite cru e processados foram empregadas e portanto, foi considerada uma
maior variabilidade amostral em relacdo aos outros trabalhos que utilizaram, em sua
maioria, apenas um tipo de matriz leite em suas validacdes.

O método foi aplicado em analises de amostras de leite integral UHT
coletadas na regido metropolitana do Rio de Janeiro. Os resultados do
monitoramento mostraram que somente residuos de monensina puderam ser
detectados. Das 102 amostras analisadas, 7 continham residuos do antibiético

monensina em concentracdes superiores ao limite de detecgdo (LOD). Outras 7
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amostras apresentaram concentracdes maiores do que o limite de quantificacao
(LOQ), porém a concentracdo mais alta encontrada foi de 0,37 ng/mL, que equivale
a aproximadamente 3/8 do LMR de 2,0 pg/Kg recomendado pelo Codex
Alimentarius.

Esses resultados indicam que ndo hé indicios de emprego das substancias
nao autorizadas (MAD, NAR, SAL e SEN) em vacas lactentes, no universo
estudado, pois nenhum destes farmacos foi encontrado. A monensina, muito
provavelmente, é o ionoforo poliéter autorizado mais utilizado em vacas leiteiras,
uma vez que a LAS, a outra substancia autorizada nesses animais, ndo foi
encontrada em nenhuma das amostras.

As amostras de leite analisadas foram tratadas termicamente pelo processo
UHT e padronizadas a 3% de gordura. Como observado no ensaio de robustez na
validacdo, a MON é termicamente sensivel e potencialmente sujeita a sofrer
degradacao durante processamentos térmicos. Além disso, o efeito de diluicdo que
ocorre nas usinas de beneficiamento, onde milhares de litros de leite por dia sao
recebidos e misturados de diversos produtores podem contribuir na diluicdo destes
residuos em relacdo a concentracdo no leite cru. O conjunto destes fatores pode
acarretar na degradacao/diluicio desses residuos presentes no leite cru e
consequentemente na diminuicdo da concentracdo quando comparados ao leite nao
processado.

E importante ressaltar que n&o foram encontrados relatos de monitoramento
de ionoforos poliéteres em leite no pais e essa classe ainda néo esta incluida nos
programas de monitoramento em leite implementados pela Anvisa (PAMVet) e pelo
MAPA (PNCR). Portanto, este trabalho apresenta dados inéditos no Brasil sobre a
ocorréncia de residuos de iondéforos poliéteres neste produto de origem animal.
Também nédo foram identificados dados de monitoramento em leites processados
em outros paises, 0 que torna o presente trabalho inédito tanto no ambito nacional
guanto internacional.

Um monitoramento futuro em leites em po, pasteurizado e cru podera ser
realizado pelo laboratério de controle de qualidade do INCQS, a fim de gerar mais
dados de ocorréncia e possibilitar uma futura avaliacdo da exposi¢cdo, dando
subsidios a uma analise de risco, além de verificar o atendimento as boas praticas
veterindrias. Se esses medicamentos veterinarios ndo forem administrados de

acordo com as recomendacdes de uso e dosagens preconizadas pelo fabricante
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podem causar a presenca de residuos acima dos limites recomendados pelo Codex
Alimentarius e pela Comunidade Europeia, tornando o leite impréprio para o
consumo. Ainda, € importante ressaltar que na avaliacdo de risco sao considerados
valores de consumo dos alimentos e um peso corporal de 60 kg. Este célculo nédo é
compativel a criancas, pois estas possuem uma taxa de ingestdo de alimentos por
peso corpéreo maior do que os adultos, o que pode submeter essa faixa da
populacdo a um maior risco.

As informacdes geradas sao importantes para que se recomendem medidas
preventivas de alcance em toda a cadeia produtiva, a fim de promover e proteger a

saude da populacéo, conforme a missao da Vigilancia Sanitaria.

6 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Sugerir a inclusédo da classe dos antimicrobianos ionoforos poliéteres em leite
nos programas de monitoramento em vigor no pais;

e Solicitar extensdo de escopo da acreditacdo pela Norma ABNT NBR ISO/IEC
17025:2005 do Laboratério de Residuos de Medicamentos Veterinarios —
INCQS.
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