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EVALUATION OF DIFFERENT EXTRACTION METHODS FOR IDENTIFICATION OF MACROLIDES RESIDUES IN MEAT-
BASED CANNED BABY FOOD BY LIQUID CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS SPECTROMETRY (LC-MS/MS). The
interest in a better quality of life raised the concern about food safety. The administration of veterinary drugs in livestock may lead
the occurrence of residues in food that may be harmful to consumers. Processed products are being consumed more and more, which
increases concern for the safety of infants and children because they are more susceptible physiologically. Among these products stand
out canned baby foods, defined by Ordinance 34/1998 issued by Brazilian Ministry of Health. Eggs and meat-based salty products
for infants and children, legally designated as soups, fit into this definition and can not contain residues of hormones, antibiotics, as
well as other pharmacologically active substances. Several techniques are used as identification and confirmatory assays of veterinary
drug residues in food, although the main used technique is liquid chromatography — tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The
aim of this work was to make a comparative assessment between different extraction methods in order to establish the best condition
within the tested ones for the identification of macrolide residues in meat-based canned baby food by LC-MS/MS. A simple and
effective extraction method, with good recoveries (65-93%) and satisfactory relative standard deviations (0.4-11%), was achieved

using QUEChERS procedure for sample preparation.
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INTRODUCAO

Nos dias de hoje € cada vez maior a preocupagdo com a seguranga
dos alimentos, sobretudo devido a busca da sociedade por uma melhor
qualidade de vida.! Sabe-se que os medicamentos veterindrios ocupam
papel significativo no incremento da produgio no setor pecudrio.
Entretanto, a contaminag¢do quimica devido a essa utilizacdo pode se
tornar um grande problema para a satde dos consumidores devido
a presenga dos residuos de medicamentos veterindrios, definidos
como todos 0s compostos ou seus metabdlitos presentes em qualquer
porg¢do comestivel de um produto de origem animal.** Diversos 6r-
gdos de regulamentagdo estabelecem Limites Maximos de Residuos
(LMR) permitidos para alimentos. Concentra¢des acima desses LMR
para substancias autorizadas e a presenca de substincias proibidas
podem elevar as chances do desenvolvimento de reagdes alérgicas,
discrasias sanguineas e carcinogenicidade nos consumidores. Além
disso, no caso dos antimicrobianos, mesmo concentragdes abaixo
desses limites podem induzir o surgimento de bactérias resistentes.’
Ressalta-se que os efeitos prejudiciais a satide anteriormente citados
podem ser ainda mais pronunciados em lactentes (criangas de zero a
doze meses incompletos) e criangas de primeira infancia (criangas de
um a trés anos),® tanto por serem mais suscetiveis fisiologicamente,
quanto por estarem, proporcionalmente, mais expostos aos alimentos
do que adultos, levando-se em consideragdo a taxa de consumo por
unidade de peso.” Inseridos no contexto dos antimicrobianos de uso
veterindrio, os macrolideos se destacam devido a sua ampla utiliza-
¢do na pecudria no tratamento de micoplasmose, doenga digestiva
hemorragica, infec¢des respiratdrias e abscessos hepaticos, e por
serem classificados como criticamente importantes para a indugao
do surgimento de bactérias resistentes pela Organizacdo Mundial da
Saide e Organizacdo Mundial de Saide Animal.*® Os macrolideos
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se caracterizam por apresentarem em suas estruturas quimicas um
anel lactona macrociclico contendo 14 (eritromicina, roxitromicina,
claritromicina, oleandomicina e troleandomicina), 15 (azitromicina)
ou 16 (espiramicina, tilosina e tilmicosina) dtomos de carbono, com
moléculas de agticares ligadas por ligacoes glicosidicas.!” A Figura 1
apresenta as estruturas quimicas da tilosina e da espiramicina,
respectivamente, dois dos principais macrolideos empregados na
medicina veterindria.

Figura 1. Estrutura quimica de dois dos principais macrolideos empregados
na medicina veterindria. (a) tilosina, (b) espiramicina'

Quanto a regulac@o de residuos em alimentos infantis, especifi-
camente em alimentos de transi¢io, ou seja, aqueles industrializados
utilizados como complemento do leite materno e que tem como ob-
jetivo promover uma adaptagio progressiva aos alimentos comuns,
a Portaria n° 34 de 1998 explicita que ndo ¢ admissivel a presenca
de residuos de hormonios, antibidticos, bem como residuos de subs-
tancias farmacologicamente ativas em tais produtos. Enquadram-se
nessa defini¢do os alimentos utilizados como refei¢des salgadas a
base de carnes e ovos para lactentes e criangas de primeira infancia,
legalmente designados como sopinhas.® A aplicac@o do conceito de
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tolerancia zero exige que sejam empregados nas andlises métodos com
alta sensibilidade e, devido a complexidade e variedade das matrizes
desses alimentos, um processo adequado de extragdo das amostras
se faz necessario.'” As principais dificuldades analiticas na analise
de residuos como, por exemplo, os baixos niveis de concentracio e
o grande nimero de substancias pesquisadas podem ser superados
com o emprego da técnica analitica adequada, em que se destaca a
cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massas sequen-
cial (LC-MS/MS)." Entretanto, uma matriz tdo complexa, como as
sopinhas, requer procedimentos de preparo de amostras apropriados
que garantam a desproteinizagdo, a remogao de gordura e acticares e
a extragdo dos farmacos, evitando interferéncias da matriz na analise
e permitindo a aplicagdo da legislacdo relativa a esses alimentos.'*!4
Além disso, a combinacio entre uma técnica de extragdo simples
e o uso da LC-MS/MS possibilita que o método seja mais rapido
e econdmico que outros.” Nesse contexto, o método QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged Safe) para extragdo e limpeza
de extratos atraiu grande interesse nos tltimos anos. Originalmente
baseado na extragdo/particdo prévia da amostra utilizando acetoni-
trila, sulfato de magnésio e cloreto de sddio com posterior etapa de
limpeza empregando extracdo por fase sélida dispersiva combinando
amina primdria e secunddria e sulfato de magnésio."” Este método
apresenta vantagens sobre métodos tradicionais de preparo de amostra
por proporcionar altos percentuais de recuperaciio para um grande
nimero de substancias de diferentes polaridades e volatilidades. Além
disso, permite a realizacio de determinagdes rdpidas com pequenos
volumes de solventes e pode ser realizado por um tinico analista, sem a
necessidade de utilizagdo de muitos materiais e equipamentos.' Pelas
vantagens e nimero de estudos que o utilizam pode-se afirmar que
o método QuEChERS representa o estado da arte na determinacado
multirresiduos em alimentos.!” Embora ainda em pequeno nimero,
pesquisas mostraram ser possivel a determinagdo com sucesso de
diversos medicamentos veterindrios em alimentos de transi¢do por
LC-MS.™'® O objetivo desse trabalho foi realizar uma avalia¢do
comparativa entre diferentes métodos de extragdo, com o intuito de
se estabelecer a melhor condic@o entre os testados, para a obten¢ao
de um método qualitativo de identificagdo de residuos de macrolideos
em alimentos industrializados a base de carne por LC-MS/MS.

PARTE EXPERIMENTAL
Amostras

As amostras dos alimentos infantis (sopas) foram adquiridas em
redes de supermercados e farmdcias da cidade do Rio de Janeiro e
armazenadas em temperatura ambiente.

Padroes e reagentes

Os padrdes analiticos de estearato de eritromicina (ERI), tarta-
rato de tilosina (TIL) e troleandomicina (TROL) foram obtidos da
Farmacopeia Americana (Rockville, EUA). Com excecdo da TROL
(83% de pureza) as substancias possuiam purezas maiores que 99%.
A espiramicina (ESPI) foi adquirida da Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA) e possuia pureza de 87,7%. A claritromicina (CLA) (100% de
pureza) foi obtida da Farmacopeia Brasileira (Santa Maria, Brasil).
A oleandomicina (OLE), a tilmicosina (TILM) e a roxitromicina
(ROX), todas como purezas superiores a 96,5%, foram adquiridas
da Dr. Ehrenstorfer (Augsburg, Alemanha), sendo a ROX escolhida
como padrdo interno. Os reagentes acetato de sédio anidro (NaOAc),
acetonitrila (ACN) para cromatografia a liquido, ACN para LC-MS,
acido acético (HOAc), 4cido férmico (FOA), carbonato de potdssio
(K,CO,), cloreto de sédio (NaCl), sulfato de magnésio (MgSO,) e
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sulfato de sédio (Na,SO,) foram adquiridos da Merck (Darmstadt,
Alemanha) e possuiam purezas superiores a 99% com excec¢ao do
FOA (98-100%). O metanol (MeOH) para cromatografia a liquido foi
obtido na J. T. Baker (Phillipsburg, EUA) e possuia pureza superior a
99,8%. A amina primdria e secunddria (PSA) foi adquirida da Agilent
Technologies (Santa Clara, EUA) e possuia pureza superior a 99%.
A 4gua purificada tipo I foi obtida por sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, EUA).

Solucdes estoque e intermediérias

Cada padrdo foi pesado e solubilizado em MeOH a fim de se obter
solucdes padrdo estoques com concentracdes de aproximadamente
1000 pg mL!. As solucdes foram transferidas para microtubos e
armazenadas em temperaturas inferiores a -70 °C. Para a fortificaciio
das amostras foram preparadas solu¢des padrdo intermedidrias con-
tendo um mix dos analitos a partir das solucdes padrao estoques. As
solucdes foram preparadas visando atingir concentracdes finais dos
extratos iguais em todos os métodos. As concentracdes das solucdes
padrdo intermedidrias encontram-se descritas na Tabela 1.

Tabela 1. Concentragdes, em ug mL"', das solugdes padrio intermedidrias
utilizadas nos experimentos

< ~ . o Concentragio
Solugdes padrao intermedidrias
oep (ug mL™)

Padrdo interno 200

(fortificac@o antes da extra¢do — todos os métodos) ’
Mix de macrolideos 200

(fortificac@o antes da extracdo — todos os métodos) ’
Mix de macrolideos 1.50

(fortificacdo ap0s a extragdo — métodos 1, 2, 3,4, 6 ¢ 8) ’
Mix de macrolideos 1.20

(fortificacdo apds a extragdo — método 5) ’
Mix de macrolideos 3.00

(fortificacdo apds a extragdo — método 7)

Instrumentaciao LC-MS/MS

A separagdo cromatogréfica foi realizada utilizando um
Cromatégrafo a Liquido de Alta Eficiéncia, modelo Prominence
(Shimadzu, Kyoto, Japao) com médulo de aquecimento para coluna
cromatografica e dispositivo de resfriamento de amostra. A separacio
das substéncias foi realizada com coluna cromatogréfica Pursuit® C18
(Agilent Technologies, Amsterda, Holanda) (2,0 x 100 mm, 3 um de
tamanho de particula) equipada com coluna de guarda Pursuit® C18
(Agilent Technologies, Amsterdd, Holanda) e temperatura do forno
de 35 °C. A fase mével utilizada foi 0,1% (v/v) de FOA em édgua
(fase A), 0,1% (v/v) de FOA em acetonitrila (fase B) e 0,1% (v/v)
de FOA em metanol (fase C). A elui¢do do gradiente foi: 41% de A e
59% de C até 4 min (fluxo de 0,25 mL min™'); 50% de B € 50% de C
em 4,10 min, com manuten¢éo até 10 min (fluxo de 0,30 mL min™);
41% de A de 59% de C em 10,10 min, com manutengdo até 14 min
(fluxo de 0,30 mL min™) e restabelecimento do gradiente inicial com
41% de A de 59% de C em 14,10 min, com manutengdo até 16 min
(fluxo de 0,25 mL min!), resultando em uma corrida total de 16 min.
O volume de injecdo foi de 25 pL e as inje¢des foram efetuadas em
duplicata. A detec¢do foi realizada em espectrdmetro de massas
sequencial triplo quadrupolo API 5000 (Applied Biosystems/MDS
Sciex, CA, EUA), com interface eletrospray trabalhando no modo
de ionizagdo positivo. Os pardmetros espectrométricos foram: tem-
peratura da fonte TurbolonSpray = 550 °C; voltagem do potencial
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de entrada = 10 V; voltagem do ionspray = 5000 V; voltagem do
detector = 2300 V; voltagem do defletor = -100 V. Nitrogénio foi
aplicado como gés de nebulizacdo (50 psi), secagem (55 psi), cortina
(10 psi) e colisdo (4 psi). O dwell time foi definido como 30 ms. A
avaliacdo dos dados foi realizada com auxilio do software Analyst®
V1.4.2. As condigdes de monitoramento de reagdes muiltiplas (MRM)
encontram-se descritas na Tabela 2.

Métodos para extracio das amostras

Fortificagdo das amostras antes e apos o processo de extragcdo
para avalia¢do da recuperacdo

A fortificag@o inicial da amostra seguiu 0 mesmo processo em
todos os métodos. Pesou-se 2 g da amostra em 4 tubos de centrifu-
ga de 50 mL distintos, os quais foram identificados como amostra
controle conforme fortificada com padrao interno (ACCPI), amostra
controle ndo conforme com fortificacéo no final (ACNCFF), amostra
controle ndo conforme 1 (ACNC1) e amostra controle ndo confor-
me 2 (ACNC2). Um tubo de centrifuga de 50 mL para avaliacio
dos reagentes foi identificado como amostra controle branco de
reagentes (ACBR). Aos tubos da ACBR e da ACNCFF foram adi-
cionados 100 uL de MeOH. A ACCPI foi fortificada com 75 pL de
MeOH e 25 uL da solugdo intermedidria do padrao interno (ROX)
a2 pg mL'. A ACNC1 e ACNC?2 foram fortificadas com 50 pL de
MeOH, 25 uL da solugdo intermedidria do padréo interno e 25 uL
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da solucdo intermedidria do mix de macrolideos para fortifica¢do da
amostra no inicio do processo de extracao a 2 ug mL"!. Apés agitagio
em vortex por 10 s os tubos foram mantidos em repouso por 10 min.
Meétodos distintos de extracio foram testados (métodos 1 a 8). Apds
0s processos de extracao, retirou-se 250 puL. de sobrenadante de cada
um dos tubos, transferiu-se para tubos de centrifuga de 15 mL e
evaporou-se até a secura sob fluxo de N,, a temperatura maxima de
47 °C. Ressuspendeu-se o extrato seco da ACBR, ACCPI, ACNCl1 e
ACNC2 com 1 mL de MeOH:H,O (65:35, v/v), agitou-se em vortex
por 15 s e filtrou-se a solu¢@o com filtro de PVDF de 0,22 um para um
vial. Nos métodos identificados como 1,2, 3,4, 6 e 8, paralelamente,
ressuspendeu-se o extrato seco da ACNCFF com 1 mL da solucéo
padrdo intermedidria com mix de macrolideos para fortificacdo da
amostra apds processo de extragdo, agitou-se em vortex por 15 s e
filtrou-se a solu¢do com filtro de PVDF de 0,22 um para um vial. O
mesmo procedimento foi adotado para os extratos secos da ACNCFF
dos métodos 5 e 7, entretanto a fortificagdo da mesma foi realizada
com 1 mL das solugdes padrdes intermedidrias com mix de macro-
lideos para fortificagdo da amostra apds o processo de extragdo com
as concentragdes especificas para esses métodos.

Procedimentos de extracio

Os métodos descritos como 1, 2, 3, 4 ¢ 8 foram baseados em
ensaios desenvolvidos previamente no laboratério,'*** enquanto os

Tabela 2. Condig¢des de fragmentac@o para identificacdo dos residuos de macrolideos por LC-MS/MS

A P Mass? - fon precursor fon produto ) . |
Substancia ITon precursor monm(s;))toplca (m/z) (m/2) DP CE CXP
158,2 35 16
CLA [CLA+H]* 748,500 748.5 590,2 146 25 20
116,1 49 16
158,2 41 14
ERI [ERI+H]* 733,924 734.5 576,2 171 23 18
116,0 51 14
174,0 29 30
ESPI [ESPI+2H]* 843,050 4223 144,9 126 19 22
540,2 15 10
158,2 35 20
OLE [OLE+H]* 687,856 688,3 5444 136 21 18
116,3 55 14
158,0 21 22
ROX [ROX+2H]* 837,043 4194 116,0 86 33 20
5735 13 18
174,1 49 18
TIL [TIL+H]* 916,097 916,6 7724 226 39 24
156,1 61 22
174,0 33 22
TILM [TILM+2H]* 868,566 4353 695,6 106 19 22
126,1 49 26
158,1 37 16
TROL [TROL-ACETIL]* 813,966 7724 586,2 146 25 20
116,0 57 20

a: Considerando as massas atdmicas exatas dos is6topos mais abundantes; b: Declustering Potential (V); c: Collision Energy (eV); d: Collision Exit Potential (V).
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métodos 5, 6 e 7 basearam-se em métodos descritos por diversos
autores, selecionados apds levantamento bibliografico.'8”*

Método 1: ACN

Adicionou-se a todos os tubos duas por¢des de 4 mL de ACN, com
agitacdo por 1 min no agitador multiplo ap6s a adi¢io de cada porgao.
Agitou-se os tubos na mesa agitadora por 20 min, em velocidade de
240 rpm, e centrifugou-se a 4 °C, 5000 rpm, por 5 min.

Meétodo 2: ACN + 0,2 g de NaOAc + 0,8 g de MgSO, (QuEChERS)

Adicionou-se a todos os tubos duas por¢des de 4 mL de ACN,
com agitag@o por 1 min no agitador miltiplo apds a adi¢do de cada
por¢do. Adicionou-se a cada tubo 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de MgSO,.
Agitou-se por 1 min no agitador multiplo e centrifugou-se a 4 °C,
5000 rpm, por 5 min.

Método 3: 0,1% (v/v) de FOA em ACN + 0,2 g de NaOAC + 0,8 g
de MgSO, (QuEChERS)

Adicionou-se a todos os tubos duas por¢des de 4 mL de 0,1%
(v/v) de FOA em ACN, com agitacio por 1 min no agitador mdltiplo
apos a adicdo de cada por¢do. Adicionou-se a cada tubo 0,2 g de
NaOAc e 0,8 g de MgSO,. Agitou-se por 1 min no agitador miltiplo
e centrifugou-se a 4 °C, 5000 rpm, por 5 min.

Método 4: ACN + 0,2 g de NaOAC + 0,8 g de MgSO, + 200 mg de
PSA (QUEChERS)

Adicionou-se a todos os tubos duas por¢des de 4 mL de ACN,
com agitag@o por 1 min no agitador mdltiplo apds a adi¢do de cada
porcao. Adicionou-se a cada tubo 0,2 g de NaOAc e 0,8 g de MgSO,.
Agitou-se os tubos na mesa agitadora por 20 min, em velocidade de
240 rpm, e centrifugou-se a 4 °C, 5000 rpm, por 5 min. Para a limpeza
dos extratos, de cada um dos tubos transferiu-se 2 mL do sobrena-
dante para tubos de centrifuga de 15 mL distintos contendo 200 mg
de PSA. Agitou-se por 1 min no agitador multiplo e centrifugou-se
a4 °C, 5000 rpm por 5 min.

Método 5: 1% (v/v) de FOA em ACN

Adicionou-se 2 mL de H,O aos tubos e agitou-se por 15 s.
Posteriormente adicionou-se a todos os tubos duas por¢des de 4 mL
de 1% (v/v) de FOA em ACN, com agita¢do por 1 min no agitador
miltiplo apés a adicdo de cada por¢do. Agitou-se os tubos na mesa
agitadora por 20 min, em velocidade de 240 rpm, e centrifugou-se a
4 °C, 5000 rpm, por 5 min.

Método 6: 1% (v/v) de HOAc em ACN + 0,2 g de NaOAc + 0,8 g
de MgSO, (QuEChERS)

Adicionou-se a todos os tubos duas por¢des de 4 mL de 1% (v/v)
de HOAc em ACN, com agitagdo por 1 min no agitador miiltiplo
apos a adicdo de cada por¢do. Adicionou-se a cada tubo 0,2 g de
NaOAc e 0,8 g de MgSO,. Agitou-se por 1 min no agitador multiplo
e centrifugou-se a 4 °C, 5000 rpm, por 5 min.

Meétodo 7: 1% (v/v) de HOAc em H,O:ACN (16:84, v/v) + 2,4 g de
Na,S0, + 0,58 g de NaOAc (QuEChERS)

Adicionou-se a todos os tubos duas por¢des de 2 mL de 1% (v/v)
de HOAc em H,0:ACN (16:84, v/v), com agita¢do por 1 min no
agitador multiplo ap6s a adi¢@o de cada por¢do. Adicionou-se a cada
tubo 2,4 g de Na,SO, e 0,58 g de NaOAc anidro. Agitou-se por 1 min
no agitador multiplo e centrifugou-se a 4 °C, 5000 rpm, por 5 min.

Método 8: ACN + 0,8 g de Na,SO, + 0,2 g de NaCl + 0,4 g de
K,CO; (QUEChERS)
Adicionou-se a todos os tubos duas por¢des de 4 mL de ACN, com
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agitacdo por 1 min no agitador miltiplo ap6s a adigdo de cada porgao.
Adicionou-se a cada tubo 0,8 g de Na,SO,, 0,2 g de NaCl e 0,4 g de
K,CO,. Agitou-se por 1 min no agitador mdltiplo e centrifugou-se a
4 °C, 5000 rpm, por 5 min.

Avaliacdo dos métodos

Os métodos com melhores recuperacdes globais (Rglobal) dos
analitos e menores desvios padrdes relativos (RSD) foram seleciona-
dos. Para os cdlculos da Rglobal e do RSD, primeiramente calculou-
-se os desvios padrdes relativos entre as injecdes (equacdo 1) e a
recuperagdo (equagdo 2) de cada substancia.

s (1* e 2% injecdo) "

RSDinj(%) = —————
X (1* e 2* injecdo)

100 (1)

onde: s (1* e 2% inje¢@o) € o desvio padrdo entre a drea obtida na
integracdo do pico da substancia na primeira injecdo da ACNC (ou
ACNCEFF) e a drea obtida na integra¢do do pico da substancia na
segunda inje¢do da ACNC (ou ACNCFF); X (1* e 2* injecdio) € a
média entre a drea obtida na integrac¢@o do pico da substancia na pri-
meira inje¢do da ACNC (ou ACNCFF) e a drea obtida na integracio
do pico da substancia na segunda inje¢do da ACNC (ou ACNCFF).

X ACNC (1* e 2* injegdo)

R(%) = =
%) = ACNCFF (1* ¢ 2* injegio)

x100 )

onde: X ACNC (1* e 2° inje¢do) € a média entre a drea obtida na
integracdo do pico da substincia na primeira inje¢do da ACNC1 (ou
ACNC2) e a drea obtida na integracao do pico da substincia na se-
gunda injecdo da ACNC1 (ou ACNC2); X ACNCEF (1* ¢ 2* injeciio)
¢ a média entre a drea obtida na integracio do pico da substincia na
primeira injecio da ACNCFF e a drea obtida na integragdo do pico
da substancia na segunda injecdo da ACNCFE.

As Rglobal (equacdo 3) e os RSD (equacgio 4) foram calculados
segundo as equacdes 3 e 4:

Rglobal(%) =X R% ACNCI e ACNC2 3)

s (R% ACNCI e R% ACNC2)
Rglobal

RSD(%) = x100 4)

onde: X R% ACNCI1 e ACNC2 ¢ a média entre a recuperagio da
ACNCI1 e da ACNC2; s (R% ACNCI1 e R% ACNC2) é o desvio
padrdo entre a recuperacdo da ACNC1 e da ACNC2.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacdo comparativa dos métodos de extracio

Os alimentos infantis industrializados (sopas) a base de carnes
sd0 matrizes complexas, com alto teor de proteinas, lipideos e tam-
bém de carboidratos quando legumes estao presentes na formulagao.
Portanto, sdo necessarias etapas de limpeza das amostras antes da
identificacdo dos analitos por LC-MS/MS. Os métodos se diferen-
ciaram basicamente pelos solventes e sais utilizados para a extragao,
os quais estdo descritos na Tabela 3.

A ACN foi empregada, pura ou em mistura, em todos os métodos
por ser reconhecidamente um solvente utilizado para a precipitacdo de
proteinas.'” As Rglobal e os RSD dos métodos de 1 a 8 encontram-se
nas Figuras 2 e 3 respectivamente.

O conhecimento das propriedades fisico-quimicas das moléculas
¢ fundamental para prever e explicar seus comportamentos frente as
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Tabela 3. Solventes e sais empregados em cada método de extracdo e limpeza do extrato
Solventes e sais
0,1% FOA 1% FOA 1% HOAc 1%
ACN  NaOAc  MgSO, 7 ‘ PSA ‘ HOAcem Na,SO,  NaCl K,CO,
emACN em ACN em ACN
H,0:ACN
1
2
3
4
Métodos
5
6
7
8
dos analitos pesquisados ligam-se fortemente a proteinas, tais como a
eritromicina (95%) e roxitromicina (96%), a utilizagio de solventes
acidificados pode favorecer a recuperagdo. Entretanto, a presenca de
BHEtodn 1 co-extrativos na fase organica obtida no processo de extragdo em meio
@ Método 2 acido pode ocasionar um aumento do efeito de matriz, identificado
9 B Método 3 muitas vezes pela pouca repetibilidade dos resultados de aliquotas
z B Método 4 verdadeiras ou de replicatas de inje¢do.
= EMétodo 5 O método 1, que baseia sua extracio unicamente na ACN, apre-
—— sentou valores intermedidrios de Rglobal (71-83%) e valores de RSD
e de no méximo 7%. No método 35, a acidificagdo da ACN com 1%
R.Metoda 7 (v/v) de FOA proporcionou um aumento da Rglobal para todos os
5.0 B Método 8 analitos, com excecdo da ROX, cuja recuperagdo manteve-se inalte-

TIL ESPI TROL OLE ROX ERI TILM CLA
Analitos

Figura 2. Rglobal(%) dos analitos nos métodos 1, 2, 3,4, 5,6, 7 ¢ 8

30
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& Método 2

B Método 3

W Método 4

B Método 5

@ Método 6
Método 7

B Método 8

TIL ESPI TROL OLE ROX ERI TILM CLA
Analitos
Figura 3. Desvio padrdo relativo, RSD(%), entre ACNC1 e ACNC2 nos
métodos 1, 2, 3,4, 5,6, 7¢8

diferentes condicdes de extracdo. Quimicamente, os macrolideos
apresentam em geral pKaentre 7,1 € 9,9, tendo propriedades de bases
fracas lipofilicas e alguns sdo sensiveis ao pH baixo sofrendo degra-
dacdo em condigdes dcidas.'”Embora os valores de pKa > 7 e do lo-
garitmo do coeficiente de particio logP > 2 dos macrolideos indiquem
que a extragdo dessas substancias em meio dcido nio seja favorecida,
por estarem na forma de cdtions hidrofilicos, devido a protonagao
dos grupamentos amino (Figura 2), alguns autores empregaram com
sucesso acetonitrila ou misturas de acetonitrila e dgua adicionadas
de dcido férmico ou dcido acético, com ou sem adi¢do de sais, para
extrair esses antimicrobianos de alimentos infantis.”8?* Os dcidos sdo
geralmente utilizados para competir com o complexo analito-proteina,
resultando em um aumento da recuperac@o. Considerando que alguns

rada. Entretanto, ocorreu aumento nos RSD para TIL, OLE, ROX,
TILM, CLA e ESPI, substincia que apresentou considerdvel elevacio
do RSD, de 3% no método 1 para 13% no método 5.

A parti¢do de um analito entre uma fase aquosa e outra orga-
nica, com a adicdo de sais para promogdo do efeito de salting-out,
fundamento bésico do método de extragio QUEChERS, depende da
estrutura da molécula, da distribuicdo das microespécies em funcgio
do pH, a partir dos valores de pKa dos grupamentos ionizdveis, e das
mudancas na solubilidade de acordo com a for¢a idnica. Os perfis dos
logaritmos dos coeficientes de distribui¢ao (logD) versus valores de
pH dos analitos estudados indicam que valores de logD > 0, corres-
pondentes a lipofilia, com favorecimento da particdo na fase organica,
sdo alcangados a partir de pH 4,9 (TIL) a 7,1 (ESPI), sendo que para
TROL logD > 0 para todo o intervalo de pH.!! Isso indica que, exceto
paraa TROL, que independe do pH, em valores de pH mais elevados
a recuperacdo seria favorecida. A utilizagao dos sais secantes sulfato
de magnésio e sulfato de sédio diminuem a quantidade de dgua na
fase orgénica e os sais acetato de sddio, cloreto de sédio e carbonato
de potdssio promovem o efeito salting-out em diferentes valores de
pH, reduzindo a solubilidade dos analitos na fase aquosa, com a
obtencdo de maiores percentuais de recuperagdo na fase organica.

Ao se avaliar o método 2, cuja diferenca para o método 1 € o
emprego dos sais NaOAc e MgSO,, pode-se observar um aumento
consideravel na Rglobal dos analitos, exceto para OLE, cuja recupe-
racdo se manteve semelhante, e uma diminuigao dos valores dos RSD
para praticamente todos os analitos, com exce¢do da ESPI, cujo RSD
atingiu o valor de 19%. Por ter apresentado excelentes resultados foi
proposta uma etapa de limpeza ao método 2 com emprego de PSA,
dando origem ao método 4. Tal método, apesar da etapa de purifica-
¢do, se mostrou inadequado, com a reducdo acentuada da Rglobal
para TIL e ESPI, com grande aumento dos RSD para essas substan-
cias. TIL e ESPI, por serem os macrolideos menos lipofilicos e mais
polares dos estudados (logP 2,32 e 2,5, respectivamente), sofreram
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maior retencdo pelo PSA, conhecido como quelante de agtcares,
dcidos graxos e outras substancias polares de amostras complexas.

Ainda em comparagao com o método 2, desenvolveu-se o método
3, cuja diferenca foi a acidificagdo da ACN com 0,1% (v/v) de FOA.
Excelentes resultados foram obtidos tanto para os RSD quanto para
as Rglobal, sendo a TILM o tnico analito a apresentar diminui¢ao
da Rglobal (65%). Com rela¢do ao método 7, baseado na extragio
com 1% (v/v) de HOAc em H,0:ACN, NaOAc e Na,SO,, 0 mesmo
ndo se apresentou adequado, visto que as Rglobal ficaram acima de
107% para todas as substancias analisadas, embora os RSD tenham
apresentado valores < 5%. Considerando que logP > 0 para todos
os analitos pesquisados, a adi¢do de dgua a acetonitrila ndo se fez
necessdria para uma extracio eficiente desses antimicrobianos, e
ainda promoveu a extragdo de co-extrativos polares responsdveis
pelo efeito matriz identificado pelas recuperagdes acima de 100%.
O método 6, que também empregou HOAc, apresentou RSD acima
de 10% para trés substancias (TIL, ESPI e TILM), demonstrando
uma falta de reprodutibilidade entre as injecdes das ACNCI1 e
ACNC?2, também sendo considerado inadequado. O método 8, dife-
rentemente dos demais, utilizou NaCl e K,COs;, além de Na,SO, em
seu procedimento de extragdo, alcangando altos valores de Rglobal
(83-97%) e baixos valores de RSD (<10%), se mostrando adequado
para a andlise de alimentos infantis. A adi¢do de K,CO; elevou o pH
a valores proximos ou superiores aos pKa dos analitos, favorecendo
a parti¢ao das substdncias para a fase de acetonitrila. Com isso, os
métodos 2, 3 e 8 foram selecionados para a repeticio dos testes de
extracdo (Figuras 4 e 5).

Ap6s arealizagdo de novos ensaios, observou-se que os métodos
2 e 8 apresentaram grandes varia¢des entre o primeiro e o segundo
dia de ensaio, com valores de RSD de até 16% (ROX) e de até 20%
(TROL), respectivamente para os métodos 2 e 8 no segundo dia de
ensaio e Rglobal (> 100%) para as substancias TIL, ESPI e ROX
no segundo dia de ensaio no método 8. O método 3 apresentou os
melhores valores de Rglobal e RSD, além de menor variag¢do entre
o primeiro e segundo dia de ensaios realizados, exceto para ESPI e
TILM, demonstrando melhor precisdo. A Figura 6 exibe os cromato-
gramas de {ons extraidos referentes as transi¢des de quantificacdo da
ROX e TROL em solucdo a 1,5 ng mL"! (a, ¢) e na matriz fortificada (b,
d) em concentracao equivalente (25 ug kg™') no método de extracao 3.

CONCLUSAO

Um método qualitativo rdpido para identificacio de residuos de
macrolideos em alimentos infantis por LC-MS/MS foi obtido. O
preparo das amostras foi baseado no método QUEChERS com aceto-
nitrila. O método de extragdo 3, empregando 0,1% (v/v) de FOA em
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Figura 5. Desvio padrdo relativo, RSD(%), entre ACNC1 e ACNC2 nos
métodos 2, 3 e 8

ACN, NaOAc e MgSO,, se mostrou simples e efetivo, pois nao foram
necessdrias etapas adicionais de limpeza. As recuperacdes e desvios
padrdes relativos apresentaram valores entre 65 ¢ 93% e 0,4 e 11%,
respectivamente, para os analitos em questdo em ensaios realizados
em dois dias diferentes. Tais resultados sugerem que, apds validado,
o método selecionado, se aplicado a amostras de alimentos infantis,
do tipo sopas, podera subsidiar a avaliagdo da exposicéo de criangas
e bebés aos residuos dos medicamentos veterindrios da classe dos
macrolideos em futuras agdes de vigilancia sanitdria.
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