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RESUMO

A presencga de residuo de antibiéticos em alimentos de origem animal tem sido
considerada um risco a saude publica em varios paises do mundo. Desta forma, este
trabalho apresenta o desenvolvimento e validagado de um método rapido e seletivo
para quantificagdo de residuo de antibiéticos B-lactamicos e quinolonas (Penicilina G,
Oxacilina, Cloxacilina, Ceftiofur, Enrofloxacina e Ciprofloxacina, utilizando
Dicloxacilina e Sarafloxacina como padrdes internos) em leite bovino. O preparo de
amostra consistiu de apenas uma etapa de precipitagao de proteinas com mistura de
solventes organicos acetona/acetonitrila 75:25 (v/v) assistida por banho ultrassénico,
seguida de centrifugacdo e injecdo em sistema de Cromatografia Liquida de Ultra
Performance acoplado a espectrometro de Massas do tipo Triplo Quadrupolo com
ionizagédo por Electrospray (UPLC-ESI-QqQ-MS/MS). A separagéo ocorreu em 4,5
minutos utilizando uma coluna Acquity UPLC BEH C18 de fase reversa (1,7 ym, 50
mm x 2,1 mm), sendo a fase mével constituida por solugdo aquosa de acido férmico
0,1% e acetonitrila. O modo de aquisicdo Multiple Reaction Monitoring (MRM) foi
empregado em MS para alta sensibilidade e seletividade. O método foi validado de
acordo com os critérios estabelecidos pelo Regulamento de Execugéo (UE) 2021/808,
com recuperacoes entre 76,3 e 98,9%, coeficientes de variagao inferiores a 9% tanto
para repetibilidade quanto para reprodutibilidade intralaboratorial, e veracidade no
nivel de concentragcdo do Limite Maximo de Residuos variando de 96,9 a 108,7%.
Linearidade, seletividade, efeito de matriz, limite de decisdo, robustez, limites de
deteccdo e limites de quantificacdo (LoQ) também foram avaliados, alcangando
valores de LoQ tdo baixos quanto 0,1 x LMR. O método foi aplicado com sucesso em
oito amostras reais de leite coletados em tanques de fazendas comerciais do estado

de Minas Gerais.

Palavras-chave: Antibidticos, medicamentos veterinarios, leite, residuos, precipitacao
de proteinas, LC-MS/MS



ABSTRACT

The presence of antibiotic residues in foods of animal origin has been
considered a risk to public health in several countries around the world. Therefore, this
work presents the development and validation of a rapid and selective method for the
quantification of residues of B-lactam and quinolone antibiotics (Penicillin G, Oxacillin,
Cloxacillin, Ceftiofur, Enrofloxacin and Ciprofloxacin, using Dicloxacillin and
Sarafloxacin as internal standards) in raw bovine milk. A sample preparation consisted
of only one protein precipitation step with a mixture of organic solvents
acetone/acetonitrile 75:25 (v/v) assisted by ultrasonic bath, followed by centrifugation
and injection into an Ultra-performance Liquid Chromatography system coupled with
Electrospray lonization Triple Quadrupole Mass Spectrometry (UPLC-ESI-QqQ-
MS/MS). The separation occurred in 4,5 minutes using a reverse-phase Acquity UPLC
BEH C18 column (1.7 um, 50 mm x 2.1 mm), with the mobile phase consisting of water
with 0.1% formic acid and acetonitrile. Multiple Reaction Monitoring (MRM) acquisition
mode was employed in MS for high sensitivity and selectivity. The method was
validated in accordance with the criteria established by Commission Implementing
Regulation (EU) 2021/808, indicating recoveries from 76.3 to 98.9%, with coefficients
of variation below 9% for both repeatability and intra-laboratory reproducibility, and
trueness in the Maximum Residue Limit concentration level ranging from 96.9 to
108.7%. Linearity, selectivity, matrix effect, decision limit, robustness, detection limits,
and quantification limits (LoQ) were also evaluated, achieving LoQ values as low as
0.1 x MRL. The method was successfully applied to eight real milk samples collected

from tanks on commercial farms in the state of Minas Gerais.

Keywords: Veterinary drugs, antibiotic, milk, residue, protein precipitation, LC-MS/MS
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1 INTRODUGAO

O Brasil ocupa o terceiro lugar no ranking mundial de produgao de leite, com
cerca de 35 bilhdes de litros produzidos por ano. A cadeia produtiva do leite e
derivados se estende por todo territério nacional, envolvendo 98% dos municipios e
mais de 1 milh&o de propriedades rurais, além de empregar cerca de 4 milhdes de
pessoas (MAPA, 2022; EMBRAPA, 2023). Assim, mesmo o Brasil ndo sendo um
grande exportador de lacteos, do ponto de vista socioeconémico tais caracteristicas
fazem com que a cadeia produtiva do leite seja um dos segmentos mais importantes
do agronegdécio nacional. No ambito mundial, em seu relatério mais recente, a
Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) prevé que em 2050 a populagdo mundial
chegara a 9,7 bilhdes de habitantes e este crescimento populacional sera
acompanhado pelo aumento na demanda de proteina animal (FAO, 2022; ONU,
2022). Tal condicdo impactara diretamente na demanda global de leite e derivados.
Assim, ainda que atualmente a exportacao brasileira de lacteos seja timida, face as
expectativas de crescimento do consumo e a elevada competitividade do agronegdcio
brasileiro, ha uma clara oportunidade do setor nacional em expandir e ocupar novos
espagos no comercio de lacteos.

O crescimento da produtividade na pecuaria, entretanto, tem sido
acompanhado por um aumento no uso de antibiéticos em todo o mundo (TISEO et al.,
2020; MALIJAN et al., 2022). Os antibioticos sdo usados na pecuaria para tratamento
e prevencao de doengas, aumento nas taxas de crescimento do animal e para a
melhoria na producdo, com destaque para as quinolonas e B-lactdmicos que sao os
mais utilizados no tratamento da mastite, principal doenga que acomete o gado leiteiro.
Porém, o uso indiscriminado de antibiéticos em bovinos e a ndo observancia das Boas
Praticas Agropecuarias tém colocado em risco a qualidade do leite fabricado,
principalmente no que se refere a presenca de residuos destes farmacos que podem
trazer danos a saude publica, selecao de bactérias resistentes, problemas de ordem
ambiental e perdas econdmicas para a industria de lacteos e seus derivados. Desta
forma, existe uma forte necessidade de regulamentagdo e monitoramento destas
substancias em produtos para consumo humano, de forma a garantir um alimento
seguro e sem exposicao dos consumidores a medicamentos de uso veterinario em

niveis prejudiciais.
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Uma vez que a presencga de residuos de antibidticos em alimentos de origem
animal se tornou um risco a saude publica ndo apenas no Brasil mas em todo o mundo,
para proteger a saude dos consumidores, paises como Estados
Unidos, China, Unido Europeia e Brasil, dentre outros, estabeleceram Limites
Maximos de Residuos (LMR’s) para medicamentos permitidos em produtos de origem
animal. No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
estabelece os LMR’s e realiza o monitoramento através do Plano Nacional de Controle
de Residuos e Contaminantes (PNCRC), com o objetivo de promover a seguranga
quimica dos alimentos de origem animal produzidos no pais (BRASIL, 2022).

Em fungao do custo, métodos de triagem para identificacdo de antibioticos em
leite baseados em técnicas microbioldgicas, imunoensaios e biossensores tém sido
aplicados. Porém, a baixa especificidade destes métodos nao permite diferenciar
entre antibidticos de mesma classe levando a resultados pouco precisos e, as vezes,
falsos. Tal condicdo impede que estes métodos sejam utilizados para fins
confirmatdrios ou em pesquisas que demandem resultados com grande especificidade
e em baixos niveis de concentragdo. A cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas sequencial (UPLC-MS/MS) mostra-se como
uma poderosa ferramenta analitica adequada para analises multirresiduos e
multiclasses, uma vez que apresenta alta capacidade de separacgao, identificacao e
quantificacdo de multiplos compostos com diferentes caracteristicas quimicas em
matrizes complexas, retornando resultados com grande especificidade, sensibilidade,
precisdao e rapidez. Por estes mesmos motivos, os métodos UPLC-MS/MS séo
amplamente usados como ferramenta analitica para assegurar a auséncia de
contaminantes em leite no comércio internacional, em estudos de farmacovigilancia,
farmacocinéticos e farmacogenémicos. Apesar da importancia, ainda ha uma
escassez de métodos multirresiduos desenvolvidos, uma vez que existe uma série de
desafios durante seu desenvolvimento, principalmente no que tange a um preparo de
amostra rapido, eficiente e de baixo custo para analise concomitante de diferentes
antibidticos.

Neste contexto, o presente trabalho tem como objetivo o desenvolvimento e
validacdo de método multirresiduo para analise de antibidticos B-lactdmicos e
quinolonas em leite bovino por UPLC-MS/MS, utilizando um preparo de amostra

simples, rapido, robusto e de baixo custo.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método analitico multirresiduo para quantificacdo de
antibidticos das classes dos [3-lactamicos e quinolonas em leite bovino por UPLC-ESI-
QgqQ-MS/MS a partir de um preparo de amostras simples, rapido, robusto e de baixo

custo.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer um método rapido e de baixo custo para extracdo dos B-
lactamicos e quinolonas na matriz leite bovino que atenda aos requisitos de

validagao.

e Otimizar as condicbes cromatograficas e espectrométricas para
quantificacdo dos diferentes antibidticos B-lactdmicos e quinolonas na

matriz leite bovino.

e Validar o método analitico de acordo com os requisitos do Regulamento de
Execucédo da Comissao Europeia (UE) 2021/808.

e Aplicar o método desenvolvido e validado a amostras reais.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 RESIDUO DE ANTIBIOTICOS EM LEITE

Os antibidticos sdo medicamentos veterinarios extensamente utilizados na
pecuaria para tratamento e prevencao de doengas, aumento nas taxas de crescimento
do animal e para a melhoria da producédo (VAN BOECKEL et al., 2015; TISEO et al.,
2020; FAO, 2023). Devido ao esperado aumento na demanda por proteina animal
impulsionada pelo crescimento populacional global, estima-se que de 2010 a 2030 o
consumo de antimicrobiano voltado para a produg¢ao de alimentos aumente em 67%
(MALIJAN et al., 2022). Em alguns paises como Brasil, Russia, india, China e Africa
do Sul o aumento no consumo de antimicrobianos pode chegar a 99% (VAN
BOECKEL et al., 2015).

Processos infecciosos que acometem os rebanhos leiteiros, como a mastite,
por exemplo, mas néo restrito a esta enfermidade, sdo tratadas com antibiéticos que
podem ser administrados pelas vias intravenosa, intramuscular, oral, subcutanea,
intramamaria, intrauterina ou tépica e, se ndo forem administrados seguindo as Boas
Praticas Agropecuarias ou se os periodos de caréncia n&o forem respeitados, podem
dar origem a residuos em produtos de origem animal, como leite e carne (JANK, et al.,
2015; ZHAO et al., 2017; GARCIA e GOTAH, 2017; BESSAIRE et al., 2018). Por sua
vez, sabe-se que o periodo de eliminagdo de antibidtico no leite é variavel e
dependente da composigao farmacéutica, da dosagem, via de administragao, classe
do antibidtico e fisiologia da glandula mamaria (COSTA et al., 2000), tendo periodo de
caréncia variavel de “descarte zero’ até periodos superiores a trinta dias. No
tratamento da mastite, por exemplo, o antibiético pode ser infundido diretamente no
quarto mamario enfermo, permitindo assim alta concentragcao no local da infec¢ao e
baixo consumo de antibiético. Porém, este medicamento é facilmente transferido para
o leite sendo uma das principais causas de residuo (ROSSI et al., 2018).
Adicionalmente, condic¢des fisiopatoldgicas ou mesmo associagdes farmacéuticas nao
previstas em bula podem modificar a excregao do farmaco na glandula, o que torna o
controle dos residuos no leite ainda mais desafiador.

O uso indiscriminado de antibiéticos na pecuaria e a presenca de residuos em
alimentos de origem animal tém desencadeado uma série de problemas ambientais
(BOOBIS et al., 2017; MCEWEN e COLLIGNON, 2018; ROBLES-JIMENEZ et al.,
2022; Do et al., 2023; SHARDA et al., 2023), de resisténcia bacteriana (SACHI et al.
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2019; EMES et al., 2022; MALIJAN et al., 2022; MURRAY et al., 2022; SELIM et al.,
2022; ARDAKANI et al., 2023) e de saude publica, podendo ocasionar reagdes
alérgicas (asma bronquica, urticarias, dermatites ou rinites), disturbios intestinais,
imunopatologias, hipersensibilidade e possiveis choques anafilaticos (DAYAN, 1993;
NISHA, 2008; MOUDGIL et al., 2017). Neste contexto, o grupo dos B-lactamicos
destaca-se por ser o mais alergénico entre os antibiéticos e estima-se que de 3 a 10%
da populagao seja susceptivel a manifestagdes alérgicas ao ser exposta a alimentos
contendo residuos deste grupo (ANVISA, 2009). As classes dos B-lactamicos e
quinolonas juntas correspondem a aproximadamente 50% da incidéncia de residuos
em leite relatados na literatura (SACHI et al., 2019).

Outro efeito indesejavel da presencga destes residuos de antibidticos em leite é
a inibicdo da fermentagdo em alimentos processados, que promove perda de
rendimento industrial e redu¢ao da qualidade (KJIELDGAARD et al., 2012), podendo
interferir na producdo de queijo, iogurte e outros produtos lacteos, gerando
significativas perdas monetarias (KEBEDE et al., 2014, LANYI et al., 2022). Jones
(2009) relata que concentragdes de antibidtico tdo baixas quanto 1 parte por bilhdo
pode interferir nos processos iniciais para a fabricacdo de manteiga, iogurte e queijos.

Sem duvida, a resisténcia antimicrobiana (RAM) é o maior prejuizo que o uso
desregrado de antibidtico pode causar, pois representa uma ameaga a saude humana,
animal e ambiental, com custos sociais e econbmicos importantes que pela
abrangéncia muitas vezes sao dificeis de serem quantificados. S6 em 2019, cerca de
4,95 milhdes de mortes em todo o mundo foram associadas a resisténcia bacteriana
(MURRAY et al., 2022) e uma projecao estima que 10 milhdes de mortes poderao ser
causadas anualmente até 2050 devido a RAM (O’NEILL, 2014). Bactérias e genes de
resisténcia podem ser transferidos do ambiente para animais, cujos produtos sao
destinados a alimentacdo humana e, assim, a cadeia alimentar se torna uma via para
a transferéncia de bactérias resistentes aos seres humanos. Devido a esse
compartilhamento interligado entre animais, ambiente e seres humanos a RAM tem
sido tratada como um problema de Salude Unica em vérios paises (WHO, 2014;
RYAN, 2021). Uma vez que ha uma grande sobreposi¢cao de antibiéticos usados na
saude humana e animal e que poucos novos antimicrobianos foram descobertos nas
ultimas décadas, € de suma importancia que haja uma preservagao da agédo dos
antibiéticos disponiveis (MALIJAN et al., 2022; DO et al., 2023). Isto s6 sera possivel

com o uso racional de antibidticos, desenvolvimento de novas tecnologias para
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tratamento e prevengdo de infecgdes e cuidadoso monitoramento/regulagdo de

residuos de antimicrobianos em produtos de origem animal.

3.2 REGULAGCAO E MONITORAMENTO DE RESIDUO DE ANTIBIOTICOS EM
PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

Dada a importancia do monitoramento da qualidade quimica dos alimentos
para a saude do consumidor e reconhecendo a ameaga da RAM em nivel global, no
ano de 2015 a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), com a colaboragdo da
Organizagdo das Nagdes Unidas para a Alimentagdo e Agricultura (FAO) e da
Organizacdo Mundial de Saude Animal (OIE), publicou um Plano de Acao Global
(PAG) com diretrizes para mitigar os impactos da RAM tanto em humanos quanto em
animais. A partir do PAG, cada pais membro desenvolveu seu proprio Plano de Agao
Nacional (PAN), com agdes especificas voltadas para o combate da RAM, na maioria
dos casos sob a abordagem de Saude Unica, ou seja, com a cooperacao entre partes
interessadas em saude humana, animal, produgcédo animal e vegetal e consumidores
(ASLAN et al., 2018; MCEWEN e COLLIGNON, 2018; RYAN, 2021).

No Brasil, o MAPA é um dos érgéos responsaveis por redigir e executar o PAN
— chamado Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) —
composto por 8 grandes objetivos, 15 intervengdes estratégicas e 21 atividades. O
PNCRC esta alinhado ao PAG e nele estdo estabelecidos os principios para
monitoramento e controle de residuos em alimentos de origem animal no Brasil, dentre
eles o leite (BRASIL, 2022).

Para direcionar o efetivo monitoramento, paises como Estados Unidos, China,
Unido Europeia e Brasil, dentre outros, estabeleceram Limites Maximos de Residuos
(LMR’s) para medicamentos em produtos de origem animal. O LMR é a concentragcéo
maxima de residuo de um dado medicamentos veterinarios aceitavel em alimentos.
Foram estabelecidos de acordo com o tipo e quantidade de residuo que néo apresenta
risco de toxicidade levando-se em consideragao a Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) de
cada molécula, e ainda que seja consumida ao longo de toda a vida, ndo apresenta
ameaca a saude humana. No Brasil, o MAPA, juntamente com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), estabelece os LMR'’s através do PNCRC, Instrugcéo
Normativa N° 162 de 1° de julho de 2022 (BRASIL, 2022), e tém como referéncia os
LMR’s internacionais estabelecidos no Codex Alimentarius (FAO, 2018). A execugao

dos ensaios de monitoramento do PNCRC é anual e o ultimo relatério publicado é
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referente a resultados de 2022. A Tabela 1 traz os LMR’s estabelecidos pelo PNCRC
e Uniao Europeia para os antibiéticos incluidos no escopo do presente trabalho. Para
Ciprofloxacina (CIPRO) e Sarafloxacina (SARA), ndo existe um Limite Maximo de
Residuos (LMR) estabelecido pelo PNCRC ou Unido Europeia. Portanto, ao longo

deste estudo, ambos terao seus valores fixados em 100 ng/mL.

Tabela 1 — LMR’s estabelecidos para alguns antibiéticos -lactamicos e Quinolonas

em leite.
Antibidtico LMR em leite (ng/mL)
Ceftiofur (CEF) * 100
Cloxacilina (CLX) 30
Dicloxacilina (DIC) 30
Penicilina G (PENG) 4
Oxacilina (OXA)** 30
Enrofloxacina (ENRO) *** 100

Fonte: Anvisa (2022), CE (2010).

Nota: *O Ceftiofur tem como residuo marcador o Desfuroilceftiofur (DESF). **O LMR em leite
foi estabelecido pela UE mas nao pelo PNCRC. *** A quantificacdo de ENRO é realizada
através do somatdrio do conteudo de ENRO e CIPRO.

3.3 B-LACTAMICOS E FLUOROQUINOLONAS

Os antibidticos B-lactamicos — penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos — diferem em suas estruturas quimicas, porém, contém em comum
um anel de quatro membros conhecido como anel B-lactdmico, responsavel por sua
agao bactericida (Figura 1). Atuam inibindo a sintese da parede celular bacteriana,
estrutura essencial para o crescimento e desenvolvimento da bactéria (LIMA et al.,
2020). A Figura 2 mostra as estruturas genéricas das penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactadmicos e a Figura 3 as estruturas dos B-lactamicos
incluidas no escopo do presente trabalho, Penicilina G (PENG), Oxacilina (OXA),
Cloxacilina (CLX), Dicloxacilina (DIC) e Ceftiofur (CEF).

Figura 1 — Anel B-lactdmico

Fonte: Jank et al., 2012.
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Figura 2 - Estruturas genéricas dos -lactamicos: Penicilinas, Cefalosporinas,
Carbapenémicos e Monobactamicos.
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Fonte: adaptado de BUSH e BRADFORD, 2019.

Figura 3 - Estrutura quimica de alguns antibiéticos B-lactamicos: (1) estrutura
genérica das penicilinas, onde R é descrito na tabela para cada antibidtico; (2)
Estrutura quimica do Ceftiofur.

Composto =
H B
PR z : "R
\ ‘E@< -
NH

/ N CH, OXA { ‘

o .‘“ ~
o »a

- P i CLX

HO R

J/ o ™ CH,

\ /
(2)
Fonte: Adaptado de JANK et al., 2012.

Devido a alta tensao na estrutura do anel B-lactdmico e ao carater eletrofilico
da carbonila que o compde, este anel exibe alta reatividade podendo sofrer ataque de
nucledfilos, ions metélicos e até mesmo de solventes como agua e metanol sendo
esta a causa de sua baixa estabilidade (TYCZKOWKA et al., 1992). Cabe destacar
que o grupo das cefalosporinas € menos reativo que o das penicilinas devido a

presenca de um anel de 6 membros contendo enxofre — anel tiazolidinico — que
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confere menor tenséo ao anel B-lactamico (LIMA et al., 2020). Na Figura 3(2) pode-se
observar a estrutura quimica do Ceftiofur, um antibiético do grupo das cefalosporinas
que contém o anel tiazolidinico.

Dentro da classe dos [(B-lactamico, as penicilinas e as cefalosporinas sdo os
dois grupos mais expressivos em uso e numero de compostos. Esta classe de
antibioticos € amplamente utilizada no combate a uma série de doengas que
acometem o bovino leiteiro, especialmente no tratamento da mastite, doenca grave
que causa perdas econbmicas significativas a industria leiteira brasileira e mundial
(JANK et al., 2015).

As quinolonas s&o antibidticos de amplo espectro sendo uma das classes mais
usadas em tratamentos de infecgbes bacterianas em animais e humanos,
representando 17% das vendas de antibidticos a nivel mundial. Entre as doencas
tratadas com esta classe pode-se destacar as infec¢des do trato urinario e pielonefrite,
bronquite crénica, pneumonia, infecgdes intra-abdominais e pélvicas e tuberculose,
sendo esta ultima doenca responsavel pela morte de mais de 1 milhdo de pessoas
anualmente (ALDRED, KERNS e OSHEROFF, 2014, BHATT e CHATTERJEE, 2022).
As quinolonas agem inibindo a enzima DNA-girase, responsavel pela sintese efetiva
do DNA da célula microbiana e, portanto, provocando a morte da bactéria (BLOKHINA
et al., 2016). As fluoroquinolonas sao assim denominadas devido a introdugcado de um
atomo de fluor na posi¢cdo C6 e um substituinte (piperazina ou metil-piperazina) em
C7, conferindo uma alta eletronegatividade a essas moléculas. Sado altamente
bioativas e bastante estaveis, o que faz com que cerca de 70% destes farmacos sejam
excretados sem qualquer degradacdo no meio ambiente, podendo promover
resisténcia bacteriana (BHATT e CHATTERJEE, 2022). Na figura 4, temos as
estruturas quimicas da Enrofloxacina, Ciprofloxacina e Sarafloxacina, trés
fluoroquinolonas que fazem parte do escopo deste trabalho.

Dado seu amplo uso veterinario, antibidticos das classes quinolonas e [3-
lactdmicos sao propensos a serem encontrados como residuo no leite, o que justifica
a necessidade de monitoramento destas classes de antibioticos visando a saude do
consumidor e a mitigacao de resisténcia antimicrobiana. A RAM aos antibi6ticos das
classes das quinolonas, B-lactadmicos e a alguns inibidores de B-lactamase é um grave
problema de Saude Unica de ordem mundial e ameaca sua utilidade terapéutica ndo
s6 em bovinos mas também em humanos, demandando urgentes agdes de mitigacao

do uso e melhorias nos protocolos de tratamento.
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Figura 4 - Estrutura quimica de alguns antibiéticos da classe fluoroquinolonas
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
3.4 LC-MS/MS EM ANALISE DE RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EM LEITE

Para avaliagdo qualitativa e quantitativa de residuos de antibidticos em
alimentos sdo necessarias ferramentas analiticas com precisdo e especificidade
requeridas para o proposito a que se destinam. Os métodos disponiveis mais
difundidos para este fim sdo os cromatograficos, microbioldgicos, imunoensaios e
biossensores (PIKKEMAAT, 2009; JANK et al., 2015). Para avaliagao de leite cru em
caminhdes-tanque, por exemplo, um teste de triagem é desejavel e, para este fim, kits
comerciais podem ser aplicados por apresentarem baixo custo e alto rendimento,
porém, € importante levar em consideragao sua menor precisao e especificidade e
maior probabilidade de resultados falsos, por isso, em caso de resultado positivo,
requerem confirmagao por métodos adequados para uma tomada de decisdo mais
assertiva (RAZA e KIM, 2018). Portanto, para analises mais refinadas como
monitoramento oficial de residuos (analises quantitativas confirmatorias) e
desenvolvimento de pesquisas de farmacovigilancia e farmacocinéticas sao
necessarios métodos com alta capacidade analitica, sensibilidade, precisédo, exatidao,
robustez e, ao mesmo tempo, limites de detecgao e quantificacdo muito baixos. A
especificidade precisa ser suficiente ndo apenas para classes de antibidticos, mas
para diferenciar substancias de uma mesma classe. Para esta finalidade a
quantificagcao direta do analito por técnicas cromatograficas, principalmente acopladas
a detector de espectrometria de massas sequencial, sdo as mais indicadas (YU et al.,
2023).

Laboratdrios oficiais em todo o mundo que realizam ensaios para programas
de monitoramento utilizam para analise quantitativa confirmatdria de rotina, em sua
maioria, equipamentos LC-MS/MS com analisadores do tipo triplo quadrupolo

(JONGEDIJK et al., 2023). Estes analisadores s&o, geralmente, muito sensiveis e
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especificos devido a sua capacidade de monitorar ions de massa selecionada e
relagéo sinal/ruido aprimorada (ROSSI, 2018; JONGEDIJK et al., 2023). Esta técnica
tem sido apontada como a mais adequada para analises multirresiduo e multiclasses,
onde varios analitos sdo determinados em uma unica execugao analitica, com alta
confiabilidade, resultando em uma boa relagéo custo/beneficio (KIVRAK et al., 2016).
Informagdes pormenorizadas sobre o funcionamento desta técnica serao discutidas
no item 3.5.

O desenvolvimento de métodos LC-MS/MS para analise multirresiduo em
varias matrizes de alimentos tem sido amplamente estudado devido a sua importancia
como ferramenta analitica para monitoramento e controle da qualidade quimica dos
alimentos, sejam eles para consumo interno ou para exportagao.
O equipamento LC-MS/MS é formado por um acoplamento entre cromatografia liquida
e dois analisadores de massas sequenciais. Os analisadores podem ser de varios
tipos, dentre eles, Quadrupolo, Tempo-de-Véo (ToF), lon Trap, Orbitrap, Ressonancia
Ciclotronica de lons com Transformada de Fourier (FT-ICR), dentre outros
(HOFFMANN e STROOBANT, 2007). Além dessa variedade de analisadores, na
etapa de ionizagado necessaria para o uso da técnica também aplicam-se varios tipos
de fontes de ionizagao, como electrospray (ESI), lonizagao por Elétrons (El), lonizagao
Quimica (CI), lonizagdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI), lonizagdo e
Dessorgcado a Laser Assistida por Matriz (MALDI), dentre outras (HOFFMANN e
STROOBANT, 2007; LANCAS, 2019). Os dois analisadores e a fonte de ioniza¢do no
equipamento de Espectrometria de Massas Sequencial podem ser combinados de
diferentes maneiras, dependendo do objetivo do estudo, existindo, assim, uma gama
de possibilidades de configuragdes. Por essa razdo, varios métodos distintos de
analise LC-MS/MS podem ser desenvolvidos para os mesmos analitos/matriz,
apresentando niveis variaveis de qualidade das respostas obtidas.

Diversos métodos com as mais variadas configuragdes de acoplamento foram
descritos na literatura para analise de medicamentos de uso veterinarios em leite
(ZHAO et al., 2017; MOUDIGIL et al., 2018; BESSAIRE et al., 2018), analises
multirresiduo em diferentes matrizes para g-lactamicos (AGUILERA-LUIZ et al., 2008;
TURNIPSEED et al., 2008; JANK et al., 2012; JANK et al., 2015; JUNZA et al., 2011;
TIAN et al., 2016; DORIVAL-GARCIA et al., 2016), quinolonas (TIAN et al., 2016;
ALIJA et al., 2020; MELEKHIN et al., 2022), pesticidas (AGUILERA-LUIZ et al., 2011),
anti-helminticos (KAUFMANN, 2011; ZHAO et al., 2017), sulfonamidas (WU et al.
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2007; SAMANIDOU et al. 2008; ZHAO et al., 2017) e tetraciclinas (FRITZ e ZUO,
2007). Para cada um destes métodos foi utilizada uma configuragédo diferente de
analisadores, parametros cromatograficos e preparo de amostra. O preparo de
amostras complexas como o leite para multiplos analitos tem sido a grande lacuna
encontrada neste contexto, uma vez que sao geralmente laboriosos e onerosos
(KHATIBI, HAMIDI e SIAHI-SHADBAD, 2022). Especificamente, para o leite, em
virtude de sua complexidade composicional, ainda sdo necessarios estudos que
contribuam com métodos de preparo mais simples da matriz para realizacdo de
analises de antibiéticos de forma rapida, com custo reduzido e que cumpram com os
requisitos de validacdo. Sobre os métodos de preparo mais utilizados para amostras

de leite sera discutido no item 3.6.

3.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE MASSAS
SEQUENCIAL

O acoplamento da Cromatografia Liquida (LC) com a Espectrometria de
Massas oferece vantagens significativas uma vez que combina a alta seletividade e
eficiéncia de separacdo da LC com a versatilidade, a obtencdo de informacoes
estruturais, de massa molecular e incremento na seletividade e sensibilidade

proporcionado pela Espectrometria de Massas.
3.5.1 Cromatografia Liquida

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC, do inglés High Performance
Liquid Chromatography) € uma técnica de separagdo muito util em analises de
misturas complexas e tem sido empregada em varios campos de aplicagdo como
analises clinicas, farmacéuticas, forense, ambientais e de alimentos (AN et al., 2020;
PERIS-VICENTE et al., 2022).

Na literatura existem diversos artigos de revisao sobre Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (FRANCOIS et al., 2009; PERIS-VICENTE et al., 2022), assim, de
forma simplista, a separacao por HPLC se baseia na distribuicdo diferenciada dos
componentes da mistura entre duas fases: uma fase estacionaria (FE) e uma fase
moével (FM) liquida, onde a FE geralmente € um sdlido finamente particulado e
“‘empacotado” dentro de um tubo conhecido como coluna cromatografica, enquanto a

FM € um solvente, ou mistura de solventes, que percola através da FE continuamente.
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Ao serem introduzidos na coluna cromatografica, os diferentes componentes
da amostra interagem de maneira distinta com a FE em fungéo de suas caracteristicas
fisico-quimicas. Esta interagédo diferencial entre os componentes da amostra, FE e
FM, quando exposta a um fluxo continuo de solvente promove uma velocidade de
migracao distinta (separagao) entre os componentes da amostra. Destaca-se ainda
que aqueles compostos que tiverem maior interagao com a FE ficarao retidos por mais
tempo dentro da coluna cromatografica, eluindo assim em um tempo maior comparado
aqueles que interagiram menos (LANCAS, 2016).

O tempo que um analito permanece dentro da coluna é chamado tempo de
retencao (TR). Esta diferente interagcdo dos analitos com a FE e FM permite que os
analitos cheguem ao detector separadamente e minimize ou elimine a interferéncia de
outros compostos que compdem a matriz (COLLINS et al., 2006).

A Figura 5 mostra um esquema simples do equipamento de HPLC. As amostras
sao injetadas no inicio da coluna cromatografica e a FM, inicialmente armazenada em
um reservatorio, € bombeada no sentido de atravessa-la, com um fluxo continuo
direcionado para o detector. A LC pode ser acoplada a diversos tipos de detectores,
como por exemplo Ultravioleta, Arranjo de Diodos, Fluorescéncia e/ou Espectrometria
de Massas, conferindo alta versatilidade a técnica. A resposta obtida de uma corrida
cromatografica € um grafico que relaciona a intensidade do sinal analitico versus
tempo de corrida, denominado cromatograma.

Para que a separagao entre os compostos seja eficiente e o sinal seja intenso
e estavel, varios parametros cromatograficos devem ser otimizados: tipo de FE,
comprimento da coluna, modo de eluicao (isocratico ou gradiente), composicao e taxa
de fluxo da FM, temperatura da coluna, volume de amostra injetada, dentre outros
(FRANCOIS et al., 2009; SNYDER, 2010; PERIS-VICENTE et al., 2022).

Os equipamentos de UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography)
diferem do HPLC por utilizarem colunas de comprimento e didmetro interno reduzido
e empacotadas com particulas de didmetro inferior a 2 um, o que leva a necessidade
de bombas que trabalhem em pressées bem mais elevadas. Apesar do fato de
necessitarem de altas pressdes para operacao, resulta em uma analise mais rapida,
com uso de baixo volume de solvente e amostra e ganhos significativos em resolucao
e sensibilidade. Limites de quantificacdo (LoQ) mais baixos também sao atingidos,

uma vez que, com a eluicao do analito em intervalo de tempo menor (picos mais finos),
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a concentracao efetiva no detector € aumentada (FRANCOIS et al., 2009; PERIS-
VICENTE et al., 2022).

Figura 5 - Esquema de um equipamento de HPLC.
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Fonte: SNYDER (2010), pg 20.
3.5.2 Espectrometria de Massas

A técnica de Espectrometria de Massas (MS) fundamenta-se na geracédo de
ions no estado gasoso dos compostos presentes na amostra, separagédo destes ions
a partir de sua razdo massa/carga (m/z) e, entdo, detecgéo qualitativa e/ou quantitativa
da abundéancia das m/z encontradas (HOFFMANN e STROOBANT, 2007). A Figura
6a € um esquema dos principais componentes de um espectrometro de massas. Do
ponto de vista analitico, a amostra pode ser inserida diretamente no espectrdbmetro de
massas ou a partir de um método de separagdo, como UPLC, por exemplo, e segue
para a fonte de ionizagdo onde seus componentes sado transformados em ions em
fase gasosa. Existem varios tipos de fontes de ionizagdo que operam sob vacuo ou
pressao atmosférica e utilizam diferentes processos fisico-quimicos. A escolha do
mais adequado depende das caracteristicas fisico-quimicas do analito e da aplicacéo
analitica. Entre as fontes de ionizagdo mais utilizadas destacam-se o Electrospray
(ESI), a lonizagdo Quimica a Pressdao Atmosférica (APCI), a lonizagao a Laser
Assistida por Matriz (MALDI), a lonizagado Quimica (Cl) e a lonizagao por Elétrons (El),
sendo que as duas primeiras trabalham a pressao atmosférica, enquanto as demais
sob vacuo. Depois de formados, os ions em fase gasosa sdo, entdo, direcionados
para o analisador de massas onde serdo separados de acordo com sua razdo m/z, a
partir da acdo de campos elétricos, magnéticos ou uma combinacdo de ambos. Apds

separados, os ions seguem para o detector que geralmente € uma Multiplicadora de
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Elétrons onde sera feito o registro da abundancia dos ions em fungao da razdo m/z.
O grafico resultante € denominado Espectro de Massas e esta ilustrado na figura
Figura 6b (LANCAS, 2019).

Existem diferentes tipos de analisadores de massas como Aprisionamento de
fons (fon trap), Tempo-de-vdo (ToF), Orbitrap, Ressonancia Ciclotrénica de ions por
Transformada de Fourier (FT-ICR), quadrupolo simples ou triplo quadrupolo. O
analisador de massas do tipo triplo quadrupolo sera utilizado na conducdo deste

trabalho e, portanto, seu funcionamento basico sera descrito no item 3.5.2.3.

Figura 6 — Componentes de um Espectrometro de Massas. (a) Principais

componentes de um espectrdmetro de massas, (b) Espectro de massas

Entrada da amostra
(a) r Vacuo

Fonte de lonizagéo Analisador ———1 Detector — Aquisicdo de dados
(b)
El Quadrupolo Multiplicadora de elétrons %E
Cl ion Trap s
MALDI ToF = ‘
APCI FT-ICR - L
ESI Crbitrap

Fonte: Adaptado de LANCAS, 2019.
3.5.2.1 lonizag&o por Electrospray (ESI)

A fonte de ionizagdo tem como objetivo ionizar moléculas na fase gasosa ou,
no caso de acoplamento com cromatografia liquida, formar e transferir ions da solugao
eluente para a fase gasosa. Na ionizacdo por ESI a amostra dissolvida no solvente
percorre um tubo capilar de ago inox no qual é aplicado uma voltagem da ordem de 2
a 5 kV, podendo ter polaridade positiva ou negativa. Ao sair do capilar que se encontra
a pressao atmosférica, as moléculas ionizadas e solvatadas formam um spray devido
a um jato constante com alto fluxo de gas nebulizador. As goticulas carregadas vao
sendo entdo dessolvatadas gragcas a um contrafluxo de gas de dessolvatagao
aquecido (usualmente N2) que também auxilia prevenindo a formagao indesejavel de
aglomerados de ions (Clusters) (LANCAS, 2019). O mecanismo mais aceito para a
formacao do ion dessolvatado é o proposto por Iribarne e Thomson, em 1976, que

considera que as goticulas reduzem de diametro a medida que vao sendo
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dessolvatadas até que a forga repulsiva entre as cargas se torne maior que a tensao
superficial da goticula, provocando seguidas explosdes coulombicas e culminando na
formacgao de ions do analito totalmente dessolvatados. Estes ions sao atraidos para
dentro do analisador por efeito de atracdo eletrostatica e do vacuo (Figura 7)
(HOFFMANN e STROOBANT, 2007) .

Figura 7 - Processo de ionizagao por electrospray.
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Fonte: adaptado de Nanotechnology

Solutions.https://nanotechnologysolutions.wordpress.com/category/industrial-applications/

A ionizagao por ESI é considerada uma técnica branda devido a produzir ions
sem necessidade de aplicagdo de grandes quantidades de energia e, assim,
proporciona a ionizagdo abundante com pouca ou nenhuma fragmentagdo, o que
facilita na identificagao do ion precursor. Além disso, proporciona bons resultados com
analitos termolabeis, evitando a degradagdo dos compostos na fonte (LANCAS,
2019).

Compostos com polaridade média a alta tém bons resultados a partir da
ionizacao por ESI e por isso este tipo de ionizacdo tem vasta aplicacdo no campo
farmacéuticos, de alimentos, produtos naturais, dentre outros (LANCAS, 2019). E
considerada uma técnica robusta e, pela versatilidade, a mais frequentemente
utilizada no acoplamento LC-MS. Entretanto, € mais susceptivel ao fenbmeno de
supressao ibnica que ocorre devido a uma competicdo na ionizagdo quando

compostos que ionizam com facilidade nas condi¢des utilizadas chegam a fonte ao
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mesmo tempo que o analito, por exemplo compostos enddégenos de matrizes
complexas (MEURER, 2020). Este efeito é critico para a sensibilidade do método e,
portanto, deve ser eliminado ou reduzido durante a fase de desenvolvimento do

meétodo cromatografico e preparo da amostra.
3.5.2.2 Outras Fontes de lonizagéo

Além da fonte de ionizagao por electrospray, outras fontes destacam-se por seu
amplo uso em diversas areas. A seguir, serdo apresentadas algumas delas.

A lonizacao por Elétrons (El) foi a pioneira em termos de utilizagdo em larga
escala em MS sendo a mais utilizada em aplicagdes com Cromatografia Gasosa (CG)
acoplada a MS. Em EI, um feixe de elétrons de alta energia produzido por um filamento
aquecido interage com a amostra produzindo ions em uma camara com pressao
reduzida (cerca de 107 mmHg). A partir da agdo de um campo elétrico, os ions sdo
encaminhados para o analisador. Um potencial de 70 V é comumente aplicado na
formacao dos elétrons, conferindo a eles uma energia de 70 eV. Como esta energia
excede o necessario para a formacgéo do ion molecular, a energia excedente gera
fragmentos e o espectro obtido utilizando as mesmas condi¢gdes de energia e
temperatura pode ser utilizado para geragao de bibliotecas, que poderao ser utilizadas
posteriormente na identificagdo de moléculas. Como é uma técnica de alta energia e
que produz muitos fragmentos, o ion molecular — a molécula ionizada intacta — é
menos intenso, as vezes ausente, e as moléculas precisam ser termoestaveis. A
fragmentacao na fonte pode ser minimizada com a aplicagao de energias mais baixas,
entretanto esta estratégia tem como desvantagem a reducdo da eficiéncia de
ionizagao (LANCAS, 2019).

A fonte de lonizagdo Quimica a Pressao Atmosférica (APCI) requer que o
analito seja primeiramente volatilizado para posterior ionizagdo. Esta primeira etapa
ocorre por meio de uma sonda com capilar de silica fundida no qual é aplicada uma
alta corrente que eleva a temperatura, permitindo assim a vaporizagdo. Por este
motivo, o analito precisa ter uma consideravel estabilidade térmica. A ionizagédo ocorre
em uma agulha metalica, chamada Corona, onde é aplicada uma alta corrente. As
moléculas em maior concentragdo na amostra (geralmente o solvente) s&o ionizadas
primeiro e transferem sua carga para os analitos. Desta forma, APCI é indicada para

analitos termoestaveis e de baixo peso molecular (IGLESIAS, 2013), sendo utilizada
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principalmente para compostos menos polares que nao sao eficientemente ionizados
por ESI, como, por exemplo, esteroides (MEURER, 2020).

Na técnica de lonizagao por Laser Assistida por Matriz (MALDI) a amostra &
incorporada a uma substancia denominada matriz (por exemplo, acido nicotinico ou
sinapinico) que absorve fortemente a luz ultravioleta e, apés um curto pulso de laser,
parte desta matriz aquece rapidamente, ocasionando sua vaporizagao/ionizagao
juntamente com os analitos. Esta técnica tem sido amplamente utilizada em analises
protedmicas e de imageamento (NADLER et al., 2017; MEURER, 2020).

3.5.2.3 Analisador de Massas do tipo Triplo Quadrupolo (QqQ)

O analisador de massas tem como objetivo separar os ions de acordo com sua
razao m/z. Dentre os analisadores disponiveis, os do tipo quadrupolo tém sido
amplamente aplicados em analises quantitativas devido a sua alta sensibilidade,
porém, sao limitados do ponto de vista qualitativo uma vez que apresentam baixa
resolucao de massa (TIAN et al., 2016). Por sua vez, os analisadores do tipo triplo
quadrupolo ganham em especificidade quando comparados aos do tipo quadrupolo
simples uma vez que é possivel a fragmentagdo do analito (ion precursor) e o
monitoramento quantitativo da razdo m/z dos ions fragmento gerados. Na Figura 8

temos um esquema que representa a disposicao dos componentes de um QgQ.

Figura 8 - Esquema dos componentes de analisador do tipo Triplo Quadrupolo

Vacuo
Quadrupolo Q1 Cela de Colisdo Q2 Quadrupolo Q3
MS! Ms?

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Ao sair da fonte de ions, as moléculas ionizadas e no estado de vapor sao
direcionadas para o analisador de massas onde encontram o primeiro quadrupolo
(Q1), que consiste de barras (quatro, seis ou oito) espacialmente equidistantes de
modo a formar uma figura geométrica em seu corte transversal (quadrado, hexagono
ou octogono), as quais podem ter suas voltagens ajustadas, de forma que,
dependendo da condigao, promova uma trajetéria helicoidal estavel do ion com razao

m/z especifica selecionado ao atravessar a camara Q1. A oscilagdo constante e
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ordenada da voltagem aplicada as barras do Q1 faz com que os ions com razédo m/z
selecionadas permanegam no espacgo interno entre as barras prosseguindo em
estabilidade até atingir o Q2, enquanto os demais ions com razdes m/z diferentes das
selecionadas perdem estabilidade e se desviam da trajetéria, n&o atingindo, assim, o
proximo quadrupolo. Neste modo de operagao pode-se selecionar apenas um ion com
razao m/z especifica que tera trajetoria estavel dentro do quadrupolo, ou optar pela
varredura da razdo m/z de todos os ions gerados. Desta forma, o Q1 pode atuar como
um “filtro de massa” caso o interesse seja em um analito com razdo m/z especifica.
Em sequéncia, vem o segundo quadrupolo ou Cela de Colisdo (Q2) onde o ion sera
fragmentado a partir de seu impacto com moléculas de um gas inerte, geralmente
nitrogénio ou argdnio. Esta fragmentacdo pode ser controlada pelo operador através
da energia aplicada ao gas de colisdo. Os fragmentos sdo, entdo, direcionados ao
terceiro quadrupolo Q3 (similar ao Q1) onde, assim como em Q1, podem ter um ion
fragmento de m/z especifica monitorado ou uma varredura da m/z de todos os
fragmentos, atuando entdo como um “segundo filtro de massas”. O ion gerado na
fonte de ionizacdo que entra no Q1 é denominado ion precursor ou ion pai e, apos a
colisdo com o gas inerte, forma fragmentos que também sao conhecidos por ions filho
ou ions produto (Figura 9) (INGLESIAS, 2013; GROSS, 2017).

Como resultado da analise a partir de um triplo quadrupolo, também conhecida
como espectrometria sequencial ou em tandem, tem-se dois espectros de massas que
trazem informacgdes distintas, porém, complementares. O primeiro espectro é
resultante do Q1 (analise MS" ou apenas MS) com a razao m/z dos ions precursores
monitorados (ou apenas um ion selecionado) versus suas respectivas abundancias, e
o segundo espectro é resultante do Q3 (analise MS? ou MS/MS) com a razao m/z dos
fragmentos monitorados versus respectivas abundéancias.

Uma vez que é possivel selecionar ions tanto em Q1 como em Q3, existem
varios modos de obtencao de dados em MS/MS. O modo representado na Figura 9
onde ha selegdo de um unico ion precursor em Q1 (com selegao ou ndo de ion em
Q3) é chamado de Monitoramento Multiplo de Reagdes (MRM — Multiple Reaction
Monitoring) e € o modo de aquisicao utilizado em analises quantitativas pois
proporciona um aumento consideravel na seletividade (LANCAS, 2019).
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Figura 9 - Esquema de uma analise em QqQ com sele¢&o de um ion no primeiro
quadrupolo e varredura dos ions fragmento.
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Fonte: IGLESIAS, 2013.

3.6 PREPARO DE AMOSTRAS DE LEITE PARA LC-MS/MS

O maior desafio na analise de residuos de medicamentos veterinarios em leite,
sem duvida, € a complexidade da matriz. Para assegurar que 0s componentes
endégenos do leite ndo interfiram no processo de analise quantitativa ou causem
danos ao equipamento, o farmaco presente na matriz deve passar por um processo
de extragdo antes da analise (QUEIROZ, 2001). Um método adequado de extragéo é
aquele capaz de garantir reprodutibilidade, facil execugao, robustez, alto indice de
recuperacao, baixo custo operacional, facil implementagdo e que seja eficaz na
eliminacao dos interferentes presentes na amostra. Geralmente, a etapa de preparo
da amostra leva 70% do tempo total da analise e, dada sua importancia para a
qualidade do resultado, € considerada a etapa critica do desenvolvimento de método
(ROSSI et al., 2018).

Entre os métodos de extragao mais utilizados para quantificacdo de antibioticos
em leite por UPLC-MS/MS estéo a extragao liquido-liquido (ELL), a extragdo em fase
sélida (SPE), a extragao utilizando QUEChERS, a dispersao de matriz em fase sdlida
(MSPD) e a micro-extragdo em fase sélida (SPME). Porém, algumas limitagbes como
operagdes complicadas, alto custo, grande tempo de execugdo ou instrumentos caros
dificultam a escolha do melhor método de pré-tratamento das amostras de leite
(WANG, 2015).

A ELL tem sido muito aplicada em preparo de amostras de leite € util tanto para
concentrar o analito quanto para separar os analitos dos interferentes, uma vez que

0os componentes da amostra sido particionados entre dois solventes liquidos
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imisciveis, também denominados fases, sendo uma fase aquosa e outra organica.
Compostos mais hidrofilicos terdo maior interagdo com a fase aquosa, enquanto os
hidrofobicos com a fase orgénica. Esta interagdo diferenciada provoca a separagao
dos componentes entre as fases (SNYDER et al, 1997). A ELL tem ampla
versatilidade e flexibilidade para otimizagdo da extracdo, permitindo uma série de
modificagdes como o uso de tampdes, diferentes solventes organicos ou mistura deles
e adicdo de modificadores (ROSSI et al., 2018). Entretanto, apesar de seu vasto uso,
a ELL envolve o uso de grandes volumes de solventes organicos, € demorada e para
alguns compostos pode nao ser eficiente (KHABITI et al., 2022). No caso dos -
lactamicos e quinolonas, devido a sua alta polaridade, a eficiéncia de extragao da fase
aquosa para a organica nao é tao satisfatoria, o que resulta em baixas recuperagdes
(ARSAND et al., 2016). Desta forma, pode-se utilizar solventes organicos misciveis
em agua (por exemplo, acetona ou acetonitrila) cuja separagcao de fases pode ser
possivel através da adicdo de um eletrdlito, produzindo um efeito salting-out
(MORENO-GONZALEZ et al., 2017). Este método tem sido chamado de extracéo
liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE).

A alta concentragao de proteinas e lipidios no leite (cerca de 3,2% e 3,9%,
respectivamente) pode levar a extratos ricos em interferentes. Em geral, o preparo é
iniciado por uma etapa de precipitagao de proteinas (PP) com solvente organico e,
posteriormente, uma etapa de limpeza que usualmente é realizada através de
cartuchos de SPE ou QUEChERS (ROSSI et al., 2018). O método de SPE é bastante
eficiente na limpeza da amostra e também pode ser utilizado como etapa de pré-
concentracéo, porém, além de ter um custo razoavelmente elevado, € executado em
varias etapas (condicionamento, carregamento da amostra, equilibrio, lavagem e
eluicdo da amostra) o que pode tornar o preparo tedioso, principalmente em uma
rotina de alta demanda. O método QUEChERS tem bons resultados em diversas
aplicagbes, porém, no caso dos [B-lactamicos e quinolonas que exibem um carater
mais polar, demonstram desempenho insatisfatério (ROSSI et al., 2018, KHABITI et
al., 2022). Alguns artigos relatam protocolos simples, apenas com extragdo por
solvente sem nenhuma etapa de limpeza (JANK et al., 2012; BARCO et al., 2022).
Apesar de simples, a falta da etapa de limpeza pode aumentar a supressao idnica,
uma vez que os fosfolipidios ndo serdo extraidos e sdo conhecidos como os
componentes do leite com maior potencial de causar este efeito (YE e PAO, 2015). A

supressao ibnica é provocada pela competicado dos compostos que coeluem da coluna
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pelas cargas geradas na fonte de ions. Esta competicao pode gerar uma redugao (ou
aumento) do sinal, impactando na sensibilidade do método. Uma opgéao simples e de
baixo custo para limpeza do extrato € a Precipitagdo a Baixa Temperatura (LTP, do
inglés Low Temperature Precipitation). A LTP consiste em promover a precipitacao de
componentes lipidicos e proteicos ao ser levado a baixas temperaturas
(aproximadamente -20°C) sendo o material precipitado removido por centrifugagao
(RUBENSAM et al., 2011; JANK et al. 2015; ARSAND et al., 2016).

Um desafio adicional no preparo de amostras vem da labilidade do anel -
lactdmico que é sensivel a acidos e bases, inclusive podendo sofrer ataque de
nucleodfilos, como o metanol, catalisado por meio acido e calor (ROSSI et al., 2018).
Assim, é necessario um cuidadoso trabalho de otimizagcao dos parametros de preparo
da amostra de forma a conseguir uma recuperagcdo aceitavel dos analitos, com
limpeza suficiente da amostra para que os interferentes ndo causem grande perda de
sinal por efeito matriz.

Na etapa inicial de preparo de amostras de leite varios solventes organicos tém
sido frequentemente usados como metanol, etanol, acetonitrila, acetona, entre outros,
podendo ser acidificados ou ndo. A adicdo destes solventes ao leite provoca
simultaneamente a precipitacdo de proteinas, desnaturacido de enzimas e extragao
dos analitos (ROSSI et al., 2018). Devido a menor estabilidade dos B-lactamicos em
solventes com acao nucleofilica, como MeOH (BESSAIRE et al., 2018), a ACN tem
sido o solvente mais amplamente utilizado uma vez que reune uma série de vantagens
como a menor extracdo de compostos interferentes (GARCIA e GOTAH, 2017) e a
possibilidade de se separar da agua por SALLE (ROSSI et al., 2018). Quinolonas sao
mais estaveis a mudanca de pH, porém, penicilinas e cefalosporinas tém sua
estabilidade bastante reduzidas principalmente em meio acido e, por este motivo, o
uso de solucbes acidificadas para extragcdo de [(-lactdmicos pode nao ser
recomendavel (JANK et al. 2012; HAN et al. 2015; TIAN et al., 2016).

No que tange a proporgao entre volume de amostra e solvente organico na
etapa de PP, varias possibilidades foram avaliadas em diferentes trabalhos (JANK et
al., 2012; MORENO-GONZALEZ et al., 2017; BESSAIRE et al, 2018), porém a
proporcao 1:2 € a mais comum e tem mostrado melhores resultados. Até certo ponto,
maiores volumes de solvente organico podem gerar melhores recuperagoes (LI et al.,
2013; XIONG et al., 2015). Em contrapartida, uma menor adigdo de solvente orgéanico

reduz a diluicdo da amostra, resultando em menores valores de LD e LoQ, podendo,
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inclusive, tornar desnecessaria a execugao de etapa de secagem para concentragcao
da amostra. Além disso, uma maior proporgao de agua na mistura de extragao reduz
a coextracdo de lipidios e fosfolipidios (ZHAO et al., 2017; BESSAIRE et al., 2018).
Bessaire e colaboradores (2018) relata que obteve melhores extragbes para maiores
propor¢cdes de agua. Entretanto, no trabalho de Jank e colaboradores (2012) a
propor¢gao amostra/solvente 1:1 ndao se mostrou satisfatoria para precipitar as
proteinas, resultando em uma solugdo com aspecto turvo. Adicbes de solvente
extrator em mais de uma etapa (JANK et al., 2012; JANK et al., 2015), agitagédo
mecanica e uso de banho ultrassénico sao algumas estratégias que podem melhorar
a recuperacao dos analitos (DORIVAL-GARCIA et al., 2016).

Em SALLE, diferentes tipos de sais podem ser empregados para induzir o efeito
salting-out, como NaCl, Na2SO4 e MgSOs4, porém, sais volateis compativeis com
instrumentacdo LC-MS/MS sao preferiveis, como acetato e formiato de amobnio.
Porém, o uso de sais pode causar supressao idnica consideravel, logo, seus efeitos
devem ser avaliados (GRECCO et al., 2018).

3.7 PLANEJAMENTO DE EXPERIMENTOS

O Planejamento de Experimentos — também denominado Design of
Experiments (DoE) — € uma técnica quimiométrica que tem como objetivo estudar a
influéncia de mais de um fator simultaneamente, em varios niveis, com reduzido
numero de experimentos, levando em consideracdo a interacdo entre os fatores em
relacdo a uma dada resposta. E uma técnica altamente eficiente na otimizacdo de
sistemas multivariados, ou seja, com varios fatores variando ao mesmo tempo (NETO
et al., 2007).

No desenvolvimento de métodos de preparo de amostra, varios fatores
impactam diretamente na recuperacéo, precisio e reprodutibilidade do método. Uma
otimizagcao convencional, alterando um fator por vez, resulta em um grande numero
de experimentos, tornando o processo lento e oneroso. Além disso, essa abordagem
nao retorna informagdes sobre as interagdes entre os fatores e ndo garante que uma
resposta 6tima de fato seja alcancada (PAIGA e DELERUE-MATOS, 2016;
THORSTEINSDOTTIR, 2021). Desta forma, o emprego de métodos multivariados no
planejamento de experimento pode trazer excelentes resultados.

Os resultados dos ensaios podem ser tratados estatisticamente para construir

um modelo matematico com as condigbes experimentais que seja capaz de prever
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resultados em niveis que nao foram executados experimentalmente, permitindo assim
estimar quais seriam as condi¢gdes que retornam a resposta 6tima. Definidas as
condi¢cbes analiticas ideais, a ultima etapa € o teste de robustez, que pode ser
executado no final do desenvolvimento do método analitico ou na ocasido da
validagdo (THORSTEINSDOTTIR, 2021).

DoE tem sido usado como uma excelente ferramenta para otimizagcao de
meétodos baseados em LC-MS na area farmacéutica, como por exemplo no trabalho
apresentado por Sha’at e colaboradores (2022), onde os autores aplicaram o DoE na
otimizagao das condi¢des experimentais de HPLC para determinagao de cloridrato de
metformina em comprimidos, com triagem realizada por um planejamento fatorial
completo de trés niveis e dois fatores e projeto composto de face centrada para obter
a superficie de resposta. Por sua vez, Barcos e colaboradores (2022) usaram a
abordagem DoE para otimizar os parametros de MS em analise de contaminantes em
alimentos e Silva e colaboradores (2021) relatam aplicagdes do DoE voltado para
otimizacdo de métodos cromatograficos para estudos em ciéncias édmicas. Varios
trabalhos relatam o uso de DoE como ferramenta no desenvolvimento de método de
preparo de amostras (JEONG et al., 2012; MORENO-GONZALEZ et al., 2017).

Planejamento de misturas séo casos particulares uma vez que as proporgoes
entre os componentes da mistura tém valores restritos. Para uma mistura qualquer
com n componentes, o0 somatorio das n proporgdes ndao pode exceder 100% e esta
restricdo reduz o grau de liberdade em uma unidade (NETO, SCARMINIO e BRUNS,
2007). Uma propriedade do sistema, como por exemplo a recuperagdo em um
planejamento para otimizagdo de preparo de amostras, pode ter sua variagcao
estudada em relagdo a composicao da mistura, que neste caso poderiam ser
diferentes solventes extratores e suas proporcdes, podendo ser entdo descrita por
uma superficie de resposta. No caso da resposta ser expressa como recuperacgao,
existem valores maximos e minimos aceitaveis exigidos pelos guias e regulamentos
de execucgao de validagao, logo, uma vez que nao € objetivada a maior resposta, pode-
se fazer a escolha pelo melhor resultado que se encontra dentro da faixa de

recuperacao aceitavel para a maioria dos analitos, em caso de analise multianalitos.
3.8 VALIDACAO DE METODO ANALITICO

A validagdo de um método analitico € um procedimento sistematico que visa

demonstrar que sao respeitados os requisitos minimos para um determinado uso
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pretendido do método (EC, 2021). Desta forma, o objetivo da validagao € garantir que
o0 método conduz a resultados confiaveis e adequados a qualidade requerida para o
€scopo em que sera aplicado.

Existem diversos guias e diretivas, nacionais e internacionais, que
regulamentam ou orientam sobre a validagdo de métodos analiticos (ICH, 2005;
MAPA, 2011; FDA, 2018). O método desenvolvido neste trabalho foi validado segundo
o0 Regulamento de Execugéo 2021/808 da Unido Europeia (EC, 2021), especifico para
analises de residuo em alimentos de origem animal, que preconiza a avaliagdo das
seguintes Figuras de Mérito (parametros de qualidade) para métodos quantitativos
confirmatérios de substancias com uso autorizado: linearidade/faixa de trabalho,
seletividade/especificidade, veracidade, precisdo, efeito matriz, limite de decisao
(CCa), estabilidade e robustez. Adicionalmente, foram avaliados limites de detecc¢ao
(LD) e quantificagado (LoQ).

De acordo com este regulamento, € permitido e estimulado que, para minimizar
a carga de trabalho e tornar o processo menos oneroso, sejam avaliadas varias figuras
de mérito concomitantemente, combinando experiéncias. Além disso, salienta que os
procedimentos de validacdo descritos no documento sao referéncias, porém,
passiveis de modificacdo pelo uso de outras abordagens, desde que alcancem a

mesma qualidade de informacao.
3.8.1 Linearidade

Linearidade é a capacidade do método de produzir como resposta um sinal
proporcional a concentragao do analito na amostra (INMETRO, 2020). De acordo com
o Regulamento de Execugao (UE) 2021/808 deve-se usar no minimo 5 niveis de
concentragao (incluindo o nivel zero), de preferéncia equidistantes e o intervalo de
trabalho, assim como a equacéo da reta, devem ser informados. O regulamento n&o
traz critério de aceitagao para a linearidade em termos de coeficiente de determinagéo
(R?), porém, geralmente um R? maior que 0,95 é requerido.

3.8.2 Especificidade / Seletividade

A seletividade (ou especificidade) € a capacidade do método de distinguir o
sinal do analito de outros sinais, sejam de outros analitos ou de substancias
endogenas interferentes presentes na matriz (MAPA, 2011; EC, 2021).
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Analises executadas por LC-MS/MS sao reconhecidamente muito seletivas,
uma vez que no modulo cromatografico as varias substancias presentes na amostra
— sejam analitos ou compostos da matriz — podem ser separados por tempo de
retengdo chegando ao detector de massas em momentos diferentes (SNYDER et al.,
2010). E, ainda que nao sejam separados na cromatografia, os analitos séo
monitorados na espectrometria de massas por MRM, como discutido anteriormente,
tendo, portanto, que exibir concomitantemente o sinal do ion precursor e dos ions
fragmento quantificador e qualificador, ambos no tempo de retengcédo previamente
estabelecido para aquele analito na etapa de desenvolvimento do método (ZHAO et
al., 2017). Desta forma, sinais de interferentes que exibam sinais coincidentes com o
do analito sdo bastante improvaveis.

O Regulamento de Execucgao (UE) 2021/808 estabelece que sejam analisadas
pelo menos 20 amostras em branco representativas, oriundas de lotes ou animais
diferentes para verificacdo de se existe algum sinal interferente encontrado na area
de eluicdo esperada para o analito. Em adicéo, pode-se fortificar amostras em branco
representativas com substancias que podem causar alguma interferéncia e verificar
se a presenca desta substancia pode conduzir a uma falsa identificacao, dificulta-la
ou influenciar apreciavelmente a quantificagcao (EC, 2021). Se nao forem identificados
sinais interferentes, o método sera considerado seletivo. Caso contrario, séo
necessarias modificagdes do método (na etapa de preparo de amostra ou separagao

cromatografica) para melhoria na seletividade.
3.8.3 Efeito Matriz

O efeito matriz é definido pelo Regulamento de Execugao (UE) 2021/808 como
a diferenga entre a resposta de um padrdo do analito dissolvido em solvente e o
padrao do mesmo analito em matriz. Pode ser executado tanto na fase de validagao
como durante o desenvolvimento do método analitico, o que pode ser muito
recomendavel uma vez que impacta diretamente na sensibilidade e robustez do

método.
3.8.4 Veracidade

A veracidade € o grau de concordancia entre o valor médio de uma série de
ensaios analiticos e um valor de referéncia aceito (EC, 2021). Existem diferentes
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abordagens para a avaliagao da veracidade. Quando nao estao disponiveis Materiais
de Referéncia Certificados (MRC), a veracidade pode ser avaliada através da
recuperacao, ou seja, adigdo de quantidades conhecidas dos analitos em uma matriz
branca (EC, 2021). Abaixo estdo os critérios de aceitagdo para veracidade em

métodos quantitativos de acordo com o Regulamento de Execuc¢ao (UE) 2021/808:

Tabela 2 - Critérios de aceitagao para veracidade em métodos quantitativos.

Veracidade minima dos métodos quantitativos

Fracdo madssica Intervalo
< 1 pefke -50% a +20%
> 1 pefkga 10 pelke -30% a +20%
=10 pglke -20% a +20%

Fonte: EC, 2021.
3.8.5 Precisao

Precisdo € a concordancia entre resultados de ensaios repetidos obtidos a
partir de condi¢cdes especificas. Os resultados sao expressos a partir do desvio-
padrao (SD) ou do coeficiente de variagédo (CV) entre os resultados dos ensaios (EC,
2021).

Dependendo do grau de variagao das condi¢des dos ensaios, a precisao pode
ser definida como Repetibilidade ou Reprodutibilidade Intralaboratorial. Repetibilidade
€ a precisdo obtida entre ensaios executados sob condicdes com um minimo de
variagao entre si, usando um mesmo método, laboratoério, equipamento, analista e em
um curto intervalo de tempo. Por sua vez, os ensaios de reprodutibilidade
intralaboratorial devem ser executados com o mesmo método e laboratoério, porém,
com a incorporagao de algumas variagdes nas condigdes como diferentes analistas,
reagentes e dias de execugao (MAPA, 2011; INMETRO, 2020).

Os critérios de aceitagdo para reprodutibilidade intralaboratorial segundo o
Regulamento de execugao 2021/808/EU estdo descritos na Tabela 3, e para
repetibilidade sao considerados aceitaveis valores de CV% iguais ou inferiores a dois

tercos dos valores indicados.
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Tabela 3 - Critérios de aceitagao para Reprodutibilidade Intralaboratoral.

Coeficiente de variacio aceitdvel

Fracio mdssica CV em condicdes de reprodutibilidade (%)
> 1000 pglkg 16 (adaptado da equacio de Horwitz)
> 120 pg/kg-1 000 pglke 22 (adaptado da equacdo de Horwitz)
10-120 pglkg 25%
< 10 pglkg 30*

* * 0 CV (%) apresentado € uma referéncia ¢ deve ser tao baixo quanto razoavelmente possivel.

Fonte: EC, 2021.
3.8.6 Estabilidade

Estabilidade é uma medida da integridade de um analito sob condigbes
especificas de armazenamento e uso para determinados intervalos de tempo. Caso
nao existam dados disponiveis na literatura, a estabilidade dos analitos deve ser
avaliada tanto para matriz quanto para solucéo, durante o0 armazenamento, uma vez

que sua degradagéao pode influenciar o resultado da analise (EC, 2021).
3.8.7 Robustez

A figura de mérito robustez avalia a susceptibilidade de um método a pequenas
variagdes nas condi¢cdes experimentais que podem ocorrer durante a rotina analitica.
Um procedimento robusto produz resultados mais reprodutiveis ao longo do tempo
(MAPA, 2011). Este estudo pode ser realizado a partir de uma abordagem classica,
variando um fator de cada vez, ou utilizando DoE, conforme discutido no item 3.7. O
uso de DoE permite que, além da robustez, seja também avaliada a influéncia de cada
fator no resultado final, assim como a interagdo entre os fatores (MAPA, 2011; EU,
2021). A partir dos resultados do teste de robustez é possivel estabelecer a faixa de
variacao aceitavel dos fatores estudados, de forma que ndo comprometa a qualidade

dos resultados analiticos.
3.8.8 Limites de Detecg¢ao (LD) e Quantificagdo (LoQ)

O limite de deteccdo € a menor concentracdo do analito que pode ser
detectada, ainda que nao possa ser quantificada (ICH, 2005). Existem varias

abordagens para calcular o LD, como por exemplo, a avaliagao visual do menor sinal
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possivel apos injecdes de sucessivas amostras com concentragdes cada vez mais
baixas de analito ou a partir da relagdo sinal/ruido, onde é aceitavel uma relagao
minima de 3:1. Outra abordagem para determinar o LD é realizando a estimativa a

partir da curva analitica, onde o LD é dado pela equacéo:

LD = 3,3 s/a

onde “s” € o desvio padrao da resposta do branco ou, quando este ndo exibe sinal, o
desvio padrdo do menor nivel da curva analitica e “a” € a inclinagdo (coeficiente
angular) da curva analitica (INMETRO, 2020).

O limite de quantificacdo — menor concentragao que pode ser quantificada com
confiabilidade aceitavel — também pode ser calculado a partir de varias abordagens,
como estimativa a partir da curva analitica, ou a partir da relagao sinal/ruido e muitas
vezes € considerado como LoQ o menor nivel calibrado com precisdo e veracidade
aceitaveis. Quando o LOQ ¢é calculado a partir da curva analitica, deve ser

considerada a seguinte equacao (INMETRO, 2020):
LoQ =10 s/a

3.8.9 Limite de Decisao (CCa)

CCa é o limite a partir do qual pode-se afirmar, com uma probabilidade de erro
a, que a amostra € nao-conforme. Desta forma, o valor (1- a) representa a certeza
estatistica de que o limite foi excedido. E calculado a partir do LMR do analito e do

desvio-padrdo da reprodutibilidade intralaboratorial neste nivel (UE, 2021).



47

4 MATERIAIS E METODOS
4.1 REAGENTES

Os padrdes analiticos dos antimicrobianos utilizados no desenvolvimento deste
trabalho foram cloxacilina sal sédico monoidratado — CLX (Sigma-Aldrich, numero do
produto 46160), dicloxacilina sal sédico monoidratado — DIC (Sigma-Aldrich, nimero
do produto 46182), penicilina G sal potassico — PENG (LGC Labor GmbH, niumero do
produto DRE-C15935000), oxacilina sal sédico monoidratado — OXA (Sigma-Aldrich,
numero do produto 46589), ceftiofur — CEF (TRC Canada, numero do produto TRC-
C244695), desfuroilceftiofur — DESF (TRC Canada, numero do produto D289980),
sarafloxacina cloridrato — SARA (Sigma-Aldrich, numero do produto 33497),
enrofloxacina — ENRO (Sigma-Aldrich, numero do produto 33699) e Ciprofloxacina —
CIPRO (Sigma-Aldrich, numero do produto 33434). Todos os padrdes foram
conservados sob refrigeracdo ou em freezer -18°C, de acordo com a recomendacao
do fabricante.

Metanol (MeOH) grau LCMS, acetonitrila (ACN) e acetona (ACO) grau HPLC
foram adquiridos da J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EUA). Acido férmico, hidroxido de
amoénio e acetato de amoénio, todos em grau ACS, foram obtidos da Sigma-Aldrich.
Agua ultrapura utilizada para preparo de reagentes, padrées e amostras foi produzida
pelo sistema Milli-Q® (Millipore, MA, EUA).

4.2 AMOSTRAS DE LEITE

As amostras de leite utilizadas neste trabalho como matriz branca foram obtidas
do Campo Experimental José Henrique Bruschi (CEJHB) localizado no Municipio de
Coronel Pacheco, Minas Gerais, pertencente a Embrapa Gado de Leite. A coleta das
amostras bioldgicas ndo exigiu a aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) uma vez que o manejo de ordenha é uma atividade de rotina. As amostras de
leite foram coletadas de 20 animais rastreados e acompanhados por veterinario
quanto ao n&o uso de antimicrobianos durante o periodo de 90 dias que antecederam
as coletas. Apos coletadas, permaneceram armazenadas em freezer a temperatura
de -18°C até o uso, quando, entéo, foram descongeladas a temperatura ambiente. As

amostras reais foram obtidas de fazendas comerciais da regiao.



48

4.3 EQUIPAMENTOS

Para quantificagao dos analitos foi utilizado um equipamento de Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia, modelo Acquity UPLC™ I-Class System (Waters Inc.,
EUA) acoplado a Espectréometro de Massas modelo MS XEVO-TQS micro (Waters
Inc., EUA) com fonte de ionizagao do tipo Electrospray e analisador de massas do tipo
triplo quadrupolo. Todos os dados cromatograficos e espectrais foram gerados e
tratados usando o software MassLynx V4.2 (Waters INC., EUA).

Para o preparo de amostras e solugdes padrdao foram utilizados os
equipamentos: banho ultrassénico Unique UltraCleaner 1400A, misturador vortex
Biomixer QL-901, balanga analitica Shimadzu AUW 220D e centrifuga Thermo
Scientific Megafuge 8R.

4.4 PREPARO DAS SOLUCOES PADRAO

Fizeram parte deste estudo os antibiéticos Penicilina G, Oxacilina, Cloxacilina,
Ceftiofur, Enrofloxacina e Ciprofloxacina que serao os analitos, enquanto Dicloxacilina
e Sarafloxacina foram utilizados como padrdes internos das classes de antibidticos [3-
lactamicos e quinolonas, respectivamente . As solugdes estoque foram preparadas a
partir da pesagem dos padrées em balanga analitica com cinco casas decimais,
corregao de pureza, desconto da massa do contra-ion, seguida de dissolugdo em
solvente adequado para cada analito. As solugdes de PENG, CLX, DIC e OXA foram
preparadas em agua na concentragdo de 1000 pg/mL. A solucéo estoque de CEF foi
preparada na concentragado de 300 ug/mL em uma mistura de ACN/H20 (70:30, v/v)
e DESF foi preparada a uma concentracdo de 10 ug/mL em ACN. As quinolonas
SARA, CIPRO e ENRO foram preparadas na concentragao de 500 ug/ml. SARA e
CIRO foram solubilizadas em solugdao aquosa de Hidroxido de Aménio 1M e ENRO
em MeOH. Todas as solugdes estoque foram armazenadas em freezer -18°C em
varias aliquotas de 100 pL a 1 mL, sendo estas, por sua vez, usadas no preparo diario
das solugdes de trabalho, evitando potenciais degradagdes dos analitos por ciclos de
congelamento/descongelamento.

As solucodes de trabalho foram preparadas diariamente e imediatamente antes
do uso por meio da diluigdo das solugdes estoque até uma concentragcdo equivalente
a 100 vezes o LMR de cada analito. Estas solu¢cbes foram preparadas para cada

analito individualmente ou em mistura deles, a depender do ensaio a ser executado.
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4.5 PREPARO DE AMOSTRA

Para avaliagdo do desempenho de diferentes métodos para preparo de
amostra foi utilizado um planejamento experimental misto, composto por planejamento
de misturas combinado com planejamento fatorial completo 22 (dois fatores e dois
niveis). No planejamento de misturas, foram avaliadas diferentes proporc¢des entre
dois solventes organicos — acetonitrila (x1) e acetona (x2) - utilizados para precipitacéo
de proteinas (PP) e extragado liquido-liquido assistida por salting-out (SALLE). Uma
vez que trata-se de uma mistura binaria, o planejamento foi simbolizado através de
um triangulo retangulo, no qual os pontos localizados nos vértices da hipotenusa
representam os solventes x1 e x2 puros e os outros trés pontos, distribuidos sobre a
aresta, representam misturas entre eles nas proporcoes 25%, 50% e 75% de x1. No
planejamento fatorial avaliou-se a resposta frente a execugdo de SALLE e/ou LTP,
sendo o nivel “+1” correspondente a execugao do processo e “-1” a nao execugao. A
configuracado do projeto combinado foi estabelecida de forma que em cada ponto do
planejamento fatorial superpde-se o planejamento de mistura binaria (Tabela 4, Figura
10).

A recuperacao de cada processo de extragao foi utilizada como resposta para
avaliar os resultados do planejamento misto. As extragdes foram conduzidas com leite
branco enriquecido antes (E1-E20) e depois (C1-C20) do processo de extracdo. A
concentracao de enriquecimento foi o LMR de cada analito. Todas as amostras foram
preparadas em duplicatas auténticas e injetadas em duplicata em ordem aleatéria no
equipamento UPLC-MS/MS.



Tabela 4 - Matriz do Planejamento Misto

Planejamento de Misturas

Planejamento Fatorial

Extracédo Acetona (%) Acetonitrila (%) SALLE LTP
E1(C1) 100 0 -1 -1
< E2 (C2) 75 25 -1 -1
é E3 (C3) 50 50 -1 -1
o E4 (C4) 25 75 -1 -1
E5 (C5) 0 100 -1 -1
E6 (C6) 100 0 1 -1
@ E7 (C7) 75 25 1 -1
§ E8 (C8) 50 50 1 -1
© E9 (C9) 25 75 1 -1
E10 (C10) 0 100 1 -1
E11(C11) 100 0 -1 1
o E12(C12) 75 25 -1 1
§ E13 (C13) 50 50 -1 1
o E14 (C14) 25 75 -1 1
E15(C15) 0 100 -1 1
E16 (C16) 100 0 1 1
a E17 (C17) 75 25 1 1
§ E18(C18) 50 50 1 1
© E19 (C19) 25 75 1 1
E20 (C20) 0 100 1 1

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Figura 10 - Projeto combinado com planejamento de mistura binaria incluido em

arranjo fatorial 22, totalizando 20 ensaios
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).
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Os procedimentos analiticos para cada grupo de amostra estao descritos a
sequir:

Grupo A (Precipitagdo de Proteinas): Em um tubo de centrifuga com
capacidade para 15 mL foi adicionado 1 mL de leite branco (C1 a C5) ou enriquecido
(E1 a E5). Adicionou-se 2 mL da mistura de solventes na propor¢ao adequada ao nivel
do planejamento de misturas, seguido de homogeneizacdo em vortex por 10
segundos e banho ultrassénico por 20 minutos. Na sequéncia, o tubo foi centrifugado
por 10 min a 2900g e 5°C. Uma aliquota de 1 mL do sobrenadante foi transferida para
um vial e injetada no UPLC-MS/MS. Nos tratamentos C1 a C5, o extrato foi
enriquecido previamente a injecado no UPLC-MS/MS.

Grupo B (SALLE): Em um tubo de centrifuga com capacidade para 15 mL foi
adicionado 1 mL de leite branco (C6 a C10) ou enriquecido (E6 a E10). Adicionou-se
2 mL da mistura de solventes na propor¢cdo adequada ao nivel do planejamento de
misturas, seguido de homogeneizagdo em vortex por 10 segundos e de banho
ultrassénico por 15 minutos. Adicionou-se 500 pL de solugcdo aquosa de acetato de
amonio 8M, homogeneizou-se em vortex por 10 segundos e em banho ultrassénico
por mais 15 minutos. Em sequéncia, o tubo foi centrifugado por 10 min a 2900g e 5°C.
Uma aliquota de 1 mL da fase organica superior foi transferida para um vial e injetada
no UPLC-MS/MS. Nos tratamentos C6 a C10, o extrato foi enriquecido previamente a
injecdo no UPLC-MS/MS.

Grupo C (Precipitagdo de Proteinas e LTP): Em um tubo de centrifuga com
capacidade para 15 mL foi adicionado 1 mL de leite branco (C11 a C15) ou enriquecido
(E11 a E15). Adicionou-se 2 mL da mistura de solventes na propor¢ao adequada ao
nivel do planejamento de misturas, homogeneizou-se em vortex por 10 segundos e
em banho ultrassénico por 20 minutos. Na sequéncia, o tubo foi levado ao freezer (-
18°C) por 20 minutos e centrifugado por 5 minutos a 2900g e 5°C. Uma aliquota de 1
mL do sobrenadante foi transferida para um vial e injetada no UPLC-MS/MS. Nos
tratamentos C11 a C15, o extrato foi enriquecido previamente a inje¢cdo no UPLC-
MS/MS.

Grupo D (SALLE e LTP): Em um tubo de centrifuga com capacidade para 15
mL foi adicionado 1 mL de leite branco (C16 a C20) ou enriquecido (E16 a E20).
Adicionou-se 2 mL da mistura de solventes na proporcdo adequada ao nivel do
planejamento de misturas, homogeneizou-se em vortex por 10 segundos e em banho

ultrassbnico por 15 minutos. Adicionou-se 500 pL de solugcdo aquosa de acetato de
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amoénio 8M, homogeneizou-se em vortex por 10 segundos e em banho ultrassénico
por mais 15 minutos. A mistura foi centrifugada por 5 min a 2900g e 5°C e levada ao
freezer (-18°C) por 20 minutos. Apds ser retirada do freezer, foi novamente
centrifugada nas mesmas condi¢gbes. Uma aliquota de 1 mL da fase orgéanica foi
transferida para um vial e injetada no UPLC-MS/MS. Nos tratamentos C16 a C20, o
extrato foi enriquecido previamente a inje¢ao no UPLC-MS/MS.

Em virtude de até o momento da execugao desta etapa o método UPLC-MS/MS
ainda n&o ter sido desenvolvido, foi utilizado um método anteriormente publicado para
analise quantitativa dos antibioticos (HAN, et al., 2015). Em fung¢do da quantificacéo
do DESF nao fazer parte do escopo do referido trabalho, foram feitas adaptagdes para
inclui-lo nas analises. Os parametros UPLC-MS/MS utilizados para esta analise estao
descritos no Apéndice A.

A recuperagcao de cada processo de extragcdo foi calculada utilizando a

equacao:

Rec (%) = (Eix 100) / Ci , onde

3
|

Ei = Area do pico do analito na matriz enriquecida antes da extragéo no ensaio

133

Ci = Area do pico do analito na matriz enriquecida depois da extragdo no ensaio i
4.6 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os parametros para ionizacao e fragmentagao dos analitos foram otimizados
através da infusdo pds coluna de uma solugcado de cada analito separadamente, em
solvente H2O/ACN na proporgdo 1:1 (v/iv) com 0,1% de acido formico, na
concentracdo de 500 ng/mL e fluxo continuo de 10 yL/min. Devido ao vasto relato
encontrado na literatura indicando que a ionizagdo no modo positivo € mais adequada
para os analitos em estudo, apenas esse modo de ionizacdo foi avaliado
(BERENDSEN, ELBERS e STOLKER, 2011; JANK et al., 2015, MORENO-
GONZALEZ et al., 2017; BESSAIRE et al., 2018; HU et al., 2021).

Inicialmente, foram ajustados os parametros de ionizagao para visualizagao de
um sinal intenso e estavel com a razdo m/z dos ions precursores. Esta etapa teve
como objetivo garantir que a maior parcela possivel do analito ionize e, desta forma,
seja direcionada para o analisador. Os seguintes parametros foram otimizados nesta
etapa: voltagem do capilar; voltagem do cone; temperatura e fluxo do gas de
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dessolvatagao; fluxo do gas de cone; temperatura da fonte. Em seguida, executou-se
uma rampa de energia de colisao cujo objetivo foi encontrar a energia necessaria para
geracgao dos fragmentos a partir da colisdo do gas argdnio (gas de colisdo) com o ion
precursor. Dentre os fragmentos encontrados para cada analito, os dois que exibiram
maior abundancia foram utilizados como ions quantificadores e qualificadores,

respectivamente.
4.7 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA

A otimizacdo do método cromatografico teve como ponto de partida o método
previamente descrito por Han et al. (2015). Esta otimizacao foi essencial para reduzir
o tempo de analise e ajustar o tempo de retengao dos analitos, visando minimizar a
coeluicdo com compostos enddgenos interferentes. Conforme discutido, quando um
detector de espectrometria de massas € utilizado operando no modo de aquisigao
MRM, a coeluicdo entre os analitos e componentes endégenos nao € impeditiva,
desde que nao haja uma interferéncia significativa em termos de supressao iénica e
efeito matriz.

A otimizacao foi realizada buscando métodos que resultem em uma corrida
analitica rapida, separacédo razoavel dos analitos, melhor simetria de pico e maior
intensidade de sinal para cada um dos analitos. Foram testados diferentes gradientes
e fluxo de fase movel, composi¢ao da fase organica, temperatura da coluna e volume
de injecdo da amostra. Os dois métodos cromatograficos com melhores resultados
foram avaliados quanto ao desempenho em termos de supressao idnica frente as

amostras submetidas aos processos de extragdo mais promissores.

4.8 AVALIACAO DA SUPRESSAO IONICA

O teste de supressao ibnica nao € preconizado pelo Regulamento de Execugéao
(UE) 2021/808, porém foi executado neste trabalho devido a sua importancia em
métodos com deteccdo por MS. Sua avaliacdo foi realizada durante o
desenvolvimento do método analitico para que, caso necessario, algum ajuste no
meétodo fosse possivel antes do inicio da validagao.

Para o teste de supresséao ibnica, foi injetado sequencialmente via UPLC o
extrato da matriz branca e o solvente puro com concomitante infusdo constante via

espectrometro de massas de uma solugao dos padrdes individuais em acetonitrila com
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concentragdo 500 ng/mL a um fluxo entre 10 e 20 pl/min. Como resultado deste
ensaio obteve-se um cromatograma de supressao para cada padrao/preparo de
amostra/método cromatografico. Foi avaliada a existéncia de queda ou aumento
significativo do sinal no tempo de reten¢ao dos analitos e padrdes internos. O método
com menor supressao idnica para a maioria dos analitos foi considerado o mais

adequado e avangou para etapa de validagao de método.
4.9 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A seguir estdo descritos os métodos utilizados para avaliagdo de todas as
figuras de mérito na etapa de validagao do método analitico. Os dados analiticos foram
gerados pelo software MassLynxe e tratados estatisticamente nos softwares Microsoft
Excele e Past (HAMMER, HARPER e RYAN, 2001). Durante os ensaios de validagéo,
DIC e SARA foram utilizadas como padréo interno para B-lactamicos e quinolonas,

respectivamente.
4.9.1 Linearidade

Para avaliacao da linearidade, foi preparada uma curva de calibracdo em leite
enriquecido nos niveis de concentracio correspondentes a 0, 0,1, 0,25, 0,5, 1, 1,25 e
1,5 vezes 0 LMR de cada antibiético. DIC e SARA, usados como padrao interno, foram
adicionados a uma concentragao constante de 30 ng/mL. Os niveis 0,1, 1 e 1,5 vezes
o LMR foram preparados em sextuplicata, e os demais niveis em ftriplicata, todos com
réplicas auténticas a partir do leite enriquecido na concentragdo do nivel
correspondente.

Apods o enriquecimento, cada amostra foi submetida ao processo de extragao
conforme método de extragao E2: 1 mL de leite enriquecido foi adicionado a um falcon
e acrescido de 2 mL de solugdo extratora ACO/ACN na proporgao 75:25 (viv). A
mistura foi entdo homogeneizada em vortex por 10 segundos € em banho ultrassénico
por 20 minutos. Em seguida, foram centrifugadas por 10 minutos a 2900g e 5°C. O
sobrenadante foi transferido para um vial e injetado em duplicata e ordem aleatéria no
equipamento UPLC-MS/MS. A curva em matriz foi utilizada devido a complexidade do
leite que pode apresentar efeito matriz e, desta forma, tem este efeito minimizado ou
compensado (JANK et al., 2015; WANG et al., 2015).
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Os dados foram avaliados quanto a auséncia de valores aberrantes pelo Teste
de Grubbs e quanto a cedastididade pelo Teste de Levene. Em caso de
homoscedasticidade, o calculo da equacéo foi feito através do método dos minimos
quadrados ordinarios (MMQO), caso contrario, através do método de minimos
quadrados ponderados (MMQP), considerando como fator de ponderagéo o inverso
da variancia da resposta instrumental (MILLER e MILLER, 1993). Foram calculados
0s parametros de regressdo e a equagado do modelo utilizando como variavel
independente a concentracdo conhecida dos analitos nos padrées e como variavel
dependente a relacdo entre a area do pico do analito e a area do pico do padrao
interno. Neste trabalho, um coeficiente de determinacdo R? minimo de 0,95 foi
estabelecido, porém, como apenas a avaliacdo do R? ndo € conclusiva, os residuos
(diferenca entre o valor observado e o calculado a partir da equacgéo) foram avaliados
adicionalmente quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilk (INMETRO,
2021).

4.9.2 Seletividade / Especificidade

A seletividade foi avaliada a partir da inje¢cado de 20 extratos de amostras leite
branco de animais diferentes, antes e depois do enriquecimento com os analitos. Os
espectros foram avaliados quanto a presenga concomitante de sinal do ion precursor,
fragmento qualificador e quantificador no tempo de retengao esperado para o analito
nos extratos de amostras brancas (TIAN et al., 2016; DORIVAL-GARCIA et al., 2016;
ZHAO et al., 2017).

4.9.3 Efeito Matriz Relativo

Para o calculo do efeito matriz foram enriquecidos 20 extratos de amostras
brancas de leite de diferentes animais na concentra¢do do LMR de cada analito. Estas
amostras foram analisadas em conjunto com uma solu¢gdo do analito em ACN na
mesma concentracdo. Todas as amostras foram injetadas em duplicata. O efeito de
matriz (EM) foi calculado a partir da equacgao:

EManaiito = 100 x [ drea do pico do analito no extrato de matriz branca enriquecida - 1]
area do pico do analito em solvente

EMpi = 100 x [ area do pico do Pl em extrato de matriz branca enriquecida - 1]
area do pico do Pl em solvente
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EManaIito normalizado para Pl = EManaIito

EMp

O CV% néo deve superar 20% para EManaiito normalizado para PI.
4.9.4 Veracidade

Para a avaliagao da veracidade foram fortificadas amostras de matriz branca
nos niveis de concentragcao 0,1, 1 e 1,5 vezes o LMR, em sextuplicatas auténticas
para cada nivel. A veracidade de cada amostra foi calculada utilizando a equagao
abaixo. Tanto a veracidade média quanto o CV% em cada nivel foram obtidos nessa

figura de mérito.

Veracidade (%) = concentracdo média detectada x 100
nivel de fortificacao

4.9.4.1 Recuperacéao

A avaliagao da recuperacéo e a corregcao dos resultados a partir dela ndo é
requerida quando € usada uma calibragdo preparada a partir de matriz branca
enriquecida antes da extragdo. Entdo, neste trabalho, a recuperacao foi avaliada
apenas para conhecimento do comportamento do método quanto as perdas durante
a extracao.

A recuperacao foi avaliada para 6 diferentes lotes de leite, coletadas de animais
distintos e em trés concentragdes, correspondentes ao nivel 0,1, 1 e 1,5 vezes LMR.
Para cada lote, foi feita analise do leite fortificado antes e depois da extracdo. A

recuperacao foi calculada utilizando seguinte férmula:

Recuperagao (%) = A(ea da amostra enriquecida antes da extracdo x 100
Area da amostra enriquecida apés a extragao
As recuperagdes foram calculadas para cada lote assim como o coeficiente de
variagao entre os lotes para cada nivel de enriquecimento. Também foi calculada a

recuperacao média em cada nivel e o coeficiente de variacdo entre os niveis.
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4.9.5 Precisao
4.9.5.1 Repetibilidade

Para avaliacdo da repetibilidade, foram preparadas amostras brancas
fortificadas a 0,1, 1, 1,5 vezes o LMR, em sextuplicatas auténticas para cada nivel.
Apoés a andlise, foram calculadas as concentragdées para cada amostra, assim como
a concentragdo média, o desvio-padrao e o coeficiente de variagao relativo. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes no mesmo dia, pelo mesmo analista. A
sequir, foram calculadas as médias globais das concentragdes, dos desvios-padréo e
dos coeficientes de variacdo. A média global dos desvios-padrao foi calculada pela

raiz quadrada da média dos SD ao quadrado das diferentes medic¢oes.
4.9.5.2 Reprodutibilidade Intralaboratorial

Para avaliar a reprodutibilidade intralaboratorial, foram preparadas amostras
brancas fortificadas a 0,1, 1, 1,5 vezes o LMR, em sextuplicatas auténticas para cada
nivel. Apés a anadlise, suas respectivas concentragdes foram calculadas. Este
procedimento executado por trés vezes em dias diferentes e por analistas diferentes.
Uma vez realizado este procedimento, foram calculados a concentragcdo média, o SD
e 0 CV (%).

4.9.6 Estabilidade

A estabilidade foi avaliada nas solug¢des padrao estoque, em leite enriquecido
e em extrato enriquecido armazenados em freezer a temperatura -18°C. O periodo de
armazenamento foi de 15 e 30 dias para leite e extrato, e de 15, 30 e 120 dias para
solucdes padrao estoque.

Para avaliagdo da estabilidade foram preparadas e armazenados em freezer a
-18°C varias aliquotas dos materiais a serem testados. Em cada tempo de
armazenamento avaliado, 5 aliquotas de cada material foi descongelado e analisado.
Também foram preparadas e analisadas amostras recém preparadas de cada
material. O calculo da porcentagem de analito que permaneceu sem degradagcdo em

cada solugao foi feito com o auxilio da equacéo:

Analito restante (%) = Ai x 100 / Afresco
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onde “Ai” é a area do analito no tempo de armazenamento i e “Afresco” € a area do
analito na solucéo fresca.

Para ser considerada estavel, o valor médio das replicatas do material
armazenado ndo podera diferir mais que 15% do valor medido nas solucdes frescas,

utilizando este ultimo valor como base para a diferencga percentual (EC, 2021).

4.9.7 Robustez

A avaliagdo da robustez foi executada a partir de um planejamento fatorial
completo 23 com duplicata dos experimentos, resultando em 16 ensaios. Tanto a
execugao quanto o tratamento estatistico foram realizados utilizando como referéncia
0 guia de validacdo analitica do MAPA, uma vez que o Regulamento de Execugéo
(UE) 2021/808 nao sugere nenhuma abordagem.

Os fatores estudados na avaliagdo de robustez foram o volume de injecao da
amostra (2,9 e 3,1 uL), a temperatura de trabalho do forno da coluna cromatografica
(28 e 32°C) e o tempo de permanéncia da amostra em banho ultrassénico durante o
preparo (18 e 22 min). Na Tabela 5, estdo dispostos a matriz do planejamento e os
fatores estudados e seus respectivos niveis, com pequenas variagdes ao redor do
valor nominal conforme recomenda o guia de validagao do MAPA.

Os ensaios foram executados em duas réplicas auténticas usando amostras de
leite branco enriquecido na concentragdo do LMR e processadas segundo 0s
parametros previstos na matriz do planejamento. Foi também executado em duplicata
0 experimento utilizando os paradmetros nominais. As amostras foram injetadas em
duplicata em ordem aleat6ria dentro de grupos que utilizavam a mesma temperatura
da coluna. Nao foi possivel aleatorizar completamente os ensaios devido ao tempo
necessario para a estabilizagcado da temperatura da coluna apds cada modificacado. A

ordem de execucao de cada experimento esta descrita na Tabela 5.
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Tabela 5 - Fatores e niveis avaliados no teste de Robustez e matriz do planejamento

Fatores e niveis avaliados no teste de Robustez

Fator Nominal Nivel Baixo (-) Nivel Alto (+)
[1] Volume de injegao 3,0 uL 2,9 uL 3,1 L
[2] Temperatura da coluna 30°C 28°C 32°C
[3] Tempo de banho ultrassénico 20 min 18 min 22 min

Matriz do Planejamento Fatorial completo 2

Fatores Interacdes
Experimento M 1 2 3 12 13 23 123
1 (8;2) + -1 -1 -1 1 1 1 -1
2 (7;4) + 1 -1 -1 -1 -1 1 1
3 (9;14) + -1 1 -1 -1 1 -1 1
4 (13;16) + 1 1 -1 1 -1 -1 -1
5 (1;5) + -1 -1 1 1 -1 -1 1
6 (3;6) + 1 -1 1 -1 1 -1 -1
7 (10;12) + -1 1 1 -1 -1 1 -1
8 (11;15) + 1 1 1 1 1 1 1

Nota: Na matriz do planejamento fatorial, entre parénteses, estdo a ordem de execugao da
primeira e segunda replicata de cada experimento, respectivamente.
Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

O calculo da reposta para cada analito, ReCrobustez, foi expresso em

porcentagem, e foi calculado para cada variagao proposta com o uso da equacgao:
RecRrobustez = (Ao / At ) x 100

onde Ao € a area obtida em cada experimento e At é a area obtida usando os valores
nominais. Foram entdo calculadas as Recrobustez (%) para cada replicata de todos os
experimentos, a média das replicatas, os efeitos de cada fator e suas interagdes. O
método foi considerado robusto quando os efeitos ndo eram significativos ou, quando
significativos, tinham valores menores que trés vezes o SD da reprodutibilidade

intralaboratorial, para o dado analito no nivel de concentragcéo estudado.
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4.9.8 Limites de Deteccgao (LD) e Quantificagado (LoQ)

O calculo do LD foi feito a partir de estimativa matematica com dados das
curvas analiticas resultantes dos ensaios de linearidade. Foi considerado o LoQ do
método a menor concentragdo da curva analitica que obteve desempenho aceitavel

em termos de precisao e veracidade.
4.9.9 Limite de Decisao (CCa)

O limite de decisao foi calculado a partir do LMR do analito e do desvio-padrao
da reprodutibilidade intralaboratorial neste nivel de concentragao, conforme a equagao

abaixo:
CCa =LMR + 1,64 x SDrepro
De acordo com o Regulamento de Execucgao (UE) 2021/808, a capacidade de

deteccdo denominada CC nao é exigida para métodos quantitativos confirmatodrios,

mas apenas para meétodos de triagem.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 PREPARO DE AMOSTRA

Os métodos de PP, LTP e SALLE foram avaliados devido a sua simplicidade
de execugdo, menor volume de reagente requerido e uso de insumos de menor custo.
Assim, 20 diferentes procedimentos de extracdo foram executados a partir da
combinagdo entre trés meétodos, avaliando tantas variaveis quanto possivel para
identificar a condigao de extragao mais eficiente para os analitos em estudo.

Apods a execugao do planejamento misto, a recuperagéo (Rec%) e o desvio
padrao (SD) entre as replicatas foram calculados. A Figura 12 ilustra graficamente as
recuperacdes obtidas para os grupos A, B, C e D, respectivamente, e os valores
podem ser encontrados no Apéndice B. De acordo com o Regulamento de Execugéo
(UE) 2021/808, a recuperagéo aceitavel para a faixa de concentragdo dos analitos
deste estudo no LMR deve estar entre 80 a 120% e estes limites estdo destacados na
Figura 12 por uma linha vermelha. Desta forma, o planejamento misto ndo objetivou
maximizar a recuperag¢ao, mas identificar o método de extragcdo mais simples cuja
recuperacao de todos os analitos, ou a maioria deles, foi aceitavel em relacdo ao
Regulamento de Execucéao (UE) 2021/808.

A adi¢ao de solventes organicos como metanol, acetonitrila, acetona, ou uma
mistura destes ao leite € uma abordagem frequente que induz simultaneamente a
precipitagdo de proteinas, desnaturagédo de enzimas e extragdo de analitos (ROSSI et
al., 2018). Neste estudo, a escolha por utilizar acetonitrila e acetona foi devido a
facilidade de separacao de fases durante o processo de salting-out (MORENO-
GONZALEZ et al., 2017), além de prevenir a degradacéo de antibiéticos B-lactamicos
que pode ocorrer quando solventes com acgao nucleofilica, como metanol, sao
empregados (TYCZKOWKA, VOYKSNER e ARONSON, 1992; ROSSI et al., 2018).
Por sua vez, a LTP é um método de purificagado simples envolvendo a precipitagao de
componentes lipidicos da amostra e auxilio na mudanga conformacional de proteinas
em baixas temperaturas, seguida pela remog¢ao do material precipitado por
centrifugacdo (RUBENSAM et al., 2011). J& a SALLE foi adotada como alternativa a
ELL de B-lactamicos e quinolonas, que, devido a sua alta polaridade, tém maior
afinidade pela fase aquosa, resultando em recuperagdes baixas em ELL. O acetato

de amoénio foi utilizado devido a sua compatibilidade com a espectrometria de massas.
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Figura 11 - Recuperacéao (Rec%) e desvio padrao (SD) para os 20 protocolos de
extragdo executados no planejamento misto para os Grupos A, B, Ce D

Grupo A: Precipitacdo de Proteinas
Rec% 150
100
50
0 g g s
CIPRO PENG ENRO SARA OXA DESF CLX DIC CEF
BE1(100% ACO) @EE2 (75%AC0O) BE3(50%AC0O) OE4(25%AC0O) MES (0% ACO)
Grupo B: SALLE
Rec% 150 =
100
i l] [I [l
o Mee B WM MW NN -
CIPRO PENG ENRO SARA OXA DESF CLX DIC CEF
HES (50% ACO) ME9(25%AC0O) mE10(0%ACO)
Grupo C: Precipitacdo de Proteinas + LTP
Rec% 150
100
50
0
CIPRO PENG ENRO SARA OXA DESF CLX DIC CEF
EE11(100%AC0O) ME12(75% ACO) E13(50% ACO) DE14(25% ACO) MEE15 (0% ACO)
Grupo D: SALLE + LTP
Rec% 150
100
50
0
CIPRO PENG ENRO SARA OXA DESF CLX DIC CEF
@ E18(50% ACO) O E19(25% ACO) EE20(0% ACO)

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

Os grupos B e D, que envolvem uma etapa de salting-out, resultaram em
recuperacoes abaixo do valor aceitavel para todos os analitos e processos de
extragcao, exceto para DIC nos processos de extracdao E9 e E20. Adicionalmente, para
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estes grupos, utilizando uma proporg¢ao de 75 e 100% de ACO (E6, E7, E16 e E17), a
separacgao de fases nao foi efetiva, impossibilitando o calculo da recuperagéo para
estes processos de extracdo. A eficiéncia da separacido entre as fases aquosa e
organica depende de muitos fatores, como a concentragdo do sal e a natureza e
volume do solvente organico (GRECCO et al., 2018). Possivelmente, nos processos
de extragdo em que altas propor¢coées de ACO foram empregadas, a separagao nao
foi efetiva devido a concentragcdo insuficiente de sal para que houvesse
enfraquecimento das interagdes intermoleculares entre a agua e a mistura de
solventes (KAUFMANN et al., 2022). Em contrapartida, maiores concentragdes do sal
podem provocar um aumento na supressao idénica durante o processo de ionizagéao,
resultando em potenciais perda significativa de sinal analitico (GRECCO et al., 2018).
De forma alternativa, as baixas recuperagdes encontradas poderiam ser melhoradas
com um ajuste do pH da fase aquosa abaixo do pKa dos analitos, a fim de que
permanecam na forma nao ionizada e tenham maior afinidade pela fase organica
(ZHAO, ZULKOSKI E MASTOVSKA, 2017; KAUFMANN et al., 2022). Porém, devido
a instabilidade dos B-lactamicos em ambientes acidos (ROSSI et al., 2018), esta
estratégia nao foi utilizada.

De forma geral, os Grupos A e C, onde foram executados PP e PP seguida de
LTP, respectivamente, apresentaram valores nominais de recuperacéo mais elevados
que os demais grupos. Para o Grupo A pode-se observar que todos os analitos, exceto
DESF, obtiveram boa recuperagado quando extraidos com 75 e 50% de ACO (ensaios
E2 e E3, respectivamente). Entre estes, o ensaio E2 obteve maiores valores de
recuperacao para a maioria dos analitos - PENG, ENRO, SARA, OXA e CEF. Ja para
o grupo C, apenas o ensaio E13, que corresponde a 50% de ACO, retornou um
resultado aceitavel para todos os compostos, exceto DESF. Os resultados sao
promissores, considerando que a execugao de uma etapa de salting-out consome
mais tempo e recursos, enquanto uma preparacao utilizando apenas PP é altamente
desejavel.

O DESF é o metabdlito principal do CEF, gerado pela clivagem da ligagéao
tioéster liberando acido furandico, o qual tem sua atividade biolégica mantida devido
a preservacgao da integridade do anel B-lactdmico, tornando-o um residuo marcador
para CEF. Uma vez formado, o DESF é posteriormente metabolizado em dimeros
dissulfeto e conjugados de proteinas e aminoacidos (JACOBSON, MARTINOD e

CUNNINGHAM, 2006). A maioria dos métodos analiticos para quantificar residuos de
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CEF baseia-se na obtengao de DESF pela clivagem de ligagdes dissulfeto usando
ditioeritritol, seguida pela derivatizagdo do DESF livre em desfuroilceftiofur acetamida
usando iodoacetamida (JACOBSON, MARTINOD e CUNNINGHAM, 2006; HAN et al.,
2015). Essa derivatizagdo € necessaria devido a instabilidade do DESF livre. No
entanto, a derivatizagcdo subsequente seguida pela extragcdo em fase sélida (SPE) foi
considerada demorada e arriscada sob a o6tica ocupacional devido a toxicidade da
iodoacetamida (HORNISH, HAMLOW e BROWN, 2003). Assim, neste estudo, a
determinacdo do DESF livre foi uma tentativa para simplificar o preparo da amostra.
No entanto, como observado nos resultados do planejamento misto, nenhum dos
ensaios conduzidos alcangou uma recuperacédo aceitavel para esse analito. Isso
provavelmente se deve a instabilidade do DESF livre e a sua maior afinidade pela fase
aquosa em comparagao com a molécula de CEF, sendo logp de -1 e 0,2 para DESF
e CEF, respectivamente (PUBCHEM, 2024). No entanto, quantificar CEF sem
monitorar seu metabdlito, DESF, é incompleto frente a regulamentagcédo vigente
(ANVISA, 2022), e um resultado referente a concentracdo residual de CEF abaixo do
LMR n&o garante a auséncia de seu metabalito.

Diante dos resultados, os preparos referentes aos processos de extragcao E2
(PP com 75% de ACO), E3 (PP com 50% de ACO) e E13 (PP com 50% de ACO
seguida de LTP) foram considerados os mais bem-sucedidos. Em decorréncia da
similaridade operacional de E2 e E3, optou-se por seguir para as etapas experimentais
subsequentes apenas com os processos de extracdao E2 e E13. Em adicdo, a

determinacao de DESF foi descontinuada devido a baixa recuperagao observada.

5.2 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A partir da infusdo direta de cada analito individualmente, os parametros de
ionizagao e fragmentagdo foram ajustados, conforme relatado no item 4.6. Para
efetiva ionizagao dos precursores no modo positivo na forma do ion protonado [M +
H]*, os parametros 6timos foram: voltagem do capilar 0,5 kV, temperatura do gas de
dessolvatagao 500°C, fluxo do gas de dessolvatagdo 1000 L/h, fluxo do gas de cone
20 L/h e temperatura da fonte 150°C. Os parametros 6timos de fragmentacao para
cada analito estdo na Tabela 6. Os principais fragmentos encontrados para [3-
lactdmicos e quinolonas concordam com os encontrados na literatura. Para [3-

lactdmicos foram encontrados o fragmento caracteristico da classe, m/z 160, e seu
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ion complementar [M + H — 159]" (LARA et al., 2012). Ja para quinolonas foram
encontrados os fragmentos [M + H — 44]* correspondentes a perda de CO2 e [M + H
— 18]" correspondentes a perda de H20 (TANG et al., 2012).

Tabela 6 - Parametros de fragmentagao para CEF, CLX, DIC, OXA, PENG, CIPRO,

ENRO e SARA
Analito lon precursor Fragmentos Voltagem do Energia de
(m/z) (m/z)* cone (V) colisdo (V)
CEF 524 241 10 17
524 125 10 44
CLX 436 160 20 17
436 277 20 15
DIC 470 160 10 11
470 311 10 14
OXA 402 160 30 13
402 243 30 12
PENG 335 160 30 12
335 176 30 12
CIPRO 332 314 20 20
332 288 20 16
ENRO 360 316 30 19
360 342 30 21
SARA 386 342 40 18
386 368 40 23

Fonte: Elaborada pelo autor (2023). * lon quantificador em negrito.
5.3 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS DE CROMATOGRAFIA LIQUIDA

Dois métodos com diferentes composi¢oes/gradientes de FM e temperatura do
forno de coluna foram desenvolvidos visando promover diferentes faixas de tempos
de retengao dos analitos. O propdsito de se desenvolver mais de um método foi o de
encontrar a melhor condigdo cromatografica onde, além de oferecer picos
cromatograficos com qualidade aceitaveis, também fosse capaz de reduzir a coeluigao
com interferentes, evitando assim altas proporcdes de supressao ibnica. Na Tabela 7
estdo descritos os parametros cromatograficos dos métodos desenvolvidos A e B.
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Tabela 7 - Parametros Cromatograficos para os métodos A e B

Parametros Cromatograficos

Método A | Método B
Coluna Acquity UPLC BEH C18 1,7um (2,1x50mm)
Fluxo de FM 0,3 mL/min
Volume de injegao 3uL
Temp. Amostrador 8°C
Fase Agquosa (A) 0,1% acido férmico
Fase Organica (B) ACN MeOH
Temp. Coluna 30°C 50 °C
Gradiente 0 min-10% B 0 min-10% B
0,5min-10% B 1,0 min-10% B
1,0 min - 40% B 1,5 min - 60% B
3,0 min - 60% B 4,0 min - 90% B
3,05 min- 95% B 4,1min-10% B
3,8 min - 95% B 5,0 min - 10% B

3,81 min-10% B
4,5min-10% B

Tempo de retengéo (min)

CIPRO 1,50 2,06
ENRO 1,54 2,07
SARA 1,61 2,12
CEF 1,76 2,23
PENG 1,98 2,45
OXA 2,26 2,58
CLX 2,44 2,64
DIC 2,76 2,77

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

Os cromatogramas dos analitos em solugdo (ACN) sao mostrados na Figura
13, para visualizagao dos TR. Ambos os métodos foram entdo submetidos ao teste de
supressao idnica frente aos dois preparos que mostraram melhores resultados, E2 e
E13.
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Figura 12 - Cromatogramas do mix de padrdes em ACN na concentracdo do LMR

para os Métodos Cromatograficos A e B
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Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

5.4 AVALIACAO DA SUPRESSAO IONICA

O teste de supressao ibnica foi conduzido individualmente para os métodos
cromatograficos A e B, avaliando cada um deles com relagdo aos métodos de preparo
mais promissores, E2 e E13. Para tanto, foram preparados extratos de leite sem
antibidticos (matriz branca) de acordo com os procedimentos relativos aos métodos
de preparo E2 e E13 e, em seguida, estes extratos foram injetados no UPLC utilizando
o método cromatografico a ser avaliado. Concomitantemente, solugdes dos padroes
individuais foram infundidas diretamente no espectrémetro de massas, conforme

descrito em 4.7.3.2. Cada analito foi monitorado no modo de aquisicdo MRM a partir
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do sinal de seu respectivo fragmento quantificador. Na Figura 14 os cromatogramas

de supressao idnica resultantes podem ser visualizados.

Figura 13 - Cromatogramas de supressé&o idnica
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*(a), (c), (e), (9), (i), (k), (m) e (o) sdo cromatogramas de supressao idnica resultantes do
método cromatografico A para PENG, CIPRO, CLX, OXA, DIC, CEF, SARA e ENRO,
respectivamente. (b), (d), (f), (h), (j), (I), (n) e (p) sdo cromatogramas de supressao ibnica
resultantes do método cromatografico B para PENG, CIPRO, CLX, OXA, DIC, CEF, SARA e
ENRO, respectivamente. Linha vermelha: infusdo de padrao e injecdo de solvente puro (ACN);
Linha verde: Infusdo de padrao e injecado de matriz branca submetida ao preparo E2; Linha
Roxa: Infusdo de padréo e inje¢cdo de matriz banca submetida ao preparo E13; Linha preta:
injecao do analito em ACN para visualizagdo do tempo de retengao (TR).

Pode-se observar que, quando submetidos ao método cromatografico A, todos

os analitos, exceto ENRO, exibem uma zona de supressao idnica bastante
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significativa no intervalo entre 1,5 e 2 minutos, a qual reduziu-se apds este intervalo
de tempo. Apesar de sofrerem certa proporcdo de supressao no método
cromatografico A para ambos os preparos de amostra, nenhum analito teve o TR
coincidente com o vale de supressao ibnica do cromatograma, exceto CEF. O vale de
supressao do cromatograma representa a maior perda de sinal por supressao idnica
para o analito em estudo.

Por outro lado, o método cromatografico B exibiu a mesma supressao iénica
entre 1,5 e 2 min, porém menos pronunciada. Contudo, a supressao idnica apos 2
minutos foi maior para este método em relagcdo ao método A para quase todos os
analitos. Embora o método B paregca mais adequado para o CEF devido a menor
supressao, o método cromatografico A € mais vantajoso para todos os outros analitos
e, portanto, sera o método cromatografico avaliado na etapa de validagéo.

Quanto aos preparos de amostra E2 e E13, considerando apenas os resultados
obtidos com o método cromatografico A, pode-se observar que a supressao foi similar
para PENG, CIPRO, CLX, CEF e SARA. O preparo E2 mostrou menor supressao para
ENRO, enquanto E13 apresentou menor supressao para OXA e DIC. Considerando a
maior simplicidade e menor tempo requerido para execugao do preparo de amostra
E2, optou-se por prosseguir com ele para a etapa de validagéo.

Devido a alta complexidade da matriz leite e a simplicidade dos preparos de
amostra testados, ocorreu algum grau de supresséao ibnica em todas as avaliagdes.
Porém, a redugao do sinal devido a supressao ibnica e efeito matriz pode ser
contornada com o uso de calibragdes utilizando extrato de matriz enriquecida e padrao
interno (JUNZA et al., 2011; AN et al., 2020). Destaca-se ainda que o teste de
supressao ibnica € uma etapa preliminar ndo quantitativa, portanto o efeito matriz
relativo sera avaliado durante o processo de validagao.

E fundamental ressaltar que, na reviséo de literatura, identificaram-se apenas
cinco métodos de preparo de amostra isentos de etapas de limpeza para as classes
de antibiéticos em questédo, quando aplicados a analise em amostras de leite (TANG
et al., 2012; ZHAN et al., 2012; ; JUNZA et al., 2014; CEPURNIEKS et al., 2015 e
MORETTE et al., 2016). Todos esses métodos, além da extragdo, incorporam no
minimo uma etapa adicional que demanda consideravel esforco ou tempo, tal como a
evaporagao do solvente e subsequente reconstituicdo. Ademais, alguns destes
métodos fazem uso de reagentes incompativeis com a fonte de ionizagdo ESI,

incluindo tampdes de sais ndo-volateis, agentes complexantes e pareadores i6nicos
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(XU et al., 2018). Portanto, o método proposto até esta etapa do estudo apresenta-se
como uma abordagem mais eficiente, simplificada e compativel com a plataforma MS

em comparacao aos procedimentos anteriormente documentados.
5.5 VALIDACAO DO METODO
5.5.1 Linearidade

Na tabela 8 estao dispostos os parametros de regressédo da curva analitica —
coeficiente angular “a” e coeficiente linear ou intercepto “b” — assim como as
estatisticas de regressao. Os dados considerados valores aberrantes pelo Teste de
Grubbs foram retirados do conjunto de calibragao. A cedasticidade foi avaliada pelo
teste de Levene, cujo p-valor encontra-se na tabela. Para CEF, ENRO e PENG, que
demonstraram homoscedasticidade, o modelo foi calculado através do MMQO. Ja
para CIPRO, CLX e OXA, que demonstraram heterocedasticidade, o MMQP foi
utilizado.

Os coeficientes de determinagao R? obtidos foram acima de 0,95 para todos os
analitos, comprovando a correlacdo entre as variaveis. Todos os modelos
demonstraram alta significancia a partir do Teste F de Snedecor, e os residuos
seguem uma distribuicdo normal de acordo com o teste de Shapiro-Wilk. Todos os
testes estatisticos foram realizados considerando um nivel de significancia de 5% (a
= 0,05). A faixa de trabalho compreendeu todo o intervalo de concentragdo cuja
precisdo e veracidade foi comprovada, neste caso, entre 0,1 e 1,5 vezes o LMR de
cada analito. Como esperado, ndo houve sinal detectavel para o nivel de
concentracdo zero de nenhum dos analitos e, portanto, ndo foi considerado nas

equacoes.
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Tabela 8 - Dados estatisticos das curvas analiticas em matriz enriquecida

Faixa de Levene Método Teste F Shapiro-
Analito trabalho R R? a b Wilk
(ng/mL) (p-valor) Regressao (p-valor) (p-valor)
CEF 10-150 0,9974 0,9948 0,0327 0,0073 0,1287 MMQO 5,02E-30 0,0600
CIPRO 10-150 0,9999 0,9998 0,0282 0,0386 0,0017 MMQP 2,34E-45 0,1408
CLX 3-45 10,9999 0,9998 0,0281 -0,0017 0,0233 MMQP 6,06E-45 0,7195
ENRO 10-150 0,9882 0,9765 0,032 0,1167 0,0839 MMQO 6,76E-22  0,1193
OXA 3-45 10,9999 0,9997 0,044 -0,0124 0,0054 MMQP 1,96E-43 0,8425
PENG 0,4-6 0,9993 0,9986 0,0316 0,0020 0,0916 MMQO 2,42E-37 0,0761

R = Coeficiente de correlacdo de Pearson; R? = Coeficiente de determinacdo; a = coeficiente
angular; b = coeficiente linear ou intercepto.

5.5.2 Seletividade

Foram avaliadas 20 amostras de leite de diferentes animais nao tratados por

pelo menos 90 dias com antibioticos. As mesmas amostras foram analisadas depois

do enriquecimento na concentragédo do LMR e, apés comparagéo dos cromatogramas,

foi confirmada a auséncia de sinal do ion precursor, fragmento quantificador e

qualificador, concomitantemente, no tempo de retencéo esperado para os analitos nos

extratos das amostras brancas, o que assegura a seletividade do método. Na Figura

15 estdo os cromatogramas de uma das amostras de leite (animal 7181) analisadas

para exemplificacdo dos resultados.
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Figura 14 — Cromatogramas representativos de uma amostra de leite branca e

enriquecida com os antibidticos em estudo para verificagdo de seletividade
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*(a) CIPRO; (b) PENG; (c) ENRO; (d) SARA; (e) OXA; (f) DIC; (g) CLX; (h) CEF. Para cada
analito, de cima para baixo: Total lon Chromatogram (TIC) da amostra branca enriquecida
evidenciando o TR do analito em questdo, MRM dos ions quantificador e qualificador e TIC
da amostra sem enriquecimento.

5.5.3 Efeito Matriz

Os resultados da avaliagdo do Efeito Matriz estdo dispostos na Tabela 9.

Quando matrizes biolégicas complexas como o leite sdo analisadas por UPLC-



75

MS/MS, os resultados podem ser influenciados pelo efeito matriz, principalmente
quando a fonte de ionizagao € o ESI, que pode sofrer supressao ou o aprimoramento
do sinal. Entre os analitos estudados, as quinolonas CIPRO e ENRO mostraram maior
suscetibilidade ao aprimoramento de sinal apresentando um aumento de 36% e 22%,
respectivamente. Em contrapartida, todos os B-lactamicos apresentaram uma redugao
do sinal, com destaque para o CEF que apresentou uma expressiva queda de 65%.
PENG, OXA e CLX apresentaram uma reducdo menos pronunciada, de 30%, 21% e
19%, respectivamente. A redugéo do sinal do CEF ja era esperada, uma vez que o
teste de supresséo ibnica indicava que o tempo de retengdo deste analito coincide
com uma intensa zona de supressao. E importante ressaltar que os resultados obtidos,
o aumento do sinal em quinolonas e a supressao em B-lactamicos, estdo alinhados
com estudos anteriormente publicados em pesquisas semelhantes (BECKER,
ZITTLAU e PETZ, 2004; STOLKER et al., 2010; DORIVAL-GARCIA et al., 2016).

Tabela 9 - Resultados da avaliagao de Efeito Matriz para os antibiéticos CIPRO,
ENRO, PENG, OXA, CLX e CEF na matriz leite

EFEITO MATRIZ

Analito CIPRO ENRO PENG OXA CLX CEF
EManaiito +36% +22% -30% -21% -19% -65%
EManalito normalizado para Pl + 6% -5% -12% -2% -1% -47%
CV(%) 14,0 17,3 5,9 2,2 2,6 18,7

EM: Efeito Matriz; PI: Padréo Interno. Os resultados positivos representam um ganho de sinal,
enquanto os negativos representam uma redugéo.

Todos os analitos responderam bem a normalizagdo com Pl reduzindo os
efeitos de matriz, entretanto CEF mostrou apenas uma discreta melhora. De acordo
com o Regulamento de Execugdo (UE) 2021/808 n&o ha um valor de referéncia para
aceitagao do Efeito Matriz, porém o efeito precisa ser conhecido e pode ser ajustado
com o uso de Pl desde que o CV% néo exceda 20% para as matrizes brancas,
calculado utilizando no minimo 20 diferentes lotes. Conforme explicitado na Tabela 9,

os CV% estado dentro dos limites aceitaveis.
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5.5.4 Veracidade

Os resultados de veracidade (Tabela 10) para os analitos em todos os niveis
de concentrac&o estdo dentro dos limites aceitaveis de acordo com o Regulamento
de Execugéao (UE) 2021/808, demonstrando que o método retorna resultados com alta

concordancia com o valor de referéncia aceito.

Tabela 10 - Valores de Veracidade Média nos nivel de fortificagdo 0,1 x LMR; LMR e
1,5 x LMR para os antibiéticos CEF, CIPRO, CLX, ENRO, OXA, PENG

Veracidade Média (%) (CV%)

fo':t';’f?c';eso CEF CIPRO CLX ENRO OXA PENG

0,1 x LMR 100,7(2,9) 99,8(2,0) 90,0(2,3) 72,2(53) 951(1,4) 956 (2,9)
LMR 101,3(3,5) 100,7(3,7) 99,4(0,7) 108,7(7,2)  96,9(0,7) 100,7 (1,1)

1,5 x LMR 100,2(2,8) 101,4(2,3) 98,6(0,5) 957(43) 968(0,8) 100,7 (0,8)

5.5.4.1 Recuperagao

A recuperacado (Tabela 11) obtida mostrou-se adequada com resultados
proximos a 100% para a maioria dos analitos. O coeficiente de variagao entre os niveis
para todos os analitos permaneceu abaixo de 10%. A variagéo dentro de cada nivel
e entre niveis foi satisfatoria, considerando que as amostras foram preparadas com

leite de 6 animais distintos.

Tabela 11 - Recuperacao para os analitos CEF, CIPRO, CLX, ENRO, OXA e PENG
nos niveis de fortificagdo 0,1 x LMR; LMR e 1,5 x LMR

Recuperagdo (%) (CV%)

fo'\rltlx‘(ie:ad;;o CEF CIPRO CLX ENRO OXA PENG
0,1xLMR 89,9 (7,4) 67,9(63) 793(76) 87,8(47) 796(69) 79,5(58)
LMR 107,8(7,6) 81,1(54) 89,8(3,5) 93,6(3,8) 91,2(4,6) 94,5(4,6)
1,5 xLMR 99,1(4,7) 79,9(44) 908(3,3) 927(20) 90,7(22) 92,0(3,5)
Recuperagao
média nos

.. 98,9 (9,1 76,3 (9,5 86,6 (7,3 87,2 (7,5 87,2 (7,5 88,7 (9,0
diferentes niveis (9,1) (9,5) (7,3) (7,5) (7,5) (9,0)

(CV% entre niveis)
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5.5.5 Precisao

Os resultados de concentragao média, desvio padrao e coeficiente de variagao
para trés niveis de concentragcdo avaliados em condi¢des de repetibilidade e
reprodutibilidade intralaboratorial estdo dispostos na Tabela 12. Tanto para
repetibilidade quanto para reprodutibilidade, os coeficientes de variagao foram baixos
e mostraram-se aceitaveis para todos os analitos de acordo com os critérios utilizados

(Tabela 3), o que assegura a precisdo do método.

Tabela 12 - Resultados da avaliagao da Precisao em condi¢cdes de Repetibilidade e
Reprodutibilidade para os analitos CEF, CIPRO, CLX, ENRO, OXA e PENG nos
niveis de fortificacdo 0,1 x LMR; LMR e 1,5 x LMR.

Precisdo

Repetibilidade

Analito 0,1 x LMR LMR 1,5 x LMR
cM SD (o)} SD CcM SD

CV(% CV(% CV(%

(ng/mt)  (ng/ml) V¥ (ng/mi)  (ng/mi) V) (ng/mi)  (ng/my Y
CEF 7,66 0,43 5,5 107,15 4,47 4,0 150,88 9,79 5,4
CIPRO 8,36 0,32 3,8 99,04 4,14 4,2 136,14 5,03 3,5
CLX 2,97 0,04 1,4 32,36 0,41 1,2 44,86 0,40 0,8
ENRO 9,84 0,26 2,5 100,37 8,15 7,9 135,65 5,58 3,8
OXA 3,02 0,05 1,5 30,67 0,38 1,2 42,74 0,64 1,4
PENG 0,38 0,01 3,6 4,24 0,08 1,8 5,85 0,11 1,8

Reprodutibilidade Intralaboratorial
Analito 0,1 x LMR LMR 1,5 x LMR
cMm SD (o)} SD CcM SD

CV(% CV(% CV(%

(ng/mt)  (ng/ml) V%) (ng/mi)  (ng/mi) V) (ng/mi)  (ng/my Y
CEF 9,09 0,59 6,2 102,66 4,94 4,8 148,79 6,52 4,2
CIPRO 9,57 0,43 4,1 104,31 3,79 3,6 147,06 5,29 3,4
CLX 2,9 0,06 2,0 30,63 0,32 1,0 44,25 0,33 0,7
ENRO 8,04 0,48 5,9 111,10 9,93 8,9 143,76 7,76 5,4
OXA 2,95 0,04 1,3 29,47 0,40 1,3 42,96 0,64 1,4
PENG 0,39 0,01 3,7 4,12 0,06 1,5 5,94 0,09 1,4

Concentracdo Média (CM), Desvio padrao (SD) e coeficiente de variagao relativo (CV%).
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5.5.6 Estabilidade

A avaliacado da estabilidade dos analitos mediante armazenamento em freezer
a -18°C foi realizada para as solugdes estoque, amostra extraida e leite (Tabela 13).
De acordo com os resultados, as solugdes estoque das quinolonas (CIPRO, ENRO e
SARA) foram estaveis ao longo de 4 meses. Outros estudos foram realizados e estéao
de acordo com os resultados encontrados, demonstrando que as quinolonas sao
consideradas moléculas muito estaveis seja em solucdo ou leite, podendo continuar
intactas e ativas por até um ano em temperaturas de congelamento (entre -18 e -20°C)
(BHATT e CHATTERJEE, 2022; JUNZA et al., 2022) e até sob tratamentos a altas
temperaturas (JUNZA et al., 2022; CHEN et al., 2023). Por outro lado, os 3-lactamicos
sofreram degradagédo consideravel neste periodo, especialmente DIC e OXA, que
apresentaram uma reducao de quase 40%. No entanto, todas as solu¢des estoque de
B-lactamicos mantiveram sua estabilidade por pelo menos 30 dias sob as condigdes
de temperatura mencionada. A estabilidade das solug¢des estoque aquosas de CLX,
OXA, DIC e PENG armazenadas a -18°C também foi estudada por Berendsen e
colaboradores (2011) onde foi observada estabilidade por até 3 meses. Este estudo,
porém, ndao contempla a avaliagao da estabilidade do CEF. Bessaire e colaboradores
(2018) determinou a estabilidade de 28 B-lactamicos, inclusive CEF, armazenados em
agua e em H20:ACN (50:50, v/v) a -20°C e foram considerados estaveis por até um
ano. No leite, todos os analitos permaneceram estaveis por 30 dias, exceto CEF que
sofreu uma degradagdo significativa. Essa degradagdo pode ser devida a
complexidade do leite e sua nao esterilidade, que pode manter o crescimento
bacteriano e agdo enzimatica mesmo em temperaturas de congelamento a -18 ou -
20°C (RIEDIKER, RYTZ e STADLER, 2004). Quanto aos analitos nas amostras de
leite extraido, observou-se que a estabilidade se preserva por 30 dias para todos os
analitos, inclusive CEF, o que provavelmente se deve a reduc¢ao da acado enzimatica
devido a desnaturacdo das enzimas durante a extragdo com solventes organicos
(ROSSI et al., 2018). Desta forma, para quantificagdo de CEF, as amostras de leite
devem ser armazenadas por apenas 15 dias, ou extraidas e armazenadas por no

maximo 30 dias a -18°C até a analise.
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Tabela 13 - Estabilidade dos analitos CEF, CIPRO, CLX, DIC, ENRO, OXA, PENG e

SARA ap6s armazenamento em freezer a -18°C em solugéao, extrato de leite e leite

Estabilidade (CV%)
15 dias 30 dias 120 dias

Analito . .
Estoque Extrato Leite Estoque Extrato Leite Estoque

CEF | 99,9(6,4) 87,9(2,3) 884(19 90,7(86) 87,2(141) 67,4(4,3) 83,1(9,3)
CIPRO | 102 (4,5) 94,2(4,2) 91,3(3,6) 94,7(2,7) 92,1(57) 955(57) 99,75 (8,4)
CLX | 104(7,4) 104,1(0,6) 102,6(2,6) 94,3(12,2) 92,4(3,6) 96,33(7,2) 70,9 (8,5)
DIC | 99,9(57) 101,8(1,9) 104(1,9 93,0(74) 857(28 91,0(67) 61,3 (3,6)
ENRO | 99,2 (4,0) 93,2(52) 92,4(2,1) 1002(4,8) 984(12) 958(68) 87,9(5,5)
OXA | 99,1(3,8) 983(19 953(1,9) 93,0(9,7) 9092(4,5) 90,9 (4,5 63,5(20,9)
PENG |92,0(11,7) 100,6(8,6) 95,1(3,8) 92,7(8,5) 102,9(22,6) 86,7(7,5) 76,6(18,2)

SARA | 96,1(6,4) 96,1(8,6) 104,7(2,1) 100,0(4,8) 102,7 (4,00 96,2(6,2) 103,1(6,4)
Estabilidade = percentagem de analito restante na amostra/extrato/solugdo apds submetido
ao armazenamento a temperatura -18°C por diferentes intervalos de tempo.

5.5.7 Robustez

Nas tabelas 14 e 15 estdo dispostos, respectivamente, os valores de
Recrobustez(%) obtidos em cada experimento e os resultados estatisticos de qualidade
da regressao, coeficientes, erro padréo e p-valor para verificagdo da significancia dos
efeitos calculados para o planejamento fatorial utilizado na avaliagdo da robustez. Foi
considerado um nivel de significancia de a = 0,05.

Nenhum efeito foi considerado significativo para os analitos CIPRO, CLX,
ENRO, OXA e PENG. O unico efeito considerado significativo para robustez foi o fator
(2) que corresponde a temperatura do forno de coluna para o analito CEF. O
coeficiente calculado foi de 5,67 + 0,54. Para o nivel de concentragdo do LMR, o SD
da reprodutibilidade intralaboratorial obtido para o CEF foi de 4,94. Desta forma, o
coeficiente calculado é menor que 3 vezes o SD, comprovando que, tanto para o CEF

quanto para os demais analitos, o método é robusto.
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Tabela 14 - Recuperacao calculada para avaliagcdo da Robustez do método

RECRobustez (%)
CEF CIPRO CLX ENRO OXA PENG
Experimento R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2
1 98,2 91,9 98,9 96,8 101,0 105,5 107,2 109,2 96,1 88,8 97,3 88,1
2 100,3 99,2 102,7 103,0 99,1 97,7 97,9 115,5 100,5 101,3 105,0 101,0
3 110,6 109,7 88,3 102,1 97,3 99,3 101,4 106,5 99,6 102,1 93,6 93,8
4 109,0 107,7 101,2 103,9 99,3 107,6 106,9 101,5 102,1 100,0 99,7 99,4
5 94,7 95,1 95,4 93,1 105,5 102,8 108,6 110,5 93,8 83,6 99,8 89,4
6 100,7 95,6 107,7 94,3 102,8 105,0 108,4 109,2 102,0 87,2 100,6 88,6
7 107,3 105,4 103,8 93,9 99,2 99,6 104,8 89,7 103,1 93,7 96,4 92,7
8 107,6 108,9 101,4 103,8 94,7 101,6 109,4 104,9 109,0 89,8 99,8 100,0

R1 e R2 sao os resultados para primeira e segunda replicata, respectivamente

Tabela 15 - Estatistica de Regressao do planejamento fatorial para avaliagéo da

Robustez do método.

CEF CIPRO CLX
R? 0,999779 R? 0,998466 R? 0,999523
F de significancia 1,54E-10 F de significancia 2,37E-09 F de significancia 3,98E-11
Fatores Coeficientes Erro Padrdo p-valor Fatores Coeficientes Erro Padrdo p-valor Fatores Coeficientes Erro Padrdo p-valor
Média 102,61 0,54 6,61E-16 Média 99,39 1,38 1,52€-12 Média 101,12 0,78 1,42E-14
1 1,01 0,54 0,098175 1 2,86 1,38 0,071336 1 -0,15 0,78 0,851789
2 5,67 0,54 5,92E-06 2 0,40 1,38 0,777897 2 -1,29 0,78 0,136744
3 -0,72 0,54 0,220818 3 -0,23 1,38 0,872870 3 0,28 0,78 0,727397
12 -0,99 0,54 0,105548 12 -0,09 1,38 0,949333 12 1,14 0,78 0,181906
13 0,29 0,54 0,610698 13 -0,25 1,38 0,863206 13 -0,23 0,78 0,774078
23 -0,26 0,54 0,643046 23 1,13 1,38 0,434445 23 -1,32 0,78 0,130624
123 0,65 0,54 0,263006 123 -0,67 1,38 0,638640 123 -1,37 0,78 0,117718
ENRO OXA PENG
R? 0,998266 R? 0,997203 R? 0,998782
F de significancia 3,64E-09 F de significancia 1,94E-08 F de significancia 1,06E-09
Fatores Coeficientes ErroPadrdo p-valor Fatores Coeficientes Erro Padrdo p-valor Fatores Coeficientes Erro Padrdo p-valor
Média 105,73 1,56 2,49E-12 Média 97,04 1,82 1,69E-11 Média 96,57 1,19 6,04E-13
1 1,00 1,56 0,540972 1 1,93 1,82 0,319302 1 2,69 1,19 0,054182
2 -2,58 1,56 0,136360 2 2,88 1,82 0,151922 2 0,35 1,19 0,774394
3 -0,04 1,56 0,979489 3 -1,76 1,82 0,362078 3 -0,65 1,19 0,601762
12 1,57 1,56 0,342224 12 -1,65 1,82 0,391744 12 0,12 1,19 0,922409
13 1,30 1,56 0,428869 13 -0,21 1,82 0,909641 13 -1,36 1,19 0,288345
23 -0,90 1,56 0,580701 23 0,75 1,82 0,689985 23 0,96 1,19 0,445368
123 1,11 1,56 0,495175 123 0,42 1,82 0,821339 123 1,23 1,19 0,334420

5.5.8 Limite de detecg¢ao (LD), Limite de Quantificagao (LoQ) e Limite de Decisao

(CCa)

O limite de deteccdo para cada analito foi calculado a partir do desvio padrao

(SD) do menor nivel de concentracdo e o coeficiente angular obtidos da curva

analitica. O limite de quantificag&do foi considerado o menor nivel de concentragdo da
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curva analitica onde foi comprovada a precisao e veracidade. Para todos os analitos,
o nivel 0,1 x LMR teve precisao e veracidade aceitaveis e foi considerado o LoQ do
método. O CCa foi calculado a partir do LMR do analito e do desvio-padrao da
reprodutibilidade intralaboratorial neste nivel, considerando um nivel de significancia
a=0,05. Os valores de CCa foram bastante proximos do LMR, o que é satisfatério
(JANK et al., 2015). Os resultados de LD, LoQ e CCa estao dispostos na Tabela 16.

Tabela 16 - Valores de Limite Limite de Detecc¢ao (LD), Limite de Quantificagéo
(LoQ) e Limite de decisédo (CCa)

LMR LD LoQ CCa
Analito
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)

CEF 100 1,4 10,0 108,1
CIPRO 100 0,8 10,0 106,2
CLX 30 0,1 3,0 30,5
ENRO 100 1,6 10,0 116,3
OXA 30 0,1 3,0 30,7

PENG 4 0,1 0,4 4,1

5.6 APLICACAO EM AMOSTRAS REAIS

Oito amostras cegas de leite coletadas em tanques de diferentes fazendas
comerciais de Minas Gerais em novembro de 2023, foram analisadas a partir do
método desenvolvido. Foi detectado residuo de CEF na concentragéo de 127,3 ng/mL,
acima do CCa (108,1 ng/ml), apenas na amostra E (Tabela 17). Embora n&o tenha
sido quantificado o residuo marcador DESF, um resultado acima do CCa para CEF ja
comprova a nao conformidade da amostra.

Como perspectivas futuras, em decorréncia do baixo tempo de analise, da
praticidade e menor custo com uso de insumos para o processo de extracdo assim
como a alta sensibilidade e especificidade alcangada, o método desenvolvido também
pode ser aplicado para promog¢ado do uso racional dos antibioticos em estudos em

terapias contra a mastite baseada em farmacocinética e farmacodinamica.
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Tabela 17 — Resultados da analise de amostras de leite coletadas em tanques

de fazendas comerciais quanto a presencga de residuo de CEF, CIPRO, CLX, ENRO,

OXA e PENG utilizando o método validado

Amostra real CEF CIPRO CLX ENRO OXA PENG
Amostra A ND ND ND ND ND ND
Amostra B ND ND ND ND ND ND
Amostra C ND ND ND ND ND ND
Amostra D ND ND ND ND ND ND
Amostra E 127,3 ng/ml ND ND ND ND ND
Amostra F ND ND ND ND ND ND
Amostra G ND ND ND ND ND ND
Amostra H ND ND ND ND ND ND

*ND: N3o detectado.
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6 CONCLUSAO

Foi desenvolvido e validado um método UPLC-MS/MS para a quantificagao
simultdnea de seis antibidticos das classes [B-lactamicos e quinolonas em leite,
utilizando um preparo de amostra de uma unica etapa a partir de precipitacdo de
proteinas. Como vantagem, o método desenvolvido exclui a necessidade de etapas
de secagem e limpeza da amostra, como SPE ou QUECHERS, tornando-o rapido,
simples e econémico. No caso do CEF, o método desenvolvido no foi suficiente para
descartar a ndo conformidade do leite em relagdo a residuos deste antibiético, uma
vez que a legislagao requer o somatorio das concentragdes de CEF e DESF para esta
avaliacao. Contudo, o método pode ser usado para analises de triagem para CEF,
pois a presenga deste antibiético em concentragées abaixo do LMR indica a
necessidade de quantificagdo de seu metabdlito, DESF. Por fim, a aplicacdo do
método em amostras reais foi realizada demonstrando a competéncia do método no
monitoramento de residuos de antibidticos em leite e, dada sua sensibilidade e
seletividade, pode ainda vir a ser util em aplicagcbes farmacocinéticas e como

ferramenta em terapias intramamarias personalizadas.
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APENDICE A - Método quantitativo utilizado na nos ensaios do Planejamento
Misto, adaptado de HAN et al. (2015).

Parametros Cromatograficos

Parametros de Espectrometria de Massas

Coluna Acquity UPLC BEH C18 (1.7 um, 50 Analyte .Precursor .Fragment Collision
mm x 2.1 mm) ion (m/z) ion(m/z) Energy (V)
Fluxo da FM 0,3 mLmin™ CEF 524 125 44
Volume de injegdo 3uL 241 17
Fase Moével aquosa (A) 0,1% acido férmico CLX 436 160 17
Fase Movel Orgénica (B) ACN 277 15
Temperatura do Amostrador 15°C DIC 470 160 11
Temperatura da Coluna 40°C 311 14
OXA 402 160 13
0Omin-5%B 243 12
0,5 min-5% B PENG 335 160 12
1,0 min - 10% B 176 12
Gradiente .
3,0 min - 40% B CIPRO 332 314 16
4,0 min-90% B 288 20
4,1 min-40% B ENRO 360 316 19
6,5 min-5%B 342 21
Tempo de Retengdo (min) SARA 386 342 18
368 23
CIPRO 2,41 DESF 430 241 13
DESF 2,45 285 15
ENRO 2,57 Modo Eletrospray Positivo
SARA 2,79 Voltagem do capilar 0,5 kv
CEF 3,19 Voltagem do cone 30V
PENG 3,53 Temperatura de dessolvatagdo 500°C
OXA 3,84 Fluxo do gés de dessolvata¢io 1000 L/h
CLX 3,94 Fluxo do gés de cone 20 L/h
DIC 4,07 Temperatura da fonte 150 °C




APENDICE B - Resultados de Recuperacdo dos ensaios realizados no
Planejamento Misto
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Rec (%) (SD)
Ensaio CIPRO | PENG | ENRO | SARA OXA DESF | CLX DIC CEF
E1 73,2 (5,4) 87,6 (2,5) 88,9 (4,8) 78,6 (3,9) 87,0(2,2) 49,9 (4,0) 88,2 (3,2) 87,2 (4,4) 92,9 (5,4)
< E2 90,3 (3,7)  10L,3(2,0) 102,0(27)  90,3(2.6) 98,7 (14)  42,2(2,0) 91,9 (3,6) 94,6(0,1)  110,6(2,3)
4 E3 90,6 (3,7) 93,3 (0,8) 97,6 (2,8) 85,6 (0,8) 91,2 (3,2) 12,9 (1,3) 98,6(2,6)  1051(6,2)  103,0(2,4)
= E4 69,0 (1,7) 93,2 (0,3) 89,1(2,7) 81,8 (2,5) 99,5 (2,4) 5,4 (0,4) 104,0(0,1)  113,8(2,2)  95,1(3,5)
ES 74,0 (0,2) 99,4 (5,2) 97,2 (1,7) 86,3(0,6) 101,3(0,8)  51(0,8) 99,5(1,5)  102,1(0,9) 106,8 (1,0}
i E6 Mdo ocorreu separagio de fases
E7
o
é E8 21,9 (1,9) 62,5(1,3) 62,6(1,3) 32,3 (0,5) 73,1(1,3) 1,4 (0,4} 75,9 (0,8) 75,5 (1,0} 68,0 (1,1}
o E9 11,8 (2,0) 58,2 (1,3) 64,3 (2,1) 31,6 (1,1) 70,6 (1,4) 11,9 (0,2) 77,9 (1,0) 83,7(2,7) 68,9 (1,1)
E10 11,3(21)  53,2(L2) 73,1(2,4) 32,3 (1,6) 67,3 (0,9) 1,9 (0,3) 75,6 (0,8) 78,5 (4,0) 66,8 (1,3)
E11 81,3(L,9)  111,7(3,8) 104,4(L2) 90,7(L2) 108,4(8,1) 345(0,2)  119,1(66) 129,1(4,0) 112,3(3,0)
g E12 74,1(0,8) 98,7 (1,7) 90,1 (1,2} 79,4(2,1)  102,4(3,7) 14,9(1,2) 10L4(65) 102,8(67)  97.8(2.2)
S E13 80,3 (0,5)  110,3(9,3)  92,2(L1) 82,7(1,4) 98,0 (3,5) 13,7 (0,1) 95,3 (3,7) 91,8(73)  10L9(L8)
= E14 73,0(6,00  100,2(21)  90,1(5,1) 84,9 (2,1) 97,0 (4,9) 5,7(0,4) 103,0(5,9) 111,2(11,1) 99,4(58)
E15 57,4(0,2) 90,8 (2,7} 86,3 (0,6) 79,3(0,5)  102,5(7,1) 9, (2,0} 107,6(4,7) 121,7(2,3)  96,6(0,7)
E16 N3o ocorreu separagéo de fases
g E17
é E18 18,1(0,3) 64,8 (4,8) 60,9 (6,1) 29,6 (0,3) 73,6 (0,5) 1,2 (2,4) 78,1 (2,4) 77,1(3,4) 71,1(5,3)
© E19 11,2 (0,7) 56,2 (1,8) 63,2 (2,3) 26,5 (0,5) 68,4 (0,4) 1,1(0,3) 75,7(0,5) 79,7(5,1) 70,1 (0,4}
E20 8,6 (0,2) 48,5 (4,3) 61,9 (2,4) 26,8 (2,0) 68,9 (0,5) 1,2(0,1) 78,6 (1,6) 92,5 (7,3) 60,7 (1,1)
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