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RESUMO GERAL

Neste trabalho as técnicas analiticas mais recentes aplicadas para determinagdo de
macrolideos em alimentos, incluindo o preparo de amostras e a validacdo das metodologias,
foram estudadas. As politicas atualmente adotadas pelas agéncias reguladoras no que diz

respeito a sua presenga em alimentos também foram discutidas.

Um método simples para a identificacdo e quantificacdo de cinco macrolideos
(eritromicina, josamicina, tilmicosina, tilosina e espiramicina) em filés de tilapia do Nilo
(Oreochromis niloticus) por HPLC associada a espectrometria de massas hibrida quadrupolo-
tempo de voo (QToF) foi desenvolvido e validado. O preparo de amostra foi realizado através
de extracdo e desproteinizagdo com etanol, remo¢ao de material graxo com hexano e
concentracdo por evaporacdo do solvente. A calibracdo foi realizada pela técnica de
superposi¢cdo da matriz devido ao efeito matriz significativo para a maioria dos analitos, com
exce¢do da tilosina. Os limites de quantificacdo obtidos foram menores que 45% dos valores
dos limites maximos de residuos (LMR) adotados. As diferengas entre os limites de decisdao
(CCa) obtidos e os LMR foram menores que 10%. Considerando os critérios de validagdo
adotados, verificou-se que o método desenvolvido estd de acordo com as recomendagdes da

Unido Europeia (EC/2002) para a analise de contaminantes em alimentos.



SUMMARY

The latest analytical techniques applied for the determination of macrolides in food,
including sample preparation and validation of methodologies were studied in this work. The
policies currently adopted by regulatory agencies regarding their presence in food were also
discussed.

A simple method for the identification and quantification of five macrolides
(erythromycin, josamycin, tilmicosin, tylosin and spiramycin) in Nile tilapia (Oreochromis
niloticus) fillets by HPLC coupled to hybrid quadrupole-time of flight (QToF) mass
spectrometry was developed and validated. Sample preparation was carried out by extraction
and deproteinization with ethanol and hexane deffating of the extract, followed by
concentration of the analytes by solvent evaporation. Matrix matched calibration was applied
due to significant matrix effect for all analytes, except tylosin. The quantification limits
obtained were lower than 45% of the values of maximum residue limits (MRLs) adopted. The
differences between the decision limits (CCa) and MRLs were less than 10%. Considering
the validation criteria adopted, it was found that the developed method is in accordance with

the recommendations of the European Union (EC/2002) for the analysis of contaminants in

food.



INTRODUCAO GERAL

Os antimicrobianos sdo compostos que inibem o crescimento de determinados
microrganismos, podendo ser utilizados na produc¢ao animal para: (a) tratar enfermidades
(terapéutico), (b) prevenir contra enfermidades causadas pela presenca de organismos
patogénicos (profilatico), e (c) melhorar a taxa de crescimento e/ou conversdao alimentar
(promotores de crescimento). Uma grande variedade de substancias antimicrobianas € usada
na producdo animal em todo o mundo. Dentre os antimicrobianos utilizados na pecuaria,
destacam-se os macrolideos, por serem altamente potentes contra uma grande variedade de
bactérias gram-positivas e gram-negativas. A organiza¢ao Mundial para a saude animal (OIE,
2007) considera alguns macrolideos como criticamente importantes na pecudria, ja que
existem poucos tratamentos alternativos para algumas doengas que atingem algumas espécies

de bois, porcos, cabras, ovelhas, cavalos, coelhos, aves, abelhas e peixes.

O potencial uso incorreto dessas substancias por parte dos produtores, em
contrariedade as Boas Praticas de Uso de Medicamentos Veterindrios, pode levar a presenga
de residuos das mesmas em produtos alimenticios, representando risco a satde dos
consumidores, visto que acarreta na selecdo de formas resistentes de microrganismos em
relagdo ao agente ativo da substincia utilizada, e também em efeitos téxicos como a
carcinogénese, mutagénese, teratogénese e a hipersensibilidade. Sendo assim, a presenca de
residuos de macrolideos em alimentos de origem animal tem chamado a atencdo de 6rgaos
governamentais responsaveis pela saude publica, das industrias de alimentos e dos
consumidores, frente as questdes da seguranca alimentar, da resisténcia bacteriana e das

barreiras alfandegarias aplicadas pelo mercado externo.



Sendo o Brasil um pais de expressiva atividade pecudria no cendrio mundial,
programas que garantam a qualidade de alimentos desta origem s3o importantes para a
economia nacional, e para atender a essa demanda, o desenvolvimento de métodos analiticos
confiaveis que possibilitem a determinagdo de medicamentos veterindrios em niveis residuais

nestas matrizes ¢ indispensavel.

A tilapia ¢ mundialmente a espécie de peixe mais cultivada na aquicultura, com uma
projecdo de vendas de aproximadamente 2,5 milhdes de toneladas para 2010, representando
um valor de venda em torno de 5 bilhdes de dolares (FAO, 2010). Neste contexto, a
aquicultura da tilapia se apresenta como um mercado bastante promissor e competitivo, onde
o uso de antimicrobianos ¢ praticamente inevitavel, ja que a alta densidade populacional nos

tanques propicia a propagagdo de doengas causadas por microrganismos.

Alguns paises, como o Japao (The Japan Food Chemical Research Foundation, 2010)
e os membros da Comunidade Europeia (EMEA, 2010), estabeleceram limites méximos de
residuos de macrolideos em pescados através de suas agéncias reguladoras. E importante
ressaltar que os Estados Unidos (FDA, 2010), que é o maior importador mundial de filés
frescos de tilapia, e o Brasil (MAPA, 2010) ndo aprovam o uso de nenhum antimicrobiano da

classe dos macrolideos na aquicultura.

Esta dissertacdo apresenta em seu primeiro capitulo uma revisdo sobre as técnicas
analiticas mais recentes aplicadas para a quantificagdo e confirmag¢do de residuos de
macrolideos em alimentos, versando sobre os métodos para o preparo das amostras, para a
separacdo cromatografica e detec¢do destas substancias e também sobre a validacdo das

metodologias. As diferentes técnicas de espectrometria de massas usadas para a deteccao,



quantificagdo e confirmagdo de identidade s3o enfatizadas. Aspectos regulatérios
preconizados por vdarios paises, bem como os limites maximos de residuos (LMR) de
macrolideos em alimentos de origem animal aplicados por suas agéncias reguladoras também

sdo abordados.

O Segundo capitulo apresenta um método analitico desenvolvido e validado para a
identificacdo e quantificagdo de cinco macrolideos (eritromicina, josamicina, tilmicosina,
tilosina e espiramicina) em filés de tilapia. A técnica analitica utilizada foi a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) e para a detec¢do, quantificagdo e confirmagdo de
identidade foi aplicada a espectrometria de massas hibrida, através de um espectrometro do
tipo quadrupolo-tempo de voo (QToF), com fonte de ionizagdo por eletronebuliza¢do. Apods a
validagdo, o método foi aplicado para analisar amostras de tildpia disponiveis ao consumidor

no estado de Sao Paulo.
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Capitulo L.
Analise de residuos de macrolideos em alimentos por
cromatografia liquida associada a espectrometria de massas

— aspectos analiticos e regulatorios - uma revisao.

Artigo a ser submetido para publicagdo na revista Quimica Nova



Analise de residuos de macrolideos em alimentos por cromatografia liquida

associada a espectrometria de massas — aspectos analiticos e regulatorios — uma revisao.
Abstract

This is an overview on recent techniques applied for macrolides determination in food,
including sample preparation and method validation, and the policies adopted by international
agencies regarding their presence in food.

Techniques for the analysis of macrolides in food normally include solid phase or
liquid-liquid extraction followed by HPLC. UHPLC presents advantages in running time,
detectability and solvent consumption.

Triple quadrupoles are the most common instruments used in the determination of
contaminants in food, but time of flight and ion trap spectrometers have been successfully
applied when the analysis focuses on the investigation of structural formula or the presence of

degradation products.

Keywords: macrolides, mass spectrometry, liquid chromatography.



Introduciao

Os antimicrobianos sao compostos que inibem o crescimento de determinados
microrganismos, podendo ser utilizados na produg¢do animal para (a) tratar enfermidades
(terapéutico), (b) prevenir contra enfermidades causadas pela presenga de organismos
patogénicos (profilatico), e (c¢) melhorar a taxa de crescimento e/ou conversao alimentar
(promotores de crescimento). Uma grande variedade de substancias antimicrobianas ¢ usada na
producao animal em todo o mundo. A presenca de residuos dessas substancias em produtos
alimenticios pode representar risco a saude dos consumidores sendo, portanto, um ponto critico
sobre o uso de medicamentos veterinarios em animais de produgdo. Essa questdo ¢ ainda mais
importante, quando se considera o potencial uso incorreto dessas substancias por parte dos
produtores. O uso dessas substancias em sistemas de criagdo de animais destinados a produgao
de alimentos deve seguir as Boas Praticas de Uso de Medicamentos Veterinarios,
recomendacdes oficiais € autorizadas para o uso desses compostos, aprovadas por autoridades
nacionais, que incluem a espécie animal a que se destinam; a dose e o periodo de tratamento; e
o periodo minimo de suspensio do medicamento que antecede o abate dos animais,
denominado periodo de caréncia.

O mau uso de antimicrobianos pode levar a selecdo de formas resistentes de
microrganismos em relacdo ao agente ativo da substancia utilizada, tema esse de grande
importancia quanto ao potencial de risco a satlde humana. Os residuos de antimicrobianos
podem, ainda, apresentar efeitos toxicos destacando-se a carcinogénese, mutagénese,
teratogénese e a hipersensibilidade. "> *>® Segundo Mellon e al., estima-se que nos Estados
Unidos cerca de 70% da produ¢do anual de antibidticos (considerando um total de 16000 ton.)

tem sido utilizada na pecuéria com fins néo terapéuticos. ’



Dentre as diferentes classes de antimicrobianos, destacam-se os macrolideos por serem
altamente potentes contra uma grande variedade de bactérias gram-positivas e gram-negativas.
A organizacao Mundial para a saude animal (OIE) considera alguns macrolideos (eritromicina,
espiramicina, tilmicosina, tilosina) como criticamente importantes na pecudria de bovinos,
suinos e aves, ja que existem poucos tratamentos alternativos para algumas doencas que
atingem estas espécies.®

A presenga de residuos de antimicrobianos em alimentos de origem animal ¢ uma
questdo de grande interesse dos O0rgdos governamentais responsaveis pela saude publica, das
industrias de alimentos e dos consumidores, frente as questdes da seguranca alimentar e da
resisténcia bacteriana. Sendo o Brasil um pais de expressiva atividade pecudria no cenario
mundial, ¢ fundamental que estejam em vigor eficientes programas que garantam a qualidade
de alimentos desta origem. Para atender a essa demanda, ¢ necessario o desenvolvimento de
métodos analiticos confidveis que possibilitem a determinacdo de medicamentos veterindrios
em niveis residuais (na ordem de ng.g), com potencial toxico para a saude humana e ao meio

ambiente.

Objetivo

Este artigo tem como objetivo apresentar uma revisao sobre as técnicas analiticas mais
recentes aplicadas para a quantificacao e confirmacao da presenca de residuos de macrolideos
em alimentos, incluindo métodos utilizados na etapa de preparo das amostras, analise
cromatografica assim como a validacao das metodologias. Entre os detectores empregados, os
espectrometros de massas sdo destacados, visto apresentarem vantagens com relacdo a
detectabilidade, a seletividade, além de apresentarem recursos para fornecer informacdes

estruturais dos analitos.
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Os aspectos regulatorios, bem como os limites maximos de residuos (LMR) de
macrolideos em alimentos de origem animal aplicados pelas agéncias reguladoras de varios

paises também sao abordados.

Macrolideos: Producio, caracteristicas quimicas e aplica¢des na medicina veterinaria.

Quimicamente, os macrolideos sdo moléculas lipofilicas constituidas por uma lactona
macrociclica com 14, 15 ou 16 carbonos ligadas a moléculas de agucares (desosamina,
cladinose, micaminose, micarose, micosamina) através de ligacdes glicosidicas, podendo
apresentar carater basico. Os macrolideos clinicamente mais eficientes sdo classificados em
grupos, baseando-se no nimero de carbonos do grupo lactona. A eritromicina, a roxitromicina
e a claritromicina pertencem ao grupo de 14 carbonos; a azitromicina ao grupo de 15 carbonos;
enquanto que a espiramicina, josamicina, tilmicosina e a tilosina ao grupo de 16 carbonos.” A
azitromicina, a claritromicina e a roxitromicina sdao derivadas da eritromicina. A tilmicosina é
sintetizada a partir da tilosina. Em geral, os macrolideos apresentam pKa entre 7,1 ¢ 9,9."
Alguns macrolideos sio sensiveis a baixo pH e sofrem degradagdo em condi¢des acidas.’

A eritromicina ¢ um dos macrolideos mais importantes. Produzida por fermentacao por
uma cepa do Streptomyces erythaeus, seu componente predominante ¢ a eritromicina A.
Dependendo das condigdes de fermentagdo e purificagdo, outras substancias como as
eritromicinas B, C, D, E e F, a N-dimetileritromicina, ¢ o N-6xido de eritromicina A podem
estar presentes em pequenas quantidades (figura 1).” '+

Na medicina veterindria, a eritromicina ¢ usada em uma vasta gama de aplicagdes como:
tratamento de mastite clinica e subclinica em gado leiteiro, contra doencgas infecciosas causadas
por bactérias sensiveis a eritromicina em gado, ovinos, suinos e aves e doengas respiratorias

13

cronicas causadas por micoplasma em aves.~ Na aquicultura, a eritromicina tem sido
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empregada para tratar infecgdes contra cocos gram-positivos como o Lactococcus garvieae em
trutas, '* como terapia contra varias infeccdes em peixes com fins alimenticios e ornamentais, e
para controlar a doenca renal causada pelo bacilo Renibacterium salmoninarum em
salmonideos.'® A eritromicina é biotransformada através da perda de uma molécula de agua,

resultando em um produto de biodegradacao sem atividade antimicrobiana.

Fg 5

Rl R2 R3 R4 R5 R6
Eritromicina A OH H H CH; CH; CH;,
Eritromicina B H H H CH; CH; CH;
Eritromicina C OH H H H CH; CH;
Eritromicina D H H H H CH; CH;
Eritromicina E OH -O- CH; CH; CH;
Eritromicina F OH OH H CH; CH; CH;
N-dimetileritromicina A OH H H CH; H CH;
N-6xido de eritromicina A OH H H CH; CH; O

Figura 1. Estrutura molecular da eritromicina e seus compostos relacionados.

A espiramicina ¢ produzida por algumas cepas de Streptomyces ambofaciens e consiste

de uma mistura natural de trés componentes: a espiramicina I, II e II, dos quais a espiramicina I
, . . 13 ~ s e . ,

esta presente em maior quantidade. ~ Seu espectro de acdo € similar ao dos outros macrolideos,

e ela ¢ utilizada no tratamento e controle de varias infec¢des bacterianas ¢ micoplasmais em

animais. Um de seus produtos de biodegradacdao € a neoespiramicina, cuja atividade

antimicrobiana corresponde a 88% da atividade da espiramicina. Segundo a regulamentagdo

europeia, os residuos marcadores para a espiramicina sao a espiramicina € neoespiramicina
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para gado e frango e a espiramicina I para suinos."> A figura 2 mostra as estruturas moleculares

da espiramicina e da neoespiramicina.

Figura 2. Estruturas moleculares da espiramicina (a) e da neoespiramicina (b).

A tilosina ¢ produzida pelo Streptomyces fradiae e ¢ ativa contra algumas bactérias
gram-positivas, gram-negativas, ¢ micoplasmas gram-positivos. Sendo exclusivamente usada
na medicina veterinaria, ela tem sido aplicada no tratamento de pneumonia e metrite em gado,
erisipelas, pneumonia, enteropatia prolifera (ileite) e disenteria em suinos assim como doengas
respiratérias em aves.'®'* O composto de maior predominancia é a tilosina A, mas quantidades
variaveis de desmicosina (tilosina B), macrocina (tilosina C) e relomicina (tilosina D) também
estdo presentes em sua composicdo (figura 3). A atividade antimicrobiana ¢ principalmente
devida a tilosina A, enquanto que as tilosinas B, C e D tém em torno de 50%, 70% e 30% da
atividade antimicrobiana da tilosina A, respectivamente.'’ A tilosina A degrada-se

gradualmente a tilosina B em condig¢des acidas e, apesar de ser considerada o residuo marcador,
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a presenga dos outros tipos de tilosina pode levar a uma diferenga de 15% na quantificagdo de

seus residuos totais.!” '*
_H
! 2H
]
o” To7
/,N
FACHA
- 8
HO!
)]
fiy DK --"‘“\‘x
- H
Rf/\\\“
W
9]
R1 R2 MCR
Tilosina A CHO CH; Presente
Tilosina B CHO CH; Ausente
Tilosina C CHO H Presente
Tilosina D CH,OH CH; Presente
MCN = micinose; MCM = micaminose; MCR = micarose.

Figura 3. Estruturas moleculares da tilosina A e seus compostos relacionados.
A tilmicosina ¢ um macrolideo semi-sintético derivado da tilosina. Ela tem um espectro
de a¢do similar ao da tilosina, mas com maior poténcia contra Pasteurella multocida e
Pasteurella haemolytica, e tem sido usada no tratamento e controle de doengas respiratorias em
bezerros, suinos, ovinos, frangos de corte, coelhos, e perus, também sendo indicada na

prevencao de mastite durante o periodo de secagem do leite em gado leiteiro. A figura 4 mostra

a estrutura molecular da tilmicosina.'?
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Figura 4. Estrutura molecular da tilmicosina

Métodos analiticos

Preparo de amostras

O adequado preparo de amostras ¢ importante na deteccdo e na quantificacdo de
residuos de medicamentos veterindrios por espectrometria de massas (MS) em alimentos, ja
que a complexidade deste tipo de matriz pode dificultar o procedimento analitico devido a
supressio de fons, a formagdo de adutos e outros efeitos.”” Por outro lado, o emprego de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC — high performance liquid chromatography)
associada a espectrometria de massas geralmente requer um preparo de amostra menos
elaborado, quando comparado a HPLC com detec¢do Otica, uma vez que os instrumentos
empregados sdo dotados do recurso de cromatograma de massa extraida, que s6 nao garante a
seletividade cromatografica quando ocorre coeluicdo com um interferente de mesma massa

molar do analito.
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O preparo de amostra para determinacdo de macrolideos engloba a extragdo dos
analitos, limpeza do extrato e concentracdo antes da analise por cromatografia liquida associada
a espectrometria de massas (LC-MS) propriamente dita.

O tratamento de matrizes alimenticias geralmente requer procedimentos para a
desproteinizagdo, remog¢ao de gordura e agucares. As técnicas mais utilizadas nestas etapas sao
a extracao em fase solida (solid phase extraction — SPE) e a extragdo liquido-liquido (/iguid-
liquid extraction — LLE). No entanto, a extracdo liquida pressurizada (pressurized liquid
extraction — PLE), a micro-extracdo em fase solida (solid phase micro extraction — SPME), a
dispersdo da matriz em fase sélida (matrix solid phase dispersion - MSPD) e a simples dilui¢ao
também tém sido empregadas. O tipo de preparo de amostra depende principalmente dos
macrolideos em questao, das matrizes envolvidas e dos objetivos especificos da analise.

A extragdo em fase solida apresenta vantagens como a limpeza eficiente dos extratos, a
remog¢ao de interferentes e a reducao do efeito matriz. Além disso, esta técnica permite a
concentracao dos analitos, melhorando a sensibilidade do método. A extracdo em fase solida ¢
realizada passando extratos aquosos através de cartuchos que contém de 30 a 500 mg de fase
estaciondria, adequadamente encaixados em uma caixa de distribui¢do de vacuo (manifold). Ja
que os macrolideos apresentam caracteristicas lipofilicas, eles sdo normalmente retidos em
fases estaciondrias hidrofobicas e, apos lavagem com agua ou tampao, sao eluidos com poucos
mililitros de um solvente organico apropriado, como metanol ou acetonitrila, que podem ser
evaporados e concentrados a um volume adequado para inje¢do no sistema cromatografico.’ O
frequente uso de tampdes basicos nesta etapa baseia-se nas caracteristicas basicas de algumas
moléculas de macrolideos, para que permanegam na forma ndo ionizada durante a extragdo em

fase solida, o que garante sua afinidade pela fase estacionaria.
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Algumas fases estacionarias ja estudadas para este fim sao: HLB (balango hidrofilico-
lipofilico) (Waters), Strata-X® (Phenomenex), octadecilsilano (C;g), silica derivatizada com
2,3 dihidroxipropoxipropil (Bond-Elut diol®, Varian), troca cationica com &cido
benzenosulfonico (Bond-Elut SCX ®, Varian). Os cartuchos HLB, constituidos de um sorvente
de fase reversa feito com um copolimero de N-vinilpirrolidona hidrofilica e divinilbenzeno
lipofilico, sdo normalmente preferidos devido a sua boa capacidade de retengdo e a recuperagao
reprodutivel de compostos em uma ampla faixa de polaridade, sejam eles acidos, basicos ou
neutros. Os cartuchos Strata-X® sdao compostos de um polimero de estireno divinilbenzeno
com superficie modificada, e apresentam funcionalidade similar ao HLB na retencdo de
macrolideos. Os macrolideos sdo bem retidos em cartuchos HLB e permitem a lavagem com
até 40% de metanol sem perdas significativas.”!

Na literatura cientifica encontram-se exemplos onde, para extrair macrolideos de mel,
amostras (5 g) sdo dissolvidas em tampdo fosfato (0,1 M, pH 8);** **** % tampdo tris (0,1M,
pH 10,5)*°; ou tampao Na,CO3/NaHCOs.'"?’ Apos um tratamento inicial envolvendo filtragio
e centrifugacdo para remover lipideos e residuos solidos, os extratos passam pela extracdo em
fase solida para remover aglcares, pigmentos € compostos fendlicos do mel e para concentrar
os macrolideos. Para a extra¢ao de macrolideos de tecidos animais, ovo e leite, amostras de 1 a
5 g sdo primeiramente desproteinizadas e desengorduradas. A desproteinizacao ¢ usualmente
realizada com solventes organicos, como acetonitrila, em quantidades 3 a 5 vezes superiores a
quantidade de amostra.'* #% 2% 2% 21 30.31. 32 ¢ extratos sdo posteriormente desengordurados
com hexano e submetidos a extragdo em fase solida, onde ocorrem a remogao de interferentes e
a concentracao dos analitos.

Pode-se citar também a extragdo de espiramicina e tilosina de racdo animal, onde 2,5 g

de amostra foram submetidos a extragdo com 10 mL de metanol 70:30 com 2% de acido
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formico. O extrato foi diluido em agua (1:9, v/v) antes da extragdo com cartuchos HLB, de
onde os analitos foram extraidos com 2 mL de dgua:acetonitrila 1:1 (v/v), ap6s a secagem a
véacuo do cartucho. A etapa de SPE eliminou a etapa lenta de evaporacdo do metanol.*>*'3* A
tilosina forma um complexo com a ureia presente em algumas ragdes bovinas e, neste caso,
utiliza-se a enzima uréase para hidrolisar esta substiancia e liberar a tilosina do complexo,
procedimento necessario para o método atingir valores aceitaveis de recuperacio e precisdo. >*

A combinagdo de extragdo em fase solida com extragdo liquido-liquido tem se mostrado
efetiva para a extracdo de macrolideos. Na analise de eritromicina em salmodes, um tampao de
formato de amoénio (10 mM), ao invés de solventes organicos, foi utilizado na primeira etapa,
que foi seguida de extracdo em fase solida com HLB e de extracao liquido-liquido com cloreto
de metileno. Embora este método elimine as etapas de precipitagdo de proteinas e remocao de
lipideos antes da extragao em fase solida, a extracdo liquido-liquido ao fim do preparo de
amostra confere uma limpeza efetiva do extrato.”> Em outra aplica¢do, tampdo fosfato foi
adicionado aos tecidos homogeneizados, € a mistura foi particionada com cloroféormio para a
extracdo liquido-liquido, que foi seguida de extragao em fase so6lida com Bond-Elut ® (Varian)
diol para extrair eritromicina, tilmicosina e tilosina de tecidos bovinos. *°

Uma técnica relativamente barata e ecologicamente correta, reportada para extrair
tilosina, tilmicosina, espiramicina, eritromicina € eritromicina anidra de iogurte e leite, usa a
técnica de MSPD e dgua como solvente de extracdo. Uma amostra de 1,5 ml ou g foi dispersa
em 5 ou 6 g de areia, que serviu como material de suporte, e misturada. A mistura foi entdo
empacotada em uma coluna de MSPD e os macrolideos eluidos com 4gua a 70 °C acidificada
com acido férmico a pH 4,6 e o extrato final foi ajustado para pH 6 antes da inje¢do no sistema

LC-MS.*” O método apresentou boa detectabilidade com limites de detecgio abaixo de pg kg™,
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muito embora deva-se atentar para a questdo da instabilidade da eritromicina em condi¢des
acidas.

A simples diluicao do extrato, antecedendo a injecdo cromatografica, pode se mostrar
util em métodos onde se deseja extrair analitos de diferentes classes, exemplo no qual a
seletividade da extragdo em fase sélida pode ser uma desvantagem. Muito embora a dilui¢ao
reduza o efeito matriz, este método pode ndo atingir os limites de deteccdo e quantificagao
requeridos. Além disso, se faz necessaria a constante e extensiva manuten¢ao do sistema LC-
MS (regeneracdo e troca da coluna cromatografica, limpeza da fonte de ionizacao e lentes do
espectrometro de massas), para garantir a sensibilidade do sistema e a reprodutibilidade dos
cromatogramas.”’ Como exemplo, amostras de mel (2 g) foram misturadas e diluidas cinco
vezes com uma mistura de agua e acetonitrila (70:30), filtradas e o injetadas no sistema LC-
MS. Uma valvula de desvio foi utilizada para direcionar o fluxo para o descarte antes e depois
da eluicdo dos analitos como o objetivo de minimizar a contaminagdo da fonte de ionizagao.
Um solvente mais apolar (acetato de etila) foi adicionado ao final do gradiente para remover da
coluna residuos de mel que ndo seriam eluidos com acetonitrila.*® *°

Num outro caso, macrolideos e outros antibidticos, num total de 19 substancias, foram
extraidos de musculo e figado de suinos, bovinos e equinos com metanol 70%; com posterior
diluicao em cinco vezes com agua e inje¢ao no sistema LC-MS. Este método foi adequado para
monitorar os antibidticos nestas matrizes, e conseguiu detectar macrolideos com relagao sinal-
ruido maior que oito em LMR de 50 a 1000 pg.kg™.** Um terceiro exemplo envolve a analise
de eritromicina em trutas onde 1 g de amostra foi misturada com &agua (I mL), com
consecutivas extragdes com 4 ¢ 5 mL de acetonitrila seguida de agitagdo e ultra-som. Apds a

centrifugacao a 10.000 g, os sobrenadantes foram combinados, o extrato foi desengordurado
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com hexano, filtrado e analisado por LC-MS. Deve-se ressaltar que este método visava atingir

niveis de concentragdo a 0,5; 1; e 1,5 vezes o LMR da eritromicina nos EUA, de 200 ug kg’l.14
Separagdo cromatografica

A separagao cromatografica de macrolideos baseia-se em suas caracteristicas lipofilicas,
com o uso de colunas de fase reversa. Na maioria dos casos colunas convencionais de fase
estacionaria de silica porosa ligada a octadecilsilano (C18) sdo utilizadas, mas recentemente
colunas para UHPLC (cromatografia liquida de ultra eficiéncia) com particulas inferiores a 2
um tém sido aplicadas na separacdo destes analitos. As andlises por UHPLC sdo muito mais
rapidas, consomem menos solvente, apresentam eficiéncia mais elevada e detectabilidade cerca
de duas a trés vezes maior quando comparada a HPLC.*® A UHPLC e outras técnicas de
cromatografia rapida com particulas menores que 2 um sao métodos de separagao inovadores
que tem crescido em popularidade e oferecem vantagens significativas na resolucdo, na
velocidade e na sensibilidade cromatograficas, principalmente quando acoplados a
espectrometros de massas capazes de adquirir dados a alta velocidade.*' Ainda que existam
poucos relatos de sua utilizagdo na literatura, existe uma tendéncia de mudanca de HPLC para
UHPLC e outras técnicas de cromatografia rapida para a separa¢do de macrolideos em matrizes
alimenticias, biologicas e ambientais, devido as vantagens explicitadas. ***%°

A composicdo, a concentracdo dos modificadores e o pH da fase movel sdo fatores
criticos para se aperfeicoar tanto a separagdo quanto a ioniza¢do dos macrolideos. Metanol e
acetonitrila sdo os solventes organicos mais utilizados em HPLC e UHPLC, e acido férmico ou
acético a 0,1% ou acetato de aménio 10-20 mM sdo os modificadores mais comuns.”’ Acidos
carboxilicos perfluorados podem ser eventualmente utilizados como pares i6nicos hidrofobicos

. , 44. 2 , . A e
para melhorar a forma dos picos cromatograficos.** ?” No entanto, ¢ sabido que pares i6nicos
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podem causar supressdo i0nica no caso da ionizagdo por eletronebulizagao (ESI), devido a
pareacdo i0nica durante o processo de ionizacao na fonte, provocando perdas significativas no
sinal analitico, especialmente em compostos que tem nitrogénio presente em suas moléculas.
Portanto, pares idnicos devem ser evitados sempre que possivel na andlise de tracos de

macrolideos.”’
Técnicas de deteccdo

M¢étodos analiticos para a determinac¢ao de macrolideos em varias matrizes envolvem a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) com deteccdo oOtica, eletroquimica, ou
. . . 9, 44,45
associada a espectrometria de massas (LC-MS).
A deteccdo por ultravioleta tem sido usada para a determinagao de espiramicina, tilosina
e tilmicosina devido as suas duplas ligagdes conjugadas, que servem como cromoforos com
pico de absorbancia em 232 ou 287 nm.* A eritromicina e seus derivados semi-sintéticos nio
possuem duplas ligagdes conjugadas e ndo sdo bem detectados em baixas concentragdes, €
ainda que comprimentos de onda de 210 ou 215 nm tenham sido utilizados para a anélise deste
grupo de macrolideos, sua deteccdo sofre a interferéncia de outros compostos que também
absorvem nestes comprimentos de onda.” A deteccio fluorimétrica com aplicacio de
derivatizacdo quimica tem sido usada para melhorar a sensibilidade na quantificagdo destes
44, 46, 47, 48 ; . =
compostos. Os macrolideos possuem grupamentos eletroativos e a detecgdo
eletroquimica tem se mostrado eficaz e sensivel na detecgdo de eritromicina e outros

, 44, 49
macrolideos.™

No entanto, quando se deseja determinar macrolideos e confirmar sua
identidade em uma Unica andlise, técnicas de detec¢do Otica ou eletroquimica ndo sdo

. 20
suficientes.
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Espectrometria de massas

As vantagens da espectrometria de massas para a detec¢ao de macrolideos em amostras
alimenticias, bioldgicas e ambientais residem nas suas caracteristicas inigualaveis de
detectabilidade, seletividade e capacidade de identificagdo através do fornecimento de
informacdes estruturais. Dentre as possiveis aplicagcdes da espectrometria de massas para a
analise de macrolideos estdo: (a) o estudo farmacocinético ou da cinética de deplegao destes
farmacos e o monitoramento de sua eficacia para uso humano e veterinario;*®>" » >33 % (p) a
elucidagio estrutural dos macrolideos, das impurezas e produtos de degradacio;'" ' (¢) a
garantia da seguran¢a dos consumidores através da determinacdo de seus residuos em

21,22, 23, 28, 29, 30, 57, 58

alimentos, facilitando o comércio internacional de alimentos; (d) a deteccao

de tilosina e espiramicina em ragdo animal, ja que o uso destes farmacos como promotores de

crescimento foi banido na Unido Europeia;’> > ® ¢ (e) a investigagio da ocorréncia de

macrolideos em amostras ambientais. '+ % -

A espectrometria de massas vem sendo largamente utilizada nas areas biologica e
alimenticia devido a algumas caracteristicas da técnica tais como: (a) alta detectabilidade —
concentragdes baixas de substancias podem ser detectadas e analisadas; (b) baixo volume de
amostra — o uso de interfaces apropriadas para pequenos volumes permite que se use
quantidade de amostras muito pequenas; (c) possibilidade de interfaceamento com técnicas de

separacdo — a utilizagdo de misturas dgua/solvente na ionizagdo faz com que ela seja ideal para

o acoplamento de sistemas de separagio como HPLC.®
Ionizacdo

Das diversas técnicas de ionizagdo em espectrometria de massas, duas tem ganhado

destaque: a ionizagdo por eletronebulizacdo (ESI — electrospray ionization) e a ionizagdo
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quimica a pressao atmosférica (APCI — atmospheric pressure chemical ionization). Tanto ESI
como APCI s3o técnicas brandas de ionizagdo, que possibilitam a protonagdo ou a
desprotonacdo de moléculas, facilitando assim a identificagdo dos compostos, sem a
obrigatoriedade do uso de bibliotecas de espectros.

A 1ionizagdo por ESI ocorre ao se aplicar um potencial elétrico ao eluente quando ele
percorre o capilar do nebulizador, resultando na emergéncia de um aerossol de gotas
carregadas. Estas gotas sofrem uma reducao de tamanho até atingir uma densidade de carga
suficiente para permitir que os ions da amostra sejam expulsos da superficie da gota
(evaporagdo idnica). Geralmente, compostos com menos de 1000 Da produzem ions
protonados com carga tinica ((M+H]") no modo positivo ou no modo negativo ([M-H]") de
ionizacao, dependendo da estrutura do composto. A fonte de ESI pode ser ajustada (através do
“tunning”) para fragmentar os ions durante a ionizagdo. Este recurso pode fornecer informacdes
valiosas sobre a estrutura de analitos de baixo peso molecular. Em espectrometros do tipo
QToF ou QqQ promove-se a fragmentacao na célula de colisdo, o que permite a confirmagao
da identidade do composto, j4 que a relagio m/z do fon precursor é conhecida.®® A ESI é
aplicavel a compostos com polaridade média a alta, por isso tem se tornado a técnica padrao no
interfaceamento entre cromatografos liquidos e espectrdmetros de massa.®’

Na ionizagao por APCI a amostra ¢ evaporada em um nebulizador aquecido antes de
emergir a um plasma constituido de ions do solvente gerados na fonte por uma descarga
corona. A transferéncia ou abstragcdo de protons ocorre entre os ions do solvente e a amostra. A
habilidade de operar com fases moveis 100% organicas ou 100% aquosas a fluxos de até 2
mL.min"' torna a APCI uma técnica ideal para uso com colunas cromatograficas convencionais

. , . . 66 A .
com fases estaciondrias normais ou reversas. Apesar da predominancia do uso de ESI na
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analise de macrolideos por LC-MS, a APCI tem sido usada em algumas aplicagdes, e
demonstrado alguma vantagem com relagdo a reducio do efeito matriz.®* ¢ ™

Especialmente quando se trata de fontes ESI, o efeito matriz deve ser considerado em
analises quantitativas por LC-MS. Os componentes da matriz podem tanto melhorar como
suprimir o sinal dos analitos e seu efeito pode variar de amostra para amostra. O efeito matriz
pode ser estimado comparando-se o sinal dos analitos em solvente com seu respectivo sinal na
presenca da matriz, atravez da adicdo de seus padrdes analiticos no extrato, apos todo o
processo de tratamento de amostra.’!

O uso de padrdes internos isotopicos estaveis, curvas analiticas na matriz (“matrix-
matched”) e a adigdo de padrao sao as abordagens mais comuns para compensar o efeito matriz
e melhorar a exatidao do método. Como existem poucos padrdes de macrolideos deuterados no
mercado, a quantificacdao através da curva analitica na matriz, com ou sem a adicdo de um
analogo quimico como padrdo interno, como por exemplo a roxitromicina, tem sido a
abordagem mais usada. *° Apesar de efetiva, esta técnica é trabalhosa, j4 que todo o processo de
preparo de amostra ¢ necessario a cada replicata na preparagdo dos padrdes para a construgao
da curva analitica.®!

Os macrolideos contem nitrogénio em suas moléculas e sao facilmente protonaveis a
fons com carga simples, dupla ou tripla em fontes ESI no modo positivo.”” O numero de cargas
possiveis de serem acomodadas nas moléculas estd relacionado ao numero de nitrogénios
presentes nas mesmas. Moléculas com um nitrogénio, como eritromicina e tilosina formam
apenas ions monoprotonados ([M+H]"). Espiramicina, neoespiramicina, tilmicosina e
roxitromicina, que contém dois nitrogénios em suas moléculas, formam também ions com
dupla carga ([M+2H]*"). Tanto ions monoprotonados com os com dupla carga tém sido

utilizados para aquisi¢do de dados na analise de macrolideos. *>* ">
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Espectrometros de massa

Alguns dos espectrometros de massa que tém sido utilizados para analise de
macrolideos sdo o quadrupolo simples (Q), o triplo quadrupolo (QqQ), quadrupolo — armadilha
de ions (QIT — quadrupole — ion trap), quadrupolo - armadilha de ions linear (QLIT —
quadrupole — linear ion trap), tempo de voo (ToF — time of flight) e quadrupolo-tempo de voo
(QToF  — quadrupole — time of flight). Cada um deles apresenta diferentes performances,
fungdes, vantagens e desvantagens que serdao brevemente discutidas a seguir.

Quadrupolo simples (Q)

Este espectrometro de massas consiste em quatro hastes metéalicas hiperbolicas
paralelas. Seu mecanismo de funcionamento se da através da aplicagdo de uma corrente elétrica
especifica em cada uma delas e da imposicdo de uma radiofrequéncia que criam um campo
elétrico capaz de estabelecer uma trajetoria para ions com razao massa/carga (m/z) especifica,
funcionando entdo como um “filtro de massa”. O quadrupolo simples pode operar no modo de
rastreamento total (full scan mode) ou de monitoramento de ion selecionado (selected ion
monitoring). Apesar de ter aplicabilidade demonstrada na deteccdo e quantificacdo de
macrolideos, a falta de especificidade deste tipo de espectrometro fez com que ele fosse
substituido por espectrémetros de massa conjugados ou com melhor resolugdo de massa. ">
Triplo quadrupolo

Este ¢ sem duvida o espectrometro de massas mais usado na andlise de residuos de
macrolideos devido ao seu desempenho incomparavel na quantificagdo no que diz respeito a
faixa dinamica, a repetibilidade e a sensibilidade. Ele ¢ composto por um primeiro quadrupolo
(Q1), uma cela de colisdo (Q2) e o terceiro quadrupolo (Q3), podendo ser operado em quatro

modos com dissociacdo induzida por colisdo (CID - collision-induced dissociation): (a)
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varredura do ion produto (product ion scan): consiste em selecionar um ion precursor de certa
massa/carga (m/z) e determinar todos os ions-produto resultantes da dissociacao; (b) varredura
do ion precursor (precursor ion scan): consiste na escolha de um ion-produto para determinar
seu ion precursor, este modo requer que o ion-produto seja focalizado no segundo quadrupolo
enquanto o primeiro o rastreia a relagdo massa-carga do ion precursor, assim todos os ions
precursores que produzam ions daquela massa-carga, serdo detectados; (c) varredura de perda
neutra (neutral loss): consiste em selecionar um fragmento neutro e detectar todas as
fragmentacdes que levariam a perda deste fragmento; este modo requer que os dois
analisadores procedam a varredura juntos, com uma diferenga de massa constante entre eles; e
(d) monitoramento de reacdes selecionadas (SRM - selected reaction monitoring): consiste em
selecionar uma reagdo de fragmentacdo; neste modo tanto o primeiro quanto o segundo
analisadores sdao focalizados nas massas selecionadas, ndo havendo varredura, o que aumenta a
sensibilidade para o monitoramento, associada ao aumento na seletividade.”

O modo mais comumente utilizado na quantificagdo ¢ o SRM. Em geral faz-se uma
primeira aquisi¢do com o padrao da substancia em questdo, para selecionar as transi¢des SRM
que serdao usadas na analise por LC-MS. Existe um consenso entre os varios pesquisadores
sobre as transi¢cOes avaliadas, no entanto ha diferencas nas abundancias relativas entre os ions,
devido as diferengas no desenho dos espectrometros entre os fabricantes, ainda que sejam do
mesmo tipo.

O modo de varredura do ion precursor pode ser particularmente Util para identificar
contaminantes em matrizes complexas como os alimentos. Em um caso especifico, este tipo de
analise propiciou a identificacdo da presenca de eritromicina B em iogurte. Um espectrometro
QqQ foi operado no modo de varredura do ion precursor com monitoramento do fragmento

com m/z 158 no Q3, que ¢ tipico de impurezas comumente presentes na eritromicina A. Foi
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entdo encontrado um ion precursor de m/z 718 no Q1. Aprofundando a investigacdo, foram
realizadas andlises nos modos de varredura do ion produto e de monitoramento de reacdes
selecionadas e este composto foi confirmado como a eritromicina B, uma impureza resultante
do processo de fermentacio para producdo da eritromicina.*

Quadrupolo — “Ion Trap” (QIT)

Este espectrometro de massas possui um quadrupolo € um ion-trap constituido por trés
eletrodos, um em forma de anel que fica entre os outros dois, que t€ém formato hiperbolico e sdo
isolados nas pontas. A diferenga de potencial oscilante entre o anel e os eletrodos hiperbdlicos
gera um campo magnético capaz de confinar ou deixar passar os fons.” ’® Este tipo de
analisador tem a caracteristica unica de conduzir fragmentagdes em multiplos estagios (MS").
Quando os ions entram no ion-trap, todas as fragmentacdes ocorrem no mesmo local, mas em
tempos diferentes, apresentando uma melhor sensibilidade na varredura do que os QqQ, mas
com a limitagdo de ndo realizar aquisigoes alternadas entre os modos de varredura do ion
produto e de varredura de perda neutra.””” Além disso, estes instrumentos sio menos robustos
para analise de matrizes mais complexas e podem apresentar baixa repetibilidade e faixa
dindmica muito estreita para a quantificacio.”® Instrumentos do tipo QIT tém sido usados para
caracterizar os padroes de fragmentacdo de macrolideos como a azitromicina. Estes
experimentos geraram espectros ricos, esclarecedores da estrutura dos macrolideos em questao,
revelando também impurezas em amostras comerciais destes firmacos desconhecidas até entao.
11,12, 56,78,79
Triplo-quadrupolo -“ion-trap” linear (QLIT)

Este espectrometro de massas baseia-se no mesmo tipo de configuragdo que o QqQ,
onde o Q3 pode ser operado tanto como um filtro de massas convencional quanto como um

“ion-trap” com eje¢do axial de fons.** % O QLIT agrupa as vantagens do QqQ e do QIT sem
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perda de desempenho com relagdo a seus precursores, podendo ser operado nos mesmos modos
que o QgQ, ainda possuindo a habilidade de acumulo de ions para realizar analises com
fragmentacdes multiplas para elucidacdo estrutural. Ele também possui um recurso de
varredura de ion fragmento avancada, onde os ions fragmento sdo acumulados no “ion-trap”
possibilitando o aumento de sensibilidade na varredura, o que o torna ideal para analises onde
se deseja quantificar e confirmar a identidade de compostos de que possuem padroes de
fragmentacgdo pobres. ' %

Tempo de voo (ToF) e Quadrupolo — tempo de voo (QToF)

Neste tipo de analisador ions com a mesma energia cinética, mas com relacdo m/z
diferentes sdo separados em um tinel de voo de 1 a 2 m de comprimento sem campo
magnético. Instrumentos do tipo ToF sdo configurados como ToF simples ou hibridos de
quadrupolo — tempo de voo (QToF). Este tultimo ¢ construido de maneira a direcionar os ions
ortogonalmente do quadrupolo ao tempo de voo, através de um acelerador de ions, para
analises no modo MS/MS com varredura dos fons-produto.’” ® A grande vantagem destes
analisadores se da pelo fato de oferecerem informagdes espectrais completas com resolugao de
média a alta, medida de massa exata e excelente sensibilidade no modo de varredura total. Nao
ha davida de que os espectrometros QqQ e QLIT sdo superiores na quantificagdo, mas os dados
adquiridos nestes analisadores sao limitados a natureza das transigdes SRM e a massa nominal
dos ions precursores e produto, desta forma, parte da informagdo qualitativa para elucidagdo
estrutural e identificacdo de compostos ¢ perdida. Os analisadores ToF e QToF permitem a
analise de composi¢ao elementar, através medi¢ao precisa da razdo m/z, e, consequentemente, a
quantificagdo e confirmacao inequivoca dos analitos, bem como a triagem e quantificacdo de
compostos desconhecidos ou produtos de degradagdo. Sendo assim, analisadores do tipo ToF

sdo ideais para a busca de compostos cuja presenca ¢ suspeita nas amostras. Estes
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espectrometros de massa tém sido utilizados em métodos de rotina para triagem de multi-

residuos de macrolideos.?> 84 858687

Em um estudo para a determinacao de seis macrolideos em ovos, leite integral e mel, a
técnica UHPLC-QTOoF obteve limites de deteccdo (LDs) entre 0,1 ¢ 1 pg kg™, adequados para
atender os requisitos regulatérios em andlises de rotina e identificou a desmicosina (tilosina B)
em mel, baseando-se na medicdo de massa precisa e usando o recurso de composi¢cdo
elementar.” A Tilosina A sofre hidrélise e perde uma molécula de micarose, formando a
tilosina B a pH 4, que ¢ muito préximo ao pH médio tipico do mel (entre 3,4 - 6,1)."* A
Andlise por UHPLC-QToF permitiu a determinagdo da tilosina e identificagdo de seu produto
de degradagdo nesta matriz, sem a necessidade de uso de um padrdo analitico da tilosina B, o

que seria dificil de obter com espectrometros do tipo QqQ ou QLIT.

Este estudo ainda comparou o desempenho do método com relacdo a linearidade, a
precisdo e os limites de detec¢ao por UHPLC-QToF e HPLC-QqQ, e demonstrou que a técnica
HPLC-QqQ tem faixa linear mais ampla que a UHPLC-QToF, mesmo com o recurso de
melhora de faixa dindmica habilitado na segunda. A técnica HPLC-QqQ ainda apresentou
melhor repetibilidade devido ao maior nimero de pontos adquiridos ao longo dos picos
cromatograficos. Avalia-se que a detectabilidade de espectrometros ToF e QToF ¢ de uma a

duas ordens de magnitude inferior aos QqQ no modo SRM.** -9

Desta forma a aplicabilidade
da espectrometria de massas ToF ou QToF para quantificagdo de residuos de contaminantes em
matrizes alimenticias ¢ um desafio, devido as baixas concentragdes destas substancias nestas

amostras. A tabela 1 resume as condigdes de analise para quantificacdo de macrolideos por LC-

MS (HPLC-MS ou UHPLC-MS) em  estudos recentemente  reportados.
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Tabela 1: Condic¢des de andlise para quantificagdo de macrolideos por LC-MS ou UHPLC-MS

Matriz Preparo de amostra Cury\ia Técnica cromatografica Substincia Espectrometria de massas Limites Refefren-
analitica cia
Extragdo Limpeza Ft‘lse, . Fase Movel m/z e/ou transigdes Ion~12a— Instrumento CCa. ou LOD CCP ou
do extrato estacionaria ¢ao LOQ
UHPLC-
ToF: 0,8 —
QTOF : 843,5218 Ql (;)ug e
Espiramicina ~ QqQ: 814:)2-) 174, HPLC-QqQ:
0,1-0,2
ngkg'
UHPLC-
QToF : 734,4690 QToF: 0,2 -
Eritromicina ~ QqQ: 734=>» 158, 0,5 ug kg
576 HPLC-QqQ:
0,01 ugkg'
UHPLC-
ToF: 1,0
Neoespirami QToF : 69,4432 ng kg‘l’
. i 6992174, :
UHPLC: cina QaQ: 69 HPLC-QqQ:
Superposi¢do Acquity UHPLC: acetato 0.1-02
Ovos, Desproteinizagdo com dlz rlrlfatriz' BEH C18 de am()ni.o 10 mM pgkg!
. e ©100x2,1 . -
inltiltial ex; Zetﬁ(z)nzt;ﬂla tz/r(r)luﬁo HLB  roxitromicina mm 1X7 m HPLC: acetonitrila ESI qu((])g ¢ UHI’TLC 22
g | fosf: t(; 0.1M Hg 0 como pardrio . K¢ dcido formico . QToF : 688,4272 QTofF: 0’2_1_
¢ me osfato 0,1M (pH 8,0) interno  APLC: AQ 0.1% Oleandomicina  QqQ: 688=> 158, 0.5 pgkg
S-3,50x 544 HPLC-QqQ:
2,0 mm 0,01 pgkg'
UHPLC-
ToF: 1,0
QToF : 869,5738 ng ke
Tilmicosina ~ QqQ: 816392-) 174, HPLC-QqQ:
0,2-0,5
ngkg!
UHPLC-
ToF: 0,2
QToF : 916,5270 ng ke
Tilosina A QqQ: 911 465-) 174, HPLC-QqQ:
0,01 -0,02
ngke'g
Tilosina B QToF : 772,4483
Dissolugdo em Slézeﬁ;ig?o Luna C8 Acido Tilosina A 916=> 174,772 04 ugkg' 1,5 ngkg!
Mel acetomFrlla e dgua 53:7) Roxitromicina 150 x 2 heptz;ﬂuorobut}rlpo ESI QqQ 19
seguida de injegdo drd 5 0,04%, acetonitrila
cromatografica corﬁi eI; zrilorao M, > WM acetato de etila Tilosina B 772> 174, 156 1,1 ugkg' 3,7 pgkg!
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Curva

Matriz Preparo de amostra e Técnica cromatografica Substancia Espectrometria de massas Limites Refe'ren-
analitica cia
Extragdo Limpeza nge' . Fase Movel m/z e/ou transi¢des Ion~12a- Instrumento CCa ou LOD CCP ou
do extrato estacionaria LOQ
. .. leite: leite:
Eritromicina 734>»158, 576 1.0ngml” 2,0 ngmL”
ITogurte: Togurte:
. 438* =» 101, 174 5ng.g! 8ng.g!
N . Espiramicing 1y 1 CH,OH+2H] Leite: Leite:
) DMFS: Superposigao  Alltima 2ngml’  6ngmL’
Leite P ‘lida: . da matriz: C18 Acido formico ESI Q Q I . I .
fogurte , o como padrdo mm; Sum Tilmicosina 870 174, 697 wneg ne-g
aguaa 70 °C interno Leite: Leite:
0,3ngmL' 0,9 ng.mL"
Togurte: Iogurte:
-1 -1
Tilosina 916> 174,772 I ng.g 2neg
Leite: Leite:
1 ng.mL"! 2 ng.mL
Eritromicina 734 756,158 CCo=297 CCP=603
ng-kg ng-kg
Oleandomicina 688> 158, 544 CCo=274 CCPp=410
Dissolug@o em tampao ngke ngke
f‘;ifat?dg’ézdegg 2’3) Acido Roxitromicina 8379 158, 679 CCa . 278 CCP 14_13’1
1iqui§11211 com acetongitrila Zorbax - nanofluoropenta- rete pote
Mel  4cido tricloroacético Suferp"s‘.‘?a" (;118 0 x nof‘,“’ l.mN(I)’ Sa(;‘d" Espiramicina 843 174, 540 ESI Qquir  CCo=294 CCP=453 23
10%: 4cido a matriz 1, 8mm, 6rmico ‘,1 0, ng.kg ng.kg
’ . ,8 um acctonitrila ¢ — -
nanofluoropentandico metanol Tilmicosina 869 174, 156 CCo=314  CCp=809
4% em acetonitrila; e ng.kg ng.kg
4gua a 65°C _ _
Tilosina 916> 174, 156 CCa =276 CCP=480
ng-kg ng-kg
Tilosina B 772> 174, 156 - -
Tilosina A 916 2 ngkg! 9 pgkg’
. . Superposi¢ao - -1 -1
Extra¢do com tampao damatrizz  Luna CIS, o o Tilosina B 772 3 ug.kg 9 ng.kg
Mel Na2CO3-NaHCO3 Strata-X itromici 150 x 4.6 Acido formico ESI 17
€ 0,IM (pH 9) Tata- rc(g;;ogg:rl;j m 5u,m 0,1% e acetonitrila Q
interno ’ Tilosina C 902 2 ngkg! 6 ugkg!
Tilosina D 918 2 ugkg! 8 ug.kg”
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Matriz Preparo de amostra Cm,“ia Técnica cromatografica Substancia Espectrometria de massas Limites Refe.ren-
analitica cia
Extragao Limpeza nge' . Fase Movel m/z e/ou transigdes Ion~12a- Instrumento CCa ou LOD CCP ou
do extrato estacionaria ¢do LOQ
Extragdo liquido-liquido Puresil C18 Acido férmico
com tampao citrato Calibragdo 0,5%, acetato de - 916=» 772, 407, a
Ovos 0,1M (pH 5) ¢ externa 150 );4,6 aménio 1 mM (pH Tilosina 754 ESI QIT 1 ug.kg 53
acetonitrila mm, > Hm 5) e acetonitrila
Eritromicina ~ 734=» 158, 576 0,07 ug.kg"
Oleandomicina 688 =»158, 544 0,09 pgkg’!
Superposi¢ao
L da matriz: O]?){é\i[/SQ Acido formi 843> 174, 142
Leite ~ Desproteinizagdocom  yy g ovitromicina o DCICOTOMMICO B opiramicing  [M+2H] 4229 ESI QqQ 0,08 pgkg” 30
acetonitrila e extragdo como padr 50 x 2 mm, 0,1% e acetonitrila
. padrdo 101, 142
com tampdo fosfato 0,1 interno 3 um
M (pH 8)
Tilmicosina 869 174, 132 0,3 ugkg!
Tilosina 916 2174, 145 0,06 pg.kg’!
Eritromicina 734> 158, 576 CCa=022 CCP=0.26
pg.kg pg.kg
Josamicina 828> 147, 600 CCa=024 CCP=0.26
ng-kg ng-kg
Superposi¢ao .
. Synergi .
da matriz: Acetato de amonio _ _
Mel N N HLB  roxitromicina Iggm'zRg 0,0IM (pH3,5) ¢  Espiramicina 843174, 318 ESI QqQ CCa=19 CCPp=21 26
Extragdo com tampZo como padrao X o acetonitrila nekg nekg
TRIS 0,1M (pH 10,5) interno mm, 4 um
Tilmicosina 870 174, 696 CCa=023 CCPp=0.25
ng-kg ng-kg
Tilosina 916 174, 772 CCa=022 CCp=0.24
pg.kg pg.kg
Superposi¢ao
Remogdo damatrizz  Symmetry Acetato de amonio
Desproteinizagdo com de lipideos Eritromicina C18 150 x 1mM com 0,1% de . .. 734=>» 576, 558, CCa=220 CCpB=238
Truta acetonitrila com [PCy] como 4,6 mm, 4cido acético; Eritromicina 716 ESI QaQ ugkg! ugkg! 14
hexano padrdo 3,5 um acetonitrila
interno
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Matriz Preparo de amostra Cm,“ia Técnica cromatografica Substancia Espectrometria de massas Limites Refe.ren-
analitica cia
Extragdo dlepeza nge' . Fase Movel m/z e/ou transi¢des Ion~12a- Instrumento CCa ou LOD CCP ou
o extrato estacionaria ¢do LOQ
Eritromicina 734> 158,558, 0,2 pg.kg”
576
o Oleandomicina ~ 688=> 158, 544 0,1 ugkg!
Desproteinizagdo com Superposi¢io YMC
acetonitrila e extragao da matriz: o .
Ovos com tampao fosfato HLB  roxitromicina (g]gi_? (()2 0 ﬁ;lgzggﬁﬁfﬂa Espiramicina 843-)311784’ 340, ESI QqQ 0,9 ug kg 21
0,IM (pH 8) como padrao ’ e
. mm, 3 pm
interno S
Tilmicosina 869> 174, 156 0,3 pg.kg”
S 916=> 174, 145, -1
Tilosina 772 0,1 ng.kg
Eritromicina 734> 576,522, 1 ng.mL"!
558
Desproteinizagdo com Silica SPE I;;ftifirxrfla' YMC Acido formico
Ovos P ac40 COM  qupelclea 1 " phenyl 50x _ 4 co ESI QIT 29
acetonitrila 0 LC-SI concentragao 4 3 0,1% e acetonitrila
alvo: 10 ppb mm, Sum
S 916=> 772, 407, q
Tilosina 508 1 ng.mL
Dissolugdo em tampdo Bond Elut Superposi¢do Zorbax C8 triﬂul;(z:;ic()ético
s I -1
Mel Na2CO3 — NaHCO3 C18 da matriz 150 ); 2,1 metanol o Tilosina 916,174 APCI Q 0,01 pg.kg 27
(pH 9) mm, > pm acetonitrila
Miscu- pljﬁf;éeo Prodigy Formato de
lo edpele Exﬁjﬁi‘gg’ﬁ‘) @pRe o szzﬁ‘f" (2);%57532) aménio3mMe  Eritromicina 734, 576,558, 158 ESI Q 15
¢ cloreto de acetonitrila
salmio . mm
metileno
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Valida¢ao de Métodos Analiticos

Os métodos analiticos para a determinacdo de contaminantes em alimentos em
niveis residuais sdo a principal ferramenta para assegurar que eles estejam dentro dos LMR
legalmente estabelecidos.”’ A valida¢io destes métodos certifica que os mesmos fornecam
resultados confiaveis e garantam a disponibilidade de alimentos seguros. A validacao deve
ser considerada quando se desenvolve ou efetua adaptacdes em metodologias ja validadas,

na inclusao de novas técnicas ou no uso de diferentes equipamentos.

A Uniao Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) preconiza que, no que
diz respeito a andlise de alimentos, os requerimentos para os métodos analiticos envolvem
estudos de desempenho a partir de ensaios interlaboratoriais (ensaio de proficiéncia, estudo
colaborativo ou triagem colaborativa), preenchendo os requisitos para comporem o que se
classifica como procedimento de validagao completa do método analitico (full validation).
No entanto, quando se pretende garantir a viabilidade do método antes de se proceder a
validacao completa, ou para a publicacdo de artigos cientificos, a validagdo completa de um
método analitico ndo ¢ necessaria. Em tais circunstancias considera-se apropriada a
validacdo do método em um tnico laboratorio (single-laboratory validation ou in house

validation).”?

No Brasil, os procedimentos adotados baseiam-se em guias disponibilizados por
orgdos como a ANVISA,” o Instituto Nacional de Metrologia ¢ Qualidade Industrial
(INMETRO)™ ¢ 0 MAPA.” A validagio pode também ser baseada em guias internacionais

como “International Organization for Standardization ” (ISO),” “International Conference
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on Harmonization” (ICH),”” ou ainda nas Diretivas da Comunidade Europeia,”® ¢ guias

disponibilizados pelo “United States — Food and Drug Administration” (FDA).”* '%°

Os parametros de validacdo para métodos analiticos instrumentais baseados na
separacao cromatografica por HPLC incluem a seletividade, linearidade e faixa de
aplicacdo, exatiddo, precisdo (repetibilidade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade),
limite de deteccdo (LD), limite de quantificacio (LOQ) e robustez. Alguns guias
preconizam a avaliagdo do limite de decisdao (CCa) e a capacidade de detecgao (CCP), em
substitui¢do aos limites de detec¢do e quantificagdo. No caso da detecc¢do ser realizada por

MS torna-se necessario também avaliar o efeito matriz.”* > '°!

Na validagdo de métodos analiticos para a determinag¢do de contaminantes toxicos
em alimentos, onde os LMR especificos de cada analito sdo estabelecidos, algumas
consideragdes especiais sd0 necessarias, ja que os mesmos devem ser considerados no
protocolo de validacdo, de maneira a assegurar que o método seja capaz de detectar os

. ~ ~ . 91
analitos em questdo nestas concentragdes.

A seletividade ¢ caracterizada pela capacidade de produzir respostas distintas entre
varios analitos e entre os analitos e outras substancias presentes na amostra, garantindo que

: . . : 94,101
o0 pico cromatografico de seja exclusivamente dos compostos em estudo.”

A Unido Europeia criou um sistema de pontuacdo em espectrometria de massas para
considerar a identificagdo inequivoca de contaminantes organicos em alimentos, conforme

a tabela 2.7
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Tabela 2: Relacio entre os fragmentos massicos e os pontos de identificagdo obtidos.”

Técnica de Espectrometria de Massas Pontos de identi!"lcagﬁo obtidos por
ion

Espectrometria de massas de baixa resolugao 1,0

(LR)

LR-MS" — ion precursor 1,0

LR-MS" — ion produto 1,5

Espectrometria de massas de alta resolucdo (HR) 2,0

HR-MS" — fon precursor 2,0

HR-MS" — ion produto 2,5

Obs.: Cada ion pode ser contabilizado uma tinica vez; substancias diferentes podem ser consideradas para aumentar o
numero de pontos se derivarem de diferentes mecanismos de reacgdo; sdo considerados como ion produto tanto os de
segunda quanto os de terceira geracdo; a espectrometria de massas pode ser considerada de alta resolucdo se esta for
tipicamente superior a 10000 para todo o intervalo massico a 10 % do vale.

Desta forma, como os espectrometros de massa do tipo triplo-quadrupolo podem
fornecer informacdes sobre fragmentos dos analitos, eles cumprem os requisitos no que diz
respeito a capacidade de quantificagdo e confirmacdo de identidade requeridos. Mais
especificamente, no caso do uso deste tipo de espectrometro, o monitoramento do ion
precursor mais dois ions-produto atende aos requisitos da Comunidade Europeia no que diz
respeito a identificacdo de substancias ndo banidas, como ¢ o caso dos macrolideos. Ainda
segundo estes critérios, pelos menos dois ions (um precursor ¢ um produto) devem ser
monitorados para atingir a pontuacao de identificagdo minima de trés em espectrometros de

massa da alta resolugao.
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Cabe avaliar que estas definicdes da Comunidade Europeia ndo levam em
consideragdo a exatidao de massa para a confirmagdo de um contaminante quimico,
desconsiderando instrumentos que tem exatiddo de massa de até¢ 5 ppm, que fornecem
especificidade suficiente para a confirmagao dos compostos alvo e permitem a atribuicao de
possiveis composicdes elementares, mas que ndo fornecem resolucio superior a 10.000.%
Assim, novos critérios foram propostos para a atribuicdo da pontuacao de identificacdo que
usassem o erro de massa absoluto ou relativo ao invés da resolucao de massa, sendo que o
segundo ainda traria a vantagem de que o critério de pontuagdo seria valido dentro de uma
faixa de massas, independentemente dos valores de m/z.*> Segundo estes critérios, o
monitoramento de dois ions, com erros de massa no intervalo de 2 a 10 ppm, seriam
suficientes para atingir a minima pontuagdo de identificagdo. Por exemplo, usando a
dissociagdo por colisdo induzida, instrumentos do tipo QToF poderiam adquirir espectros
ricos em fragmentos e consequentemente mais pontos seriam atribuidos para a confirmagao

do composto.

O FDA dos EUA exige que a abundancia relativa entre dois ions-fragmento
monitorados coincida com a do padrdo de referéncia da substancia em +10% de tolerancia,
quando sdo monitorados trés fons fragmentos essa tolerdncia sobe para + 20%.'" E
importante ressaltar que as abundancias relativas entre os ions de macrolideos obtidos em
espectrometria de massas permanecem consistentes dentro de um mesmo dia, mas podem
variar de um dia para outro.’* Desta forma, as intensidades relativas dos fons de
macrolideos devem ser comparadas com seus padrdes analiticos sob as mesmas condi¢des

analiticas, ou seja, na mesma batelada de analises 3037 A consisténcia nos tempos de
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retencdo na cromatografia liquida e também das abundancias relativas entre os ions ¢

essencial para a confirmacao da presenga dos macrolideos nas amostras.

A linearidade refere-se a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais a concentracao da substancia de interesse, dentro de uma faixa de aplicacao,
e ¢ normalmente expressa pelo o coeficiente de correlagdao linear (r), obtido a partir da

curva analitica pelo método estatistico de regressao linear.

A construcao da curva analitica para a analise de macrolideos por LC-MS tem se
dado através de padronizagdo externa, onde se compara a area da substancia a ser
quantificada na amostra com as areas de solucdes de concentragdes conhecidas preparadas

. ~ /o 15, 53 . ~ - . ~
a partir de padrdes analiticos; de padronizagdo interna, que consiste na preparagao de
solucdes padrao com concentragdes conhecidas da substancia de interesse, adicionadas de

17, 22, 30, 37, 39
> > s > ou de

uma quantidade conhecida e constante de um padrdo interno;
superposi¢cdo de matriz (matrix-matched) que se da pela adicdo dos padrdes da substancia
em diversas concentracoes em uma matriz similar ou idéntica a da amostra, isenta dos
macrolideos em questdo.'” %% 3% %3739 A superposicdo da matriz é recomendada quando a
matriz interferir na pré-concentracdo, extracdo, separacao ou deteccdo da substancia de
interesse, independentemente do uso de padronizacdo interna. Esse método pode ser
tedioso, principalmente quando o preparo da amostra ¢ complexo e demorado, mas sua
principal vantagem sobre o método de padronizagdo externa ¢ que fornece uma melhor

A - 95, 101
correspondéncia com a composi¢ao da amostra. ™

A maioria dos estudos reportados para a quantificagdo de macrolideos em alimentos

considera precisdo em dois niveis distintos: a repetibilidade, que avalia a concordancia
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entre os resultados do método, sob as mesmas condicdes de medicdo; e a precisdao
intermediaria (ou reprodutibilidade intralaboratorial) que representa a variagdo nos
resultados do método no mesmo laboratorio devido a eventos como diferentes dias,
analistas ou equipamentos. Tanto a repetibilidade como a precisdo intermediaria sao
expressas por meio da estimativa do desvio padrao relativo (RSD — relative standard
deviation), com repeti¢des de acordo com as recomendacgdes das agéncias credenciadoras
tomadas como referéncia.”* > '°' A exatiddo normalmente é estimada através de ensaios de
recuperagdo, através da aplicacdo do método em amostras adicionadas com quantidades
conhecidas dos padrdes analiticos dos macrolideos (spike) em pelo menos trés diferentes
concentragdes. Ainda que esta técnica seja limitada pelo fato de que os analitos adicionados
ndo se apresentem necessariamente na mesma forma que na amostra naturalmente
contaminada, e eventualmente ocasionando avaliacdes excessivamente otimistas, esta € a
técnica mais comumente aplicada, ja que € praticamente impossivel encontrar materiais de
referéncia certificados (CRM — certified reference material) para matrizes alimenticias com
concentragdes em niveis residuais de medicamentos de uso veterinario € que sao poucos os
métodos de referéncia disponiveis para analises quantitativas de residuos de medicamentos

veterinarios em alimentos.”*

Os limites de detec¢ao (LD) e quantificagdao (LQ) sdo normalmente estimados
através da relacdo sinal-ruido (S/N - signal to noise ratio), onde ¢ feita a comparagao entre
os sinais de amostras em concentragdes conhecidas na matriz ¢ o ruido de fundo
(background noise) da matriz isenta do composto de interesse, estabelecendo-se o LD e o
LQ como as concentragdes minimas nas quais relacio S/N ¢ de 3:1 e de 10:1,

. 22,37, 38 - . A
respectivamente.”” *” *® Alguns autores preconizam que o método baseado em parametros
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da curva analitica € estatisticamente mais confiavel, onde os LD e LQ sdo expressos como:
LD = 3,3x(s/S) e LO = 10x(s/S), onde s ¢ a estimativa do desvio padrdo da respostae S ¢ a
inclinacdo (slope) do grafico de calibragdo.”* '°! Alguns trabalhos ndo reportam os LD e
LQ, mas sim o limite de decisdo (CCa - limite a partir do qual se pode concluir que uma
amostra ¢ ndo conforme com uma probabilidade de erro a) e a capacidade de deteccdo
(CCP - teor mais baixo que pode ser detectado, identificado e/ou quantificado numa
amostra com uma probabilidade de erro ), conforme recomendado pelo MAPA e a
Comunidade Europeia *% 2% 2% %9392 Devye-se considerar que 0 CCo e CCP sdo uteis para
determinar se uma amostra estd ou ndo conforme com relacdo aos LMR legalmente
estabelecidos, mas ndo servem como pardmetros para a avaliacdo de desempenho de
métodos analiticos ou para comparacdo entre métodos ou técnicas analiticas diferentes

aplicadas para um mesmo fim.

Presenca de macrolideos em alimentos e aspectos de regulamentacio

A presenca de macrolideos na cadeia alimenticia como consequéncia de seu uso na
medicina veterindria tem preocupado o meio académico e as autoridades reguladoras e
fiscalizadoras devido a seu impacto em questdes de saude publica e de comércio
internacional. A Organizacdo Mundial da Satide (OMS) trata dos problemas relacionados a
presenca de contaminantes em alimentos em relatorios emitidos pela Organizagdo das

Nagoes Unidas para a Agricultura e Alimentacao (OMS). 102

Para garantir a seguran¢a na cadeia de suprimento de alimentos aos consumidores e

viabilizar o comércio internacional de alimentos, Orgdos internacionais (Codex

04

. . . . e~ . 13. 1 . N
Ahmentanus),103 regionais (Unido Europeia e Mercosul), ™ assim como agéncias de
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regulamentagdo nacionais (Food and Drug Administration dos EUA (FDA), MAPA e
Ministério da Saude do Brasil, Ministério do Trabalho e do Bem-Estar do Japdo) '*> 1% 17:
198 estabeleceram limites maximos de residuos (LMR) de antimicrobianos nos alimentos,
incluindo os macrolideos, com bases em dados toxicologicos, como os valores aceitaveis de
ingestdo diaria, e na capacidade de deteccdo e quantificagdo dos métodos analiticos
disponiveis. A Tabela 3 indica os LMR estabelecidos pela Comunidade Europeia,'® pelo

Codex Alimentarius,'” pelo Ministério da Agricultura do Brasil,'®

pelo Ministério da
Saude, do Trabalho ¢ do Bem Estar do Japdo '", ¢ pelo FDA dos EUA'® para alguns

macrolideos.

No Brasil, o Ministério da Satude, através da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), € o 6rgao que coordena e controla as atividades de inspecdo, registro
e controle de risco, bem como estabelece normas e padrdes relativos a seguranga alimentar.
Em 2003 a ANVISA oficializou o Programa Nacional de Analise de Residuos de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos Expostos ao Consumo — PAMVet, o qual
estabelecia, o monitoramento de eritromicina em leite, dentre outros farmacos. Até o
terceiro ano (2005) de atividades do PAMVET, apenas o monitoramento de amostras de

leite havia sido realizado.'®

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), compartilha as
atividades de vigilancia sanitdria com a ANVISA e em 1995 instituiu o Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC), o qual
prevé a adocdo de programas setoriais de controle de remanescentes residuais em carne,
leite, mel e pescado, em decorréncia do uso de agrotoxicos e medicamentos veterinarios, ou

por acidentes envolvendo contaminantes ambientais.''°

41



Tabela 3. Limites maximos de residuos (em pg.kg") de alguns macrolideos em varias matrizes alimenticias

, , - . LMR LMR Limitede — LMR —y \p  LMR
Macrolideo Residuo Marcador Espécie Matriz (UE)13 (Codex referéncia  (Merco- (FD A)ms (Ja 2~‘0)107
Alimentarius)'”  (MAPA)'®  sul)'™ P
Eritromicina Eritromicina A Todas as produtoras de 200
alimentos Misculo
Gado, porcos, frangos 200 400 100 50
Frango 100 125
Abelha Mel 10
Gado Leite 40 40 40
Galinha Ovos 150 50 200 25 90
Espiramicina I\]IE sprramicina © Gado, frango 200 200
eoespiramicina Musculo
Porcos 300 200
Tilmicosina Tilmicosina ngas as produtoras de 50
alimentos - exceto aves
Frango ) 75 250 70
Porcos Misculo 100 1000 100 100
Gado 100 300 100 100
Caprinos 100 100 100
Tilosina Tilosina A Todas as produtoras de 100
alimentos
Suino 100 100 200 50
Gado Misculo 100 100 200 50
Aves 100
Frango 100 200 50
Galinha Ovos 200 300 200 200
Gado Leite 50 100 50 50
Abelha Mel 10
Josamicina Aves, suinos Musculo 200
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O PNCRC de 2010, prevé a determinagao de residuos de representantes das classes
dos macrolideos em algumas matrizes como carne de suinos, equinos, bovinos e aves e
mel.'” No entanto, a fiscalizagio ¢ a comunica¢do de risco com relagdo a presenca de
contaminantes em alimentos no Brasil t€m ocorrido principalmente como consequéncia da
nao adequagdo as exigéncias do mercado externo, deixando em segundo plano a prote¢ao da
satude da populagdo propriamente dita.''' Por isso, no caso dos limites maximos de residuos
ndo estarem estabelecidos pelo Ministério da Agricultura, utiliza-se os internalizados no
MERCOSUL, os recomendados pelo Codex Alimentarius, os constantes nas Diretivas da
Unido Europeia e os utilizados pelo “Food and Drug Administration” (FDA) dos Estados

Unidos.

E importante ressaltar que a josamicina nao esta incluida na lista de medicamentos
veterinarios permitidos para uso em animais para a produgao de alimentos pelo MAPA, pelo
FDA . . 103, 105, 109 . A

e pelo Codex Alimentarius. . O MAPA ¢ o FDA também nao incluem a
espiramicina dentre os antimicrobianos permitidos na pecuéria.'” '® Dentre os LMR
estabelecidos pelo Mercosul, o unico antimicrobiano da classe dos macrolideos citado ¢ a
eritromicina.'® A Unido Europeia baniu o uso de espiramicina e tilosina como aditivos a
racdo (como promotores de crescimento) devido a crescente preocupacao com a transferéncia

de resisténcia entre diferentes bactérias e entre animais e humanos. >

Conclusoes

Os macrolideos sdo antibioticos comumente usados na medicina veterinaria que estao
sob a regulamentagdo das agéncias nacionais € internacionais de seguranca alimentar ¢ podem

eventualmente ser encontrados nos alimentos.
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Dentre as técnicas para tratamento de amostras alimenticias para analise de
macrolideos, a extragdo em fase solida com cartuchos HLB tem se destacado, ja que a
complexidade deste tipo de matriz leva a necessidade de limpeza e concentracdo do extrato.
Ainda assim, o uso de outras fases estacionarias e técnicas como a particdo € a extragao
liquido-liquido tém sido reportadas. A selegdo do método de extragdo depende da natureza da

matriz e do tipo de estudo a ser realizado.

A espectrometria de massas vem significativamente substituindo as técnicas de
deteccao otica (ultravioleta, arranjo de diodos e fluorimetria) e eletroquimica em métodos

quantitativos multiresiduos para deteccdo de macrolideos em matrizes alimenticias.

Os espectrometros de massas do tipo QqQ no modo SRM tém se apresentado como 0s
mais sensiveis e, consequentemente, os mais utilizados para a quantificagao e confirmagao de
identidade dos macrolideos. O uso deste tipo de espectrdmetro em outros modos de varredura
pode facilitar a identificagao de macrolideos, seus produtos de degradacao ou biodegradacao,

e também de subprodutos intrinsecos a seus processos de producao.

Apesar de apresentarem repetibilidade fraca e faixas dinamicas relativamente estreitas,
os espectrometros de massa do tipo QIT ainda podem ser atrativos para quantificar e
identificar macrolideos em matrizes alimenticias devido a sua sensibilidade relativamente alta
no modo de varredura completa e principalmente a possibilidade de realizar experimentos do
tipo MS". Os espectrometros de massa do tipo QLIT retnem as vantagens do QqQ e do QIT,
sem comprometer o desempenho de nenhum deles. Ainda que seu uso na andlise de

macrolideos tenha sido raramente reportado, pode-se especular que este tipo de espectrometro
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de massas venha ganhar importancia nesta area, devido a sua capacidade de realizar analises

nos modos SRM e de varredura do ion produto simultaneamente com boa detectabilidade.

A técnica de UHPLC surgiu mediante os recentes avangos na tecnologia de separacao
cromatografica, permitindo o uso de colunas com particulas menores que 2 um que, quando
acopladas a um espectrometro de massas hibrido do tipo QqQ ou QToF, reduzem
significativamente o tempo de analise, mantendo a eficiéncia de separa¢do e melhorando a

sensibilidade, em comparagado a técnica de LC-MS/MS.

A aplicacdo da técnica de UHPLC acoplada a espectrometros de massas do tipo ToF
ou QToF para selecionar, quantificar e identificar macrolideos e seus produtos de degradagao
ou biodegradagdo em matrizes complexas vem sendo reconhecida devido as caracteristicas de
rapida separagdo cromatografica, alto poder de resolucdo, capacidade de medi¢do de massa
exata e excelente sensibilidade no modo de varredura completa. H4 de se reconhecer as
limitagdes destes instrumentos com relacdo a repetibilidade e faixa dinamica quando
comparados ao QqQ, mas ainda assim eles tém demonstrado boa aplicabilidade na andlise de

macrolideos em niveis trago nos alimentos.

A validagdo dos métodos analiticos para a quantificacdo de macrolideos em matrizes
alimenticias ndo somente garante a confiabilidade e a aplicabilidade dos mesmos para fins
regulatorios, mas também permite a comparagdo entre as varias técnicas analiticas disponiveis
e permite a proposicdo de novas metodologias e técnicas para este fim. As normas
regulatorias e os guias para validagdo tém que estar em constante revisdo, de maneira a se
adequar as novas tecnologias disponiveis, melhorando o aproveitamento dos recursos que

estes novos instrumentos oferecem.
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A espectrometria de massas ¢ uma ferramenta analitica poderosa e os varios tipos de

espectrometros de massas continuam a apresentar pap€is complementares na determinagao de

macrolideos e compostos relacionados. Os avancos nesta area da quimica analitica devem

melhorar a capacidade de determinar macrolideos, bem como de outros contaminantes em

alimentos, a medida que instrumentos mais avancados, como os QLIT, se tornem mais

acessiveis aos laboratérios das agéncias de fiscalizacdo de seguranca alimentar, trazendo

beneficios ao comércio internacional de alimentos e a seguranga do consumidor.
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Capitulo II.
A simple LC-QToF method for macrolides determination

in tilapia (Oreochromis niloticus) fillets.
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A simple LC-QToF method for macrolides determination in tilapia

(Oreochromis niloticus) fillets.

Abstract

A method for the identification and quantification of five macrolides (erythromycin,
josamycin, tilmicosin, tylosin, spiramycin) in tilapia fillets by LC-QToF is presented.
Sample preparation was carried out by ethanol extraction and deproteinization, hexane
deffating of the extract, followed by analytes concentration by solvent evaporation. Matrix
matched calibration was applied because the method presented significant matrix effect for
all analytes except tylosin. Limits of quantification were lower than 45% of the macrolides
maximum residue limits (MRL) adopted by regulatory agencies. Differences between
(CCa) and MRL were lower than 10%. Method validation proved that it is in accordance
with the European Community recommendations (EC, 2002) for the analysis of
contaminants in food. Twenty samples from the retail market of Sdo Paulo State, Brazil
were submitted to the developed method, none of them presented positive results for the

macrolides studied.

Keywords: high performance liquid chromatography, mass spectrometry, aquaculture,

tilapia, macrolides
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Introduction

World fish capture has reached its apex in the 1990s. In contrast, aquaculture has
presented growth rates close to those of global population (FAO, 2009). Tilapia is the most
widely grown specie of any farmed fish. In 2004, tilapia was the eighth most popular
seafood in the USA and its production is projected to increase from 1.5 million tones in
2003 to 2.5 million tones by 2010, with a sales value of more than USD 5 billion. Most of

this production is attributed to Nile tilapia (Oreochromis niloticus) (FAO, 2010).

In this context, tilapia farming presents a very competitive scenario where producers
keep the largest fish density possible within a single tank. The use of antimicrobials in the
production system for therapeutic (disease control), prophylactic (disease prevention), and
sub-therapeutic (growth promotion) purposes is almost inevitable, since the spread of an

eventual bacterial disease in the production tanks certainly would jeopardize production.

In food production of animal origin, an incorrect use of antimicrobials, or the
disrespect of withdrawal time after treatment, can lead to the presence of antibiotic residues
in foods. These residues can cause the problem of drug-resistant pathogenic bacterial
strains and provoke allergic reactions to some hypersensitive individuals as well (Wang,

2009).

Macrolides are highly potent antimicrobials used in veterinary practices against a
wide variety of Gram-positive and Gram-negative bacteria. Chemically, they consist of
macrocyclic lactone rings with 14 (erythromycin, roxithromycin, clarithromycin), 15
(azithromycin) or 16 (spiramycin, tylosin, tilmicosin, josamycin) carbons linked to
carbohydrate molecules with basic and lipophilic characteristics (Kanfer et al., 1998). In
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general, macrolide antibiotics present pKas between 7.1 and 9.9 (Gobel ef al., 2004). Those
are important characteristics when someone considers the development of methods for the
extraction of these substances from food matrices and their chromatographic separation.
Some macrolide antibiotics are sensitive to low pHs and suffer degradation under acidic
conditions (Horie, 1995). The World Organization for Animal Health (OIE, 2007)
considers three macrolides (josamycin, erythromycin and spiramycin) as “critically
important” antimicrobials for fish harvesting, as they are essential against specific

infections that affect some species and there is a lack of therapeutic alternatives.

Codex Alimentarius (Codex Alimentarius, 2010), as well as regional (European
Community (European Medicines Agency, 2010), MERCOSUR (MERCOSUR, 2000)),
and national regulatory agencies (United States Department of Agriculture (USDA, 2010),
Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA, 2010), and the Japan
Minister of Health, Labour and Welfare (The Japan Food Chemical Research Foundation,
2010)) have established maximum residue limits (MRL) for macrolides in food matrices,
and some of them include MRL for fish matrices. Nonetheless, it is important to note that
neither the MERCOSUR (MERCOSUR, 2000), nor the US FDA (FDA, 2010) or Brazilian
(MAPA, 2010) regulatory agencies have approved any macrolide drug for use in

aquaculture.

The presence of macrolide residues in food as a result of their abusive use in
veterinary practices has a significant impact on public health and on food international
trade and has raised concerns to the scientific community and the regulatory agencies
(Wang, 2009). Analytical methods for the identification and quantification of these
antimicrobials are fundamental to establish effective dose recommendation and withdrawal
periods through pharmacokinetic studies; and to evaluate the impact of the employment of
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these substances in aquaculture on the economic and food safety contexts. On the other
hand, few scientific papers about analytical methods for the quantification of macrolides in
tilapia meat have been reported, and none of them have reported the use of Liquid
Chromatography coupled to Quadrupole-Time of Flight spectrometer (LC-QToF). Mass
spectrometry (MS) is a universal detection technique, which is ideal for multi-residue
analysis, and QToF mass spectrometers offer the possibility to get full scan spectra with

medium to high resolution, good sensitivity and exact mass measurement.

This article presents a simple method for the identification and quantification of five
macrolides (erythromycin, josamycin, tilmicosin, tylosin, spiramycin) in Nile tilapia fillets
by high performance liquid chromatography coupled to quadrupole — time of flight (HPLC-
QToF) mass spectrometry. After validation, the method was applied to analyze samples
from the retail market of Sdo Paulo State, Brazil. Figure 1 presents the structural formula of

the studied macrolides.

Materials and Methods
Samples

Blank samples of refrigerated Nile tilapia fillets were supplied by the School of
Agronomical and Veterinary Sciences, Julio de Mesquita State University, UNESP
(Jaboticabal, SP, Brazil), which guaranteed the absence of macrolides residues. These
samples were separated into portions of approximately 500 g and stored at -25 + 2 °C

before being analyzed.

Twenty samples were acquired from the retail market of Sdo Paulo State (Brazil)
and stored at -25 + 2 °C before analysis. Twelve of them were entire fishes obtained from

“fish and pay ponds” establishments and were filleted before freezing, four were from big
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sample.

chain supermarkets, and four from street fairs. All the samples were analyzed within a
maximum period of 10 days of storage. Table 1 describes the origin of each analyzed
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Figure 1. Molecular structure of the studied macrolides.
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Table 1. Origin of the samples submitted to the developed method.

Sample Retail Conditions Es t:lﬁl;:h?rfen ¢ Location

1 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay ESpiril‘;?nizlfto do
2 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay ESpiril‘;?nizlfto do
3 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Batatais

4 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Batatais

5 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Batatais

6 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Batatais

7 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Batatais

8 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Batatais

9 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Ribeirdo Preto
10 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Ribeirdo Preto
11 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Ribeirdo Preto
12 Entire fish  Fished at lake temperature Fish and Pay Ribeirdo Preto
13 Entire fish Refrigerated Street Fair Campinas
14 Entire fish Refrigerated Street Fair Campinas
15 Entire fish Refrigerated Street Fair Jaguariuna
16 Entire fish Refrigerated Street Fair Sdo Paulo city
17 Fillet Refrigerated Supermarket Campinas
18 Fillet Frozen Supermarket Campinas
19 Fillet Frozen Supermarket Campinas
20 Fillet Frozen Supermarket Campinas
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Solvents and Reagents

Ethanol reagent grade (Synth, Brazil) and n-hexane HPLC grade (Omnisolv, USA)
were used in extraction and clean up processes. HPLC grade methanol (MeOH) (Burdick &
Jackson, USA), glacial acetic acid (HAc) (Merck, Brazil), and deionized water (H,O)
(purified by Gehaka OS20 LX System, Brazil) were used to compose the mobile phase for

liquid chromatography.

Polyvinylidene difluoride (PVDF) hydrophilic and polytetrafluorethylene (PTFE)
membranes (Millipore — USA) with 0.22 um pore size were used to filter the aqueous and
organic mobile phase solutions, respectively. PVDF Hydrophilic syringe filters (Millipore —
USA), 33 mm diameter, 0.22 pm pore size , were used to filter the sample extracts before

injection.

Standard Solutions

Table 2 lists the origin of macrolides analytical standards and the concentration of
stock and working solutions. All standard solutions were prepared in HPLC grade
methanol. Stock solutions were stored in tightly closed amber vessels at -25 °C for a
maximum period of three months. Working solutions were daily prepared by dissolution of
stock solution and used immediately after preparation. The working solution for all
macrolides was prepared as a mixture of them, except for roxithromycin, which was used as

internal standard and prepared as separate working solution.

A BL 2105 analytical balance (Sartorius, Germany) was used to weigh the reagents
and standards. An Ultrasonic Cleaner (Cole Parmer — USA), a Himac CR21 centrifuge
(Hitachi, Japan), an AP56 Vortex Agitator (Phoenix, Brazil) and a Centrivap Centrifuge

Concentrator (Labconco, USA) were employed in sample preparation.
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Table 2: Origin of analytical standards and concentration of standard solutions

] Stock . .
Macrolide Plf,rlty Origin solution Working so_llutlon
( A)) (ug-mL-l) (p’g°mL )
Erythromycin 0
(Erythromycin A) 96.7% USP (USA) 100 1.20
Sigma —
Roxithromycin 97.6% Aldrich 1000 4.00
(Switzerland)
Neospiramycin
N ] n 1) 97.7% Waco (Japan) 1000 4.00
eospiramycin
. . Fluka
o
Spiramycin 88.9% (Germany) 1000 4.00
Tilmicosin 86.5% Fluka 100 1.00
(Germany)
Fluka-
Josamycin 100.0% Biochemika 100 1.00
(Japan)
Tylosin (Tylosin 0 Dr Ehrenstofer
tartrate 98.0% German 100 2.00
y

Equipment

A Waters Alliance 2695® HPLC chromatographic system (Waters, USA),
composed of quaternary pumping and automatic injection systems was employed for the
chromatographic separation. The HPLC system was interfaced with electrospray (ESI)
ionization source, followed by the hybrid Q-ToF Micro® (Micromass, UK) mass
spectrometer, composed of a quadrupole (Q) and a time of flight (ToF ) analyzers with a
hexapole collision cell between them. The data were acquired using the Masslynx®

software (Micromass, UK).

61



Sample Preparation

Four grams of ground tilapia fillet were placed in a thirty milliliters centrifuge tube
and submitted to ultra-sound bath for 5 minutes before the addition of five milliliters of
ethanol reagent grade. The mixture was homogenized in a vortex mixer for 1 min and then
centrifuged at 3500 g for 15 minutes. The supernatant was transferred to new 30 mL
centrifuge tubes and other 5 milliliters of ethanol was added to the residue, which were
homogenized and centrifuged in the same conditions. The combined supernatants resulted
in a turbid extract of, approximately, 13 milliliters. The extract was centrifuged at 1300 g
for 5 min in order to precipitate debris and an aliquot of 5 milliliters of its superior part was
transferred to 30 milliliters glass round bottom centrifuge tubes. Clean up was performed
by addition of 3 milliliters of HPLC n-hexane followed by vortex agitation for 30 s. The
upper phase (n-hexane) was discarded by a vacuum tube after phase separation. The
defatted extract was then dried in a centrifuge concentrator at 60 °C; suspended in
H,0:MeOH (8:2, v/v); filtered with 0.22 um pore size syringe filters and injected into the

HPLC system.

LC-QToF Conditions

Chromatographic separation was performed with a C18 XTerra® MS (150 x 2.1
mm, 5 pum — Waters, USA) reversed phase column at 25 °C. Aqueous HAc 1% (v/v)
(solvent A) and 1% HAc in methanol (solvent B) constituted the mobile phase. The
following gradient profile at constant flow rate of 0.3 mL.min"' was applied for
chromatographic separation: 0 — 2.7 min: isocratic 20% B; 2.7 — 4.0 min: convex gradient

to 80% B; 4.0 — 10.5 min: isocratic 80% B; 10.5 — 16 min: concave gradient to 20% B.

An optimized ESI signal was achieved at probe voltage of 3 kV; sample cone at 50

V for all analytes except erythromycin and neospiramycin, which best sample cone voltage
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was 20 V; extraction cone at 2 V; source and dessolvation temperatures of 130 °C and 380
°C, respectively; ion and collision energies of respectively 0 V and 15 V and cone and
dessolvation gas flows of respectively 50 and 440 L.h™'. Data acquisition was performed in
two channels at MS full scan mode with m/z range of 826-945 Da with cone voltage of 50
V for spiramycin, tylosin, tilmicosin and josamycin detection; and 697-864 Da with cone
voltage at 20 V for erythromycin, neospiramycin and roxithromycin (internal standard )

detection.

Confirmation was achieved under the same tuning conditions except the collision
energy, which was increased in order to get the best tuning for the simultaneous detection
of the precursor and at least two fragment ions for each macrolide, thus obtaining four
identification points (IPs) for each analyte, according to EC (2002) criteria for residue

identity confirmation. Exact mass was also measured for the macrolides precursor ions.

Method Validation

Method validation was performed according to the main international regulatory
agencies, such as the European Community (EC, 2002) and the International Union of Pure
and Applied Chemistry (IUPAC) (Thompson, 2002), as well as the Brazilian
recommendations (MAPA, 2010). The selectivity, analytical curve, linearity, sensitivity,
precision (intra and inter-day repeatability), accuracy, matrix effect, and the detection and
quantification limits were evaluated using spiked samples at 0.0; 0.5; 1.0; 1.5 and 2.0 times
the maximum residue limits (MRL) established for each macrolide (table 3), as
recommended by European Commission (EC, 2002) and (MAPA, 2009). These MRL were
considered after an extensive literature research of the limits adopted by regulatory and
inspections agencies, the lower limits found were then adopted as a reference for method

development and validation.
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Table 3. Maximum residue limits (MRL) adopted for method validation

Macrolide Marker residue Species MRL (p.g.kg'l)
Erythromycin Erythromycin A Perciforms 60 !
Spiramycin Sum of Spiramycin and Perciforms 200!
Neospiramycin
Tilmicosin Tilmicosin All food producing species 50
- except poultry
Tylosin Tylosin A All food producing species 100 2
Josamycin Josamycin Perciforms 50"

:1 Japan Minister of Health, Labour and Welfare, 2010
? European Community, 2010

Minimum square method was applied to obtain linear regression parameters for the
calibration curves and to determine the linearity and sensitivity. Data was gathered using
the software Quanlynx ® (Micromass, UK), and statistical results were obtained using

Microsoft Excel Software (Microsoft, USA).

Method selectivity was evaluated by verifying the absence of interfering peaks that
could possibly compromise the identification and integration of the analytes or the internal

standard peaks in ten blank samples.

The precision was determined in two conditions: (i) intra-day precision: through the
relative standard deviation (RSD) in the results of three replicates in three concentrations
(corresponding to 0.5; 1.0 and 1.5 times the MRL), analyzed on the same day by the same
analyst and using the same instrument; and (ii) inter-day precision: through the RSD in the
results of three replicates in the same concentrations, analyzed by the same analyst and

using the same instrument performed on three different days.
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The decision limits (CCa) and detection capacities (CC[) of each macrolide were

obtained from their respective inter-day precision, as described by EC (2002).

Blank tilapia samples were submitted to the established sample preparation
procedure to evaluate accuracy and matrix effect. The resulting extracts were spiked with
analytical standard solutions before ressuspension, in the same concentration levels used in
the precision tests. Since no certified reference material (CRM) was available, accuracy
was evaluated by comparison of the results from blank samples that were spiked before
extraction with the ones that were spiked after extraction (spiked extracts), and expressed as
the percentage of the areas of the spiked extracts (EC, 2002, MAPA, 2009). Matrix effect
was obtained by comparison of analytical standards solutions in MeOH: H20 (2:8 v/v)
areas with those of spiked extracts, by F and t statistical tests (a0 = 5%), and expressed as

the percentage difference from the analytical standards solutions areas.

The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) were estimated from the
analytical curve, as recommended by Ribani, 2004. Each analyte LOQ, accuracy and
precision was confirmed by the analysis of ten blank samples spiked at the estimated LOQ

concentrations before extraction.

Results and Discussion

Sample preparation was carried out by alcoholic precipitation of tilapia meat
proteins, in which the analytes were extracted with adequate efficiency (between 77% for
neospiramycin at 200 pg.kg" and 109% for erythromycin at 75 pg.kg™). Deproteinization
with acetonitrile was first tested, but the extract formed a stable interface emulsion with n-
hexane, interfering in the clean up step, and seriously affecting precision. Dispersive solid

phase extraction (DSPE) and matrix solid-phase dispersion (MSPD) with florisil, neutral
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aluminum oxide, octadecilsilane (C18) and primary-secondary amine (PSA) as absorbents
were also tried, but recoveries were very poor when compared to the analytes diluted in

water: methanol ( 8:2 v/v) at the same concentrations.

Table 4 presents method validation results. The ESI ionization spectra of macrolides
presented a sharp change in the presence of tilapia meat matrix. Except for tylosin, which
had no significant matrix effect, all of them presented the sodium adduct as the most
intense ion in the absence of matrix. Oppositely, the protonated molecules were the most
intense in the presence of matrix for all studied macrolides. This explains such high matrix
effects (up to 351% for neospiramycin) for erythromycin, spiramycin, neospiramycin,
tilmicosin and josamycin. Table 5 shows the relative intensities of protonated molecules
and the respective sodium adduct ions for erythromycin, spiramycin, neospiramycin,
tilmicosin and josamycin in pure solvent and in the presence of matrix. It is important to
highlight that such effect could only be explained because QToF spectrometers are able to

get full scan spectra.

The quantitative analysis presented adequate linearity, with correlation coefficients
(r) of 0.99 for all analytes. Matrix matched calibration curves (Figure 2) guaranteed results

reliability.

The results for accuracies and precision were in accordance with the EU decision n°
2002/657 (EC, 2002). Accuracies were within 77 — 109 % interval. Precision was
demonstrated from the relative standard deviations in the intra and inter day tests and were

lower than 15% for all macrolides at all tested concentrations.

66



Table 4. HPLC — QToF macrolides quantification method validation results

Erythromycin Spiramycin Neospiramycin Tylosin Tilmicosin Josamycin

Linearity

) 0.994 0.993 0.997 0.996  0.992 0.995
LOD
g 9 27 18 11 73 5.8
(ng.kg™
LOQ
i 27 82 54 33 22 17
(pg-kg™"
0.5xMRL 96 88 82 80 97 91
Accuracy 1.0xXMRL 100 84 77 83 85 100
(%)
1.5xMRL 109 88 77 84 95 86
0.5xMRL 22 149 344 n.s 214 n.s
Matrix effect 1.0XMRL 14 118 351 ns 160 18
(%)
1.5xMRL 13 86 299 n.s 165 9
0.5xMRL 7 7 6 10 1 7
intraday 1.0xMRL 2 3 4 6 4 6
. 1.5xMRL 3 5 3 3 6 1
Precision
0,
(*0) 0.5xMRL 6 8 10 13 10 13
interday 1.0xMRL 14 13 9 7 9 13
1.5xMRL 5 7 4 3 6 5
CCa
- 65 208 205 104 53 53
(pg-kg™"
CCp
i 70 216 210 108 55 56
(pg.kg"

n.s.: not significant at a=5%

Table 5. Relative intensities of protonated molecules and the respective sodium adduct
ions ((M+H]"/[M+Na]") in the presence and absence of tilapia fillet matrix.

Macrolide Matrix present Matrix absent
Spiramycin 1.28 0.29
Neospiramycin 1.38 0.25
Josamycin 1.21 0.83
Tilmicosin 7.39 4.17
Erythromycin 1.03 0.53
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Figure 2. Macrolides matrix-matched calibration curves

The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) obtained, were below the

adopted MRLs defined for all analytes.

Method selectivity was verified by the absence of interfering peaks in the blank

sample extracted mass chromatograms in the time intervals around the retention times of

the analytes, as shown in Figure 3.

According to the European Community regulation (EC, 2002), confirmatory

methods shall provide information on the chemical structure of the analyte, and MS

detection is recognizably capable of that.
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Figure 3. (a) Example of macrolides chromatograms in tilapia fillet matrix (1.5 x MRL)
and (b) the respective blank tilapia fillet chromatograms
When mass fragments are measured using other than full-scan techniques, a system
of identification points (IPs) shall be used to interpret the data. For the confirmation of
prohibited substances, a minimum of 4 identification points are required, and for the

confirmation of permitted substances, a minimum of 3 identification points are required.

Although QToF Micro ® provides m/z accuracies with errors of less than 5 ppm, its
resolution is less than 10000 and does not reach the European Community criteria for high
resolution mass spectrometry. Hence, at least 3 ions must be monitored in MSMS mode in
order to reach 3 identification points. Hernandez et al., 2004 stressed a problem that arose
with the 2002/657 definition of “high resolution mass spectrometry instruments”. This
definition did not consider an important parameter for the confirmation of a chemical
contaminant, which is mass accuracy, and disadvantaged instruments with accurate mass

capabilities that could not meet the decision’s “high-resolution” definition. Wang, 2007,
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proposed an alternative criterion for IPs assignment, where mass errors of less than 2 ppm
would lead to 2 IPs per ion; mass errors between 2 and 10 ppm would result in 1.5 IPs per

ion and ions with more 10 ppm of errors would render 1 IP.

Following this criterion, only the monitoring of the protonated molecular precursor
ion and one fragment would be necessary to get the required IPs for analytes confirmation
with QToF Micro ®. Table 6 describes the quantification and confirmation ions monitored
in the validated method, the collision energies applied to obtain them, and the resulting IPs
for each analyte. Figure 4 presents the fragmentation spectra obtained for each macrolide

studied.

Samples from the retail market of Sdo Paulo State (Brazil) were analyzed by the
validated method in order to test its applicability. None of the analyzed samples presented

positive results (higher than the limits of detection) for the macrolides studied.

Table 6. Macrolides molecular formulas, monoisotopic masses, quantification ions,
collision energies applied to obtain fragmentation spectra, confirmation ions and resulting
identification points.

Erythromycin Spiramycin Neospiramycin Tylosin  Tilmicosin Josamycin

Molecular Formula C37H67N013 C43H74N2014 C36H62N2011 C46H77N017 C46H80N2013 C42H69N015

Monoisotopic mass (Da)  733.4612 842.5140 698.4354 915.5192  868.5660  827.4667

Quantification ion (m/z)  734.4691 843.522 699.443 916.527  869.5739  828.4745
[m/z errors in ppm] [0.4] [-1,3] [1.3] [-2.5] [-0.5] [0.5]
Collision energy (V) 20 30 20 30 40 25
IPs*:

quantification ion

Identification ions (m/z) 576; 158 540; 174 540; 174 772; 174 696; 174  600; 174

IPs *: 3.0 3.0 3.0 30 30 3.0
identification ions : . . . . )
TOTAL IPs* 4 4 4 4 4 A

* according to European commission criteria (EC, 2002)
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Conclusions

The developed LC-QToF method was suitable for the simultaneous identification
and quantification of macrolides (erythromycin, josamycin, tilmicosin, tylosin, spiramycin)
in tilapia fillets. The obtained validation results were in accordance with the EU
recommendations (EC, 2002). The extraction and clean up procedure was simple and
resulted in adequate accuracies and precision. The method linearity was adequate, with

correlation coefficients of 0.99 for all analytes.

Matrix effect was significant (a0 = 5%) for all analytes except tylosin, which
demonstrates the importance and necessity of matrix matched calibration. The use of a
mass spectrometer able to get full mass spectra was important to clarify the matrix effect
mechanism, through the difference between protonated molecules and sodium adducts ion

ratios in the presence and absence of the matrix.

The limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) proved that the developed
method is adequate for the quantification and identification of the analytes in tilapia fillet
samples at lower concentrations than the adopted MRLs. The difference between CCas and
MRLs were lower than 10% of the MRL, corroborating the method precision and its ability

for application in regulatory analysis.

The method allowed the monitoring of the protonated molecules and two fragment
ions for each analyte, achieving the purpose of confirming their identity according to the
EU recommendations (EC, 2002). It ought to be mentioned that the EU criteria for identity
confirmation of contaminants in food should be revised in order to include mass accuracy

parameter.
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Although none of the samples from the retail market analyzed presented positive
results for macrolides residues, it is necessary to highlight that the number of samples
tested was small (n=20) and, consequently, is not representative of the State of Sao Paulo
retail market at all. It is believed that the samples from “fish and pay” establishments would
be more susceptible to the presence of contaminants, since these establishments breed
fishes of many species in a single tank, normally using antibiotics to prevent the spread of
bacterial diseases between them, and are very rarely inspected by sanitary vigilance
agencies. It also expected that samples from formal commercial establishments, as the
supermarkets, do not present contaminants residues. Nevertheless, further investigation is

necessary in order to confirm these expectations.

Abbreviations used

C18 Octadecilsilane

CCa Decision limit

CCB Detection capability

dSPE Dispersive solid phase extraction
EC European Commission

ESI Electrospray ionization

HAc Acetic Acid

HPLC High performance liquid chromatography
IPs Identification points

LOD Limit of detection

LOQ Limit of quantification

MeOH Methanol

MRL Maximum residue limit
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MS Mass Spectrometry

MSPD Matrix solid phase dispersion
PSA Primary secondary amine
PTFE Polytetrafluorethylene

PVDF Polyvinylidene difluoride

Q Quadrupole mass analyzer
QToF Quadrupole — time of flight hybrid mass analyzer
RSD Relative standard deviation
ToF Time of Flight mass analyzer
WHO World Health Organization
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CONCLUSOES GERAIS

Me¢étodos para a quantificacdo de macrolideos em pescados tém sido raramente
reportados na literatura. O método para determinacdo de espiramicina, neoespiramicina,
tilosina, tilmicosina, josamicina e eritromicina em filés de tilapias por HPLC-QToF
desenvolvido e validado no presente estudo traz como novidade um procedimento simples
de extrac¢do liquida com etanol seguida de remog¢do de material graxo por parti¢do com
hexano, facilmente replicavel em laboratorios de fiscalizagdo. O uso de um espectrometro
de massas hibrido do tipo QToF trouxe vantagens na identificacdo dos analitos, devido a
capacidade de medicdo de massa exata e, também, permitiu a elucidacdo da varia¢do nos
espectros de massa na presenga da matriz, justificando entdo a calibragdo por superposi¢ao

da matriz.

A validagio do método mostrou que ele atende as recomendagdes da Unido
Europeia (EC, 2002) e do MAPA (MAPA, 2009), permitindo o monitoramento das
moléculas protonadas dos analitos e de dois ions fragmentos para cada analito no modo
MS-MS, o que o enquadra nos requisitos de identificagdo positiva de contaminantes em
alimentos. Os critérios para confirmagao de identidade da Unido Europeia precisam ser
revistos, de maneira a incluir a exatiddo de massa, e ndo somente a resolu¢ao do espectro,

como requisito para a identificagdo de contaminantes.

Apesar de as amostras analisadas nao terem apresentado resultados positivos para os
macrolideos estudados, o nimero de amostras ndo ¢ representativo do mercado do Estado
de Sao Paulo. Uma investigacao mais profunda, envolvendo um nimero maior de amostras,
se faz necessaria para se ter um panorama exato da presenga de residuos destes

antimicrobianos nos produtos advindos da aquicultura da tilapia no mercado consumidor.
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