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ANALYTICAL AND REGULATORY ASPECTS FOR DETERMINATION OF MACROLIDE RESIDUES IN ANIMAL-DERIVED
FOODS BY LIQUID CHROMATOGRAPHY ASSOCIATED WITH MASS SPECTROMETRY. This is an overview of LC-MS
techniques applied for macrolide determination in food, including sample preparation and method validation, as well as 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 analyzers in instruments used for the determination of contaminants in food,

but time-of-flight and ion-trap spectrometers have been successfully applied for analyses focusing on the investigation of structural

formula or the presence of degradation products.
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INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo compostos que inibem o crescimento
de determinados microrganismos, podendo ser, de modo geral,
utilizados na producdo animal para tratar enfermidades (aplicacdo
terapéutica), prevenir contra enfermidades causadas pela presenca de
organismos patogénicos (aplicacdo profilatica) e melhorar a taxa de
crescimento e/ou conversdo alimentar (utilizados como promotores
de crescimento). Uma grande variedade de substancias antimicro-
bianas € usada na produ¢do animal em todo o mundo. A presenca de
residuos dessas substancias em produtos alimenticios € uma questiao
de grande interesse dos 6rgdos governamentais responsaveis pela
saude publica e das industrias de alimentos, pois representa riscos
a saide dos consumidores, ressaltando-se a selecdo de formas re-
sistentes de microrganismos, a carcinogenicidade, mutagenicidade,
teratogenicidade e a hipersensibilidade.'*® Sendo o Brasil um pais de
expressiva atividade pecudria no cendrio mundial, € fundamental que
estejam em vigor programas eficientes que garantam a qualidade de
alimentos desta origem. Para atender a essa demanda, € necessario o
desenvolvimento de métodos analiticos confidveis que possibilitem
a determinag¢do de medicamentos veterinarios em niveis residuais
(na ordem de ng g'), haja vista que sdo substincias potencialmente
téxicas para a saide humana e para o meio ambiente.

Segundo Mellon et al.,” estima-se que nos Estados Unidos cerca
de 70% da produgdo anual de antimicrobianos (considerando um
total de 16000 t) tenham sido utilizadas na pecudria com fins ndo
terapéuticos.

Dentre as diferentes classes de antimicrobianos existentes,
destacam-se os macrolideos por serem altamente potentes contra uma
grande variedade de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A
Organizagdo Mundial para a Satide Animal (Office International dés
Epizoties — OIE) considera alguns macrolideos, como a eritromicina,
espiramicina, tilmicosina e tilosina, como criticamente importantes na
pecudria de bovinos, suinos e aves, ja que existem poucos tratamentos
alternativos para algumas doengas que atingem estas espécies.®

*e-mail: jonaspaschoal @yahoo.com.br

MACROLIDEOS

O conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas dos ma-
crolideos € muito importante para o desenvolvimento de métodos
analiticos que visam a determinac@o deste grupo de antimicrobianos
em alimentos de origem animal. Também € necessdrio levar em
consideracdo alguns aspectos da biotransformacao destes compostos
no organismo animal, pois possiveis metabdlitos podem ser gerados,
podendo também se constituirem em analitos alvos dos métodos
analiticos.

Quimicamente, os macrolideos sdao moléculas lipofilicas cons-
tituidas por uma lactona macrociclica com 14, 15 ou 16 carbonos
ligada a moléculas de agticares (desosamina, cladinose, micaminose,
micarose, micosamina) através de ligacdes glicosidicas, podendo
apresentar cardter basico. Os macrolideos sdo classificados em grupos,
baseando-se no niimero de carbonos do grupo lactona. A eritromicina,
aroxitromicina e a claritromicina pertencem ao grupo de 14 carbonos;
a azitromicina pertence ao grupo de 15 carbonos; enquanto que a
espiramicina, josamicina, tilmicosina e tilosina pertencem ao grupo
de 16 carbonos.’ A azitromicina, a claritromicina e a roxitromicina
sdo derivadas da eritromicina. A tilmicosina € sintetizada a partir da
tilosina. Em geral, os macrolideos apresentam pK_ entre 7,1 ¢ 9,9.'
Alguns macrolideos sdo sensiveis a baixo pH e sofrem degradacio
em condicdes dcidas.!

A eritromicina € um dos macrolideos mais importantes. Produzida
através de fermentagdo por uma cepa do Streptomyces erythaeus,
seu componente predominante € a eritromicina A. Dependendo das
condicdes de fermentagdo e purificagdo, outras substancias como as
eritromicinas B, C, D, E e F, a N-dimetileritromicina e o N-6xido
de eritromicina A podem estar presentes em pequenas quantidades
(Figura 1).511.12

A eritromicina € biotransformada através da perda de uma mo-
lécula de agua, resultando em um produto de biodegradacdo sem
atividade antimicrobiana.

A espiramicina € produzida por algumas cepas de Streptomyces
ambofaciens e consiste de uma mistura natural de trés componentes:
a espiramicina I, IT e III, dos quais a espiramicina I estd presente em
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R, R, R, R, R, 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 CH, CH,
Eritromicina E OH -O- CH, CH, CH, CH,
Eritromicina F OH OH H CH, CH; CH,

N-dimetileritromicina A OH H H CH, H CH,
N-o6xido de eritromicinaA  OH H H CH, CH, O

Figura 1. Estrutura molecular da eritromicina e seus compostos relacionados

maior quantidade.'® Um de seus produtos de biodegradagio € a neo-
espiramicina, cuja atividade antimicrobiana corresponde a 88% da
atividade da espiramicina. Segundo a regulamentacio da Comissdo
Europeia, os residuos marcadores para a espiramicina sdo a espira-
micina [ e neoespiramicina para gado e frango e a espiramicina I para
suinos.'* A Figura 2 mostra as estruturas moleculares da espiramicina
e da neoespiramicina.

e}

N
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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 e micoplasmas
Gram-positivos, sendo usada exclusivamente na medicina veterindria.
O composto de maior predominancia € a tilosina A, mas quantidades
variaveis de desmicosina (tilosina B), macrocina (tilosina C) e relomi-
cina (tilosina D) também estdo presentes em sua composi¢ao (Figura
3). A atividade antimicrobiana € principalmente devida a tilosina A,
enquanto que as tilosinas B, C e D t€ém em torno de 50, 70 e 30% da
atividade antimicrobiana da tilosina A, respectivamente.'* A tilosina
A degrada-se gradualmente a tilosina B em condicdes 4cidas e, apesar
de ser considerada o residuo marcador, a presenca dos outros tipos
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de tilosina pode levar a uma diferenga de 15% na quantificacdo de
seus residuos totais.'*!

R, R, 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 semissintético derivado da tilo-

sina e apresenta espectro de a¢do similar a esta. A Figura 4 mostra a
estrutura molecular da tilmicosina.'

Figura 4. Estrutura molecular da tilmicosina
METODOS ANALITICOS
Preparo de amostras e extracio dos macrolideos

O emprego de cromatografia liquida de alta eficiéncia (High
Performance Liquid Chromatography — HPLC) associada a espec-
trometria de massas (Mass Spectrometry — MS) geralmente requer
um preparo de amostra menos elaborado quando comparado a HPLC
com deteccdo Gtica, uma vez que os instrumentos empregados sao
dotados do recurso de cromatograma de massa extraida, que s6 ndo
garante a seletividade cromatografica quando ocorre coeluicdo com
um interferente de mesma massa molar do analito. No entanto, ndo se
deve subestimar a importancia da etapa de preparo de amostras para
adetec¢do e quantificagdo de residuos de medicamentos veterindrios
por espectrometria de massas em alimentos, ja que a complexidade
deste tipo de matriz pode dificultar o procedimento analitico devido
a supressdo de fons, & formacdo de adutos e outros efeitos.!®

O tratamento de matrizes alimenticias geralmente requer proce-
dimentos para a desproteinizacio, remocdo de gordura e agtcares.
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As técnicas mais utilizadas para estes fins sdo a extragdo em fase
solida (Solid Phase Extraction — SPE) e a extragdo liquido-liquido
(Liquid-Liquid Extraction — LLE). No entanto, a extracio liquida
pressurizada (Pressurized Liquid Extraction — PLE), a microextragio
em fase sélida (Solid Phase Micro Extraction — SPME), a dispersao
da matriz em fase sélida (Matrix Solid Phase Dispersion - MSPD) e
a simples dilui¢do também tém sido empregadas. O tipo de preparo
de amostra depende principalmente dos macrolideos em questdo, das
matrizes envolvidas e dos objetivos especificos da andlise.

Geralmente, a SPE € realizada passando-se extratos aquosos
através de cartuchos que contém de 30 a 500 mg de fase estaciondria,
sob véacuo, para auxiliar no controle da elui¢do do solvente de extra-
¢do. Esta técnica apresenta vantagens como a limpeza eficiente dos
extratos, a remocao de interferentes e a reducéo do efeito matriz. Além
disso, esta técnica permite a concentragdo dos analitos, melhorando
a sensibilidade do método. Como os macrolideos apresentam carac-
teristicas lipofilicas, sao normalmente retidos em fases estaciondrias
hidrofébicas e, apds lavagem com dgua ou tampao, sdo eluidos com
poucos mililitros de um solvente organico apropriado, como meta-
nol ou acetonitrila, que podem ser evaporados e concentrados a um
volume adequado para injecdo no sistema cromatografico.'” Tampdes
bdsicos também sdo frequentemente empregados nesta etapa, devido
as caracteristicas bdsicas de algumas moléculas de macrolideos que,
assim, permanecem na forma néo ionizada durante a extracio em fase
s6lida, o que garante sua afinidade pela fase estaciondria.

Algumas fases estaciondrias ja estudadas para este fim sdo: ba-
lango hidrofilico-lipofilico (Hidrophilic-Lipophilic Balance — HLB,
Waters), Strata-X® (Phenomenex), octadecilsilano (C,y), silica deri-
vatizada com 2,3-di-hidroxipropoxipropil (Bond-Elut diol®, Varian),
troca cati6nica com 4cido benzenossulfénico (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 reten¢do e a recuperacdo reprodutivel de compostos
em uma ampla faixa de polaridade, sejam eles dcidos, bdsicos ou neu-
tros. Os macrolideos sdo bem retidos em cartuchos HLB e permitem
a lavagem com até 40% de metanol sem perdas significativas.'® Os
cartuchos Strata-X® sdo compostos de um polimero de estireno divi-
nilbenzeno com superficie modificada e apresentam funcionalidade
similar ao HLB na reten¢do de macrolideos.

Na literatura cientifica encontram-se exemplos onde, para extrair
macrolideos de mel, amostras (5 g) sdo dissolvidas em tampao fosfato
(0,1 M, pH 8);"** tampao tris (0,1 M, pH 10,5);* ou tampdo Na,CO,/
NaHCO,."*** Ap6s um tratamento inicial envolvendo filtra¢do e centri-
fugagdo para remover lipideos e residuos s6lidos, os extratos passam
por SPE para remover agucares, pigmentos e compostos fenélicos do
mel e para concentrar os macrolideos. Para a extragdo de macrolideos
de tecidos animais, ovo e leite, amostras de 1 a 5 g sdo primeiramente
desproteinizadas e desengorduradas. A desproteinizacio € usualmente
realizada com solventes organicos, como acetonitrila, em quantidades
3 a 5 vezes superiores & quantidade de amostra.'$!1°?>-30 Qg extratos
sdo posteriormente desengordurados com hexano e submetidos a
extra¢ao em fase sélida, onde ocorre a remocao de interferentes e a
concentracio dos analitos.

Pode-se citar também a extracido de espiramicina e tilosina de
racdo animal, onde 2,5 g de amostra foram submetidos a extragio
com 10 mL da mistura metanol:acido férmico a 2% (70:30 v/v). Uma
aliquota de 1 mL desta solucdo foi coletada e a ela foram adiciona-
dos 9 mL de dgua. Esta solu¢ao foi aplicada em cartuchos HLB. Os
analitos foram eluidos dos cartuchos com 2 mL de dgua:acetonitrila
1:1 (v/v). Neste caso, a SPE eliminou a etapa lenta de evaporacdo do
metanol.?3!32 A tilosina forma um complexo com a ureia presente
em algumas ra¢des bovinas e, neste caso, utiliza-se a enzima urease
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para hidrolisar esta substincia e liberar a tilosina do complexo,
procedimento necessario para o método atingir valores aceitdveis de
recuperagio e precisio.*?

A combinagdo de extragdo em fase sélida com extragdo liquido-
-liquido tem se mostrado efetiva para a extra¢cdo de macrolideos.
Na andlise de eritromicina em salmdes, um tampao de formiato de
amonio (10 mM), ao invés de solventes orginicos, foi utilizado na
primeira etapa, que foi seguida de extragio em fase s6lida com HLB
e de extracdo liquido-liquido com cloreto de metileno. Embora este
método elimine as etapas de precipitagdo de proteinas e remogao de
lipideos antes da extra¢@o em fase sélida, a extragdo liquido-liquido
ao fim do preparo de amostra confere uma limpeza efetiva do extra-
to.** Em outra aplicagdo, tampdo fosfato foi adicionado aos tecidos
homogeneizados e a mistura foi particionada com cloroférmio para
a extragdo liquido-liquido, seguida de extragdo em fase sélida com
Bond-Elut® (Varian) diol para extrair eritromicina, tilmicosina e
tilosina de tecidos bovinos.**

Uma técnica de custo relativamente baixo e ecologicamente
correta reportada para extrair tilosina, tilmicosina, espiramicina,
eritromicina e eritromicina anidra de iogurte e leite usa a MSPD e
dgua como solvente de extragdo. Uma amostra de 1,5 mL (leite) ou
1,5 g (iogurte) 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 dgua a 70 °C
acidificada com acido férmico a pH 4,6 e o extrato final foi ajustado
para pH 6 antes da injec@o no sistema LC-MS.* O método apresentou
boa detectabilidade, com limites de detec¢ao abaixo de pg kg™!, muito
embora se deva atentar para a questao da instabilidade da eritromicina
em condicdes cidas.

A simples diluicio do extrato antecedendo a injecdo cromatogra-
fica pode se mostrar ttil em métodos onde se deseja extrair analitos
de diferentes classes, com caracteristicas fisico-quimicas diferentes, o
que representa uma vantagem em relac@o a SPE, a qual normalmente é
utilizada sob um ajuste de condi¢des para se obter maior seletividade.
Muito embora a dilui¢do reduza o efeito matriz, este método pode ndo
atingir os limites de detecgdo e quantificag¢@o requeridos. Além disso,
uma simples dilui¢io do extrato, sem a complementacio do processo
com etapas de limpeza do extrato, pode tornar mais frequentes as
paradas para manutencdo do sistema LC-MS (regeneracio e troca
da coluna cromatografica, limpeza da fonte de ionizacdo e lentes do
espectrometro de massas) de modo a garantir a sensibilidade do siste-
ma e a reprodutibilidade das andlises.'” Como exemplo, para anélises
de tilosina em mel, 2 g de amostra foram misturadas e diluidas cinco
vezes com uma mistura de dgua e acetonitrila (70:30, v/v), filtradas
e injetadas no sistema LC-MS. Uma vélvula de desvio foi utilizada
para direcionar o fluxo para o descarte antes e depois da eluicdo dos
analitos, com o objetivo de minimizar a contaminacao da fonte de
ionizacdo. 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.’®3” Em outro caso, macrolideos e
outros antimicrobianos, num total de 19 substincias, foram extraidos
de musculo e figado de suinos, bovinos e equinos com metanol a 70%,
com posterior diluicdo em cinco vezes com dgua e injecao no sistema
LC-MS. Este método foi adequado para monitorar os antimicrobianos
nestas matrizes e conseguiu detectar macrolideos com relagdo sinal/
ruido maior que 8 em concentracdes de 50 a 1000 pg kg'.** Um
terceiro exemplo envolve a andlise de eritromicina em trutas, onde
1 g de amostra foi misturada com dgua (1 mL) e o analito foi extra-
ido a partir da adi¢dao de 4 mL de acetonitrila, agitacdo, sonica¢do
e centrifugag¢do a 10000 g. O sobrenadante foi coletado e o pelete
(precipitado) foi ressuspendido em 5 mL de acetonitrila e agitado,
sonicado e centrifugado novamente e o sobrenadante coletado. Os
sobrenadantes foram combinados, o extrato foi desengordurado com
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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, que € de 200 pg kg'.»

Spisso et al.*® estabeleceram um método analitico para a deter-
minacdo simultdnea de 3 macrolideos, 6 ionéforos poliéteres e 1
lincosamida em ovos, empregando um método relativamente simples
de extragdo por solvente. As amostras de ovos (gema e clara) foram
homogeneizadas e extraidas com duas por¢des de 4 mL de aceto-
nitrila. Depois de repetidos processos de agitagdo e centrifugagao,
as misturas foram evaporadas, ressuspendidas para um volume co-
nhecido, seguido de filtragdo em membrana e injetadas em sistema
LC-MS/MS. Os limites de quantificagéio para todos os analitos foram
inferiores a 5,3 pg kg'.

Recentemente Tao ef al.*® publicaram um método analitico mul-
tirresiduos, empregando um mesmo procedimento de extragdo liquida
pressurizada (PLE) para a extracdo simultanea de 14 macrolideos e 3
avermectinas de musculo, rim e figado de bovinos e suinos. A PLE &
uma técnica que se baseia no uso de solvente sob pressao e temperatura
relativamente altas, porém sem que se alcancem seus pontos criticos, o
que implica na expectativa de uma melhora da eficiéncia do processo
de extraciio quando comparado a processos sob pressio atmosférica
e temperatura ambiente. Os autores utilizaram como solvente uma
mistura de acetonitrila e metanol (1:1, v/v), em temperatura de 60 °C
e pressdo de 1500 psi. Concluiram que o procedimento PLE utilizado
resultou em um método rapido, simples e robusto, com recuperagdes
acima de 75% para todos os analitos e, ainda, permitiu a quantificacio
e confirmacdo de identidade para os analitos em concentragdes entre
4 e 40 vezes os respectivos LMR estabelecidos.

A técnica de PLE também € denominada como extracdo acelerada
com solvente (Accelerated Solvent Extraction — ASE), extragdo pres-
surizada com solvente (Pressurized Solvent Extraction — PSE) ou ex-
tracdo pressurizada com fluido (Pressurized Fluid Extraction — PFE).

Em outro trabalho, em que os autores Juan ez al.** determinaram
simultaneamente 5 antimicrobianos do grupo dos macrolideos e dois
do grupo das lincosamidas em carne e leite bovinos, foi empregado
um procedimento PLE em que se utilizou como solvente apenas a
acetonitrila, em temperatura de 40 °C e pressdo de 1500 psi. O método
permitiu uma recuperag¢@o média no processo de extragdo para todos
os analitos em torno de 79% em leite e 84% em carne.

Separacio cromatografica

A separacdo cromatografica de macrolideos baseia-se em suas
caracteristicas lipofilicas, com o uso de colunas de fase reversa.
Na maioria dos casos, sdo utilizadas colunas convencionais de fase
estaciondria de silica porosa ligada a octadecilsilano (C,y), mas
recentemente colunas para cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(Ultra High Performance Liquid Chromatography — UHPLC) com
particulas inferiores a 2 wm de didmetro tém sido aplicadas na
separagdo 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 maiores quando
comparada a HPLC.*! Diante dessas vantagens, a UHPLC tornou-se
uma técnica de separagdo inovadora que tem crescido em popula-
ridade no meio cientifico.* Nota-se uma tendéncia de mudanga no
emprego de HPLC convencional para alternativas que permitam uma
separagdo cromatografica mais rdpida e eficiente de macrolideos em
matrizes alimenticias, bioldgicas e ambientais, devido as vantagens
mencioadas, seja pelo emprego de UHPLC, seja pelo uso de sistemas
convencionais de HPLC com colunas cromatogréficas mais curtas e
particulas de didmetros menores (de 2 a 3,5 um), ou colunas monoli-
ticas, que possibilitam andlises mais rdpidas e com melhor eficiéncia
de separagdo. 7434
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A composicdo, a concentra¢do de modificadores e o pH da fase
mdvel sdo fatores criticos para se aperfeigoar tanto a separagdo croma-
togréfica, quanto a ionizagdo dos macrolideos. Metanol e acetonitrila
sd0 os solventes organicos mais utilizados em HPLC e UHPLC, e
dcido férmico ou acético a 0,1% ou acetato de amdnio 10-20 mM sdo
os modificadores mais comuns.'? Acidos carboxilicos perfluorados
podem ser eventualmente utilizados como pares i0nicos hidrofébicos
para melhorar a forma dos picos cromatograficos.**** No entanto,
sabe-se que pares idnicos podem causar supressdo idnica no caso
da ionizag¢@o por eletronebulizacdo (Electrospray lonization - ESI),
devido a pareacdo idnica durante o processo de ionizac¢do na fonte,
provocando perdas significativas no sinal analitico, especialmente
em compostos que possuem nitrogénio em suas moléculas. Portanto,
pares i0nicos devem ser evitados sempre que possivel na andlise de
tragos de macrolideos."”

Técnicas de detecgiio

Meétodos analiticos para a determinagdo de macrolideos em vdrias
matrizes envolvem HPLC com deteccdo dtica, eletroquimica, ou
associada a espectrometria de massas (LC-MS).%4346

A detecgdo por ultravioleta tem sido usada para a determinagao
de espiramicina, tilosina e tilmicosina devido as suas duplas ligacdes
conjugadas, que servem como cromoforos com pico de absorbancia
em 232 ou 287 nm.* A eritromicina e seus derivados semissintéticos
ndo possuem duplas ligacdes conjugadas e ndo sdo bem detectados em
baixas concentragdes e, ainda que comprimentos de ondade 210 ou 215
nm tenham sido utilizados para a andlise deste grupo de macrolideos,
sua detecgdo sofre a interferéncia de outros compostos, inclusive da
fase mével, que também absorvem nestes comprimentos de onda.” A
detecgdo por fluorescéncia com aplicagdo de derivatizacdo quimica
tem sido usada para melhorar a sensibilidade na quantificacéio destes
compostos. 474 Os macrolideos possuem grupamentos eletroativos e
adetecc¢do eletroquimica tem se mostrado eficaz e sensivel na detecgao
de eritromicina e outros macrolideos.** No entanto, quando se deseja
determinar e confirmar a identidade de macrolideos em uma tinica ana-
lise, técnicas de deteccao Stica ou eletroquimica néo séo suficientes.!”

Espectrometria de massas

As vantagens da espectrometria de massas para a detec¢do de
macrolideos em amostras alimenticias residem nas suas caracteris-
ticas inigualdveis de detectabilidade, seletividade e capacidade de
identificag@o através do fornecimento de informacdes estruturais.
Dentre as possiveis aplicacdes da espectrometria de massas em andlise
de macrolideos estdo: o estudo farmacocinético ou da cinética de
deplecéo destes farmacos e o monitoramento de sua eficdcia;*’>! a
elucidagdo estrutural dos macrolideos, das impurezas e produtos de
degradacdo;!! 121956 3 garantia da seguranga dos consumidores através
do monitoramento de seus residuos em alimentos, contribuindo para o
comércio internacional de alimentos; 82026285758 g deteccdo de tilosina
e espiramicina em ra¢io animal, ji que o uso destes formacos como
promotores de crescimento foi banido na Unido Europeia,**% ¢ a in-
vestigagdo da ocorréncia de macrolideos em amostras ambientais.*!-*

A espectrometria de massas vem sendo largamente utilizada
nas dreas bioldgica e alimenticia devido a algumas caracteristicas
da técnica, tais como: alta detectabilidade — concentracdes baixas
de substancias podem ser detectadas e analisadas; baixo volume de
amostra — o uso de interfaces apropriadas para pequenos volumes
permite que se use quantidade muito pequena de amostras e, possi-
bilidade de associagdo com técnicas de separacdo — a utilizacdo de
misturas dgua/solvente na ionizacéo faz com que ela seja ideal para
o0 acoplamento de sistemas de separa¢do como HPLC.%>°
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Todos os termos técnicos relacionados a drea de espectrometria
de massas que serdo aqui apresentados seguem as recomendagdes do
compéndio de nomenclatura da Unido Internacional de Quimica Pura
e Aplicada (The International Union of Pure and Applied Chemistry
— IUPAC) para esse tema, recomendado para a lingua portuguesa,
conforme o trabalho de Vessecchi et al..”

Ionizacao

Das diversas técnicas de ionizagdo em espectrometria de massas,
duas tém se destacado: a ionizagdo por eletronebulizacgdo (electros-
pray ionization — ESI) e a ionizagdo quimica a pressdo atmosférica
(atmospheric pressure chemical ionization — APCI). Tanto ESI como
APCI sdo técnicas brandas de ionizacio, que possibilitam a protona-
¢do ou a desprotonacdo de moléculas, o que facilita a identificacio dos
compostos, sem a obrigatoriedade do uso de bibliotecas de espectros.

A ionizagdo 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 reducdo de tamanho até atingir uma densidade de carga suficiente
para permitir que os fons da amostra sejam expulsos da superficie
da gota (evaporac@o i0nica). Geralmente, compostos com menos
de 1000 Da produzem fons protonados com carga tnica ([M+H]*)
no modo positivo ou desprotonados ([M-H]") no modo negativo de
ionizagdo, dependendo da estrutura do composto. A fonte de ESI
pode ser ajustada para fragmentar os {fons durante a ionizagdo, de
maneira a fornecer informacdes valiosas sobre a estrutura de analitos
de baixa massa molecular. No entanto, em espectrometros hibridos
€ mais conveniente promover a fragmentacdo em uma cela de coli-
sdo existente entre dois analisadores, o que permite a confirmacao
da identidade do composto, jd que a relacdo m/z do fon precursor &
conhecida.®® A ESI € aplicdvel a compostos com polaridade média a
alta e, por isso, tem se tornado a técnica padrdo no interfaceamento
entre sistemas de cromatografia liquida e espectrdmetros de massas.®

Naionizagdo por APCI a amostra € evaporada em um nebulizador
aquecido antes de emergir a um plasma constituido de fons do sol-
vente, gerados na fonte por uma descarga corona. A transferéncia ou
abstragdo de prétons ocorre entre os fons do solvente e as substancias
presentes na amostra. A habilidade de operar com fases méveis 100%
orgénicas ou 100% aquosas a vazdes de até 2 mL min™! torna a APCI
uma técnica ideal para uso com uma grande variedade de colunas
cromatogréficas com fases estaciondrias polares ou apolares.®® Apesar
da predominancia do uso de ESI na andlise de macrolideos por LC-
MS, a APCI tem sido usada em algumas aplicacdes e demonstrado
vantagens com relacdo a redu¢do do efeito matriz.”*"?

Especialmente quando se trata de fontes ESI, o efeito matriz deve
ser considerado em andlises quantitativas por LC-MS. Os componentes
da matriz podem tanto melhorar como suprimir os sinais 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, através da adi¢@o de seus padrdes
analiticos no extrato, apds todo o processo de tratamento de amostra.”

O uso de padrdes internos contendo isétopos estdveis (como
deutério), curvas analiticas com a matriz (matrix-matched) e a adigcdo
de padrao sdo as abordagens mais comuns para compensar o efeito
matriz e melhorar a exatiddo do método. Como existem poucos pa-
drdes de macrolideos deuterados no mercado, a quantificagio através
da curva analitica na matriz (matrix matched calibration), com ou
sem a adi¢cdo de um andlogo quimico como padrdo interno como, por
exemplo a roxitromicina, tem sido a abordagem mais usada.'” Apesar
de efetiva, esta técnica € trabalhosa, j4 que todo o preparo de amostra
se faz necessdrio a cada replicata de preparacdo dos padrdes para a
construgio da curva analitica.®!
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Os macrolideos contém nitrogénio em suas moléculas e sio
facilmente protondveis a fons com carga simples, dupla ou tripla,
em fontes ESI no modo positivo."” O nimero de cargas possiveis
de serem acomodadas nas moléculas estd relacionado ao nimero de
nitrogénios presentes nas mesmas. Moléculas com um nitrogénio,
como eritromicina e tilosina formam apenas {ons monoprotonados
(IM+H]*). Espiramicina, neoespiramicina, tilmicosina e roxitromici-
na, que contém dois dtomos de nitrogénio em suas moléculas, formam
também fons com dupla carga ([M+2H]**). Tanto fons monoproto-
nados quanto com dupla carga tém sido utilizados para aquisi¢do de
dados na andlise de macrolideos.>%>™

Espectrometros de massas

Os espectrometros de massas mais utilizados para andlise de
macrolideos sd3o os com analisadores de massas do tipo quadrupolo
simples (Q), o triplo-quadrupolo (QqQ), quadrupolo-armadilha de
fons (Quadrupole-Ion Trap — QIT), quadrupolo-armadilha linear de
fons (Quadrupole-Linear lon Trap — QLIT), tempo de voo (Time-of-
Flight — ToF) e quadrupolo-tempo de voo (QToF). Cada um deles
apresenta diferentes performances, fungdes, vantagens e desvantagens
que serdo brevemente discutidas a seguir.

Quadrupolo simples (Q)

Consiste em quatro hastes metdlicas hiperbdlicas paralelas. Seu
mecanismo de funcionamento se déd através da aplicagdo de uma
corrente elétrica especifica em cada uma delas e da imposicéo de uma
radiofrequéncia, que criam um campo elétrico capaz de estabelecer
uma trajetoria para fons com razdo massa/carga (m/z) especifica,
funcionando, entdo, como um “filtro de massa”. O quadrupolo sim-
ples pode operar no modo de varredura total (full scan mode) ou de
monitoramento de {on selecionado (selected ion monitoring). Apesar
de ter aplicabilidade demonstrada na deteccdo e quantificaciio de
macrolideos, a falta de seletividade na fragmentacdo dos fons pre-
cursores deste tipo de espectrometro fez com que fosse substituido
por espectrometros de massas conjugados ou com melhor resolugio
em massa.”

Triplo quadrupolo

Este €, sem didvida, o analisador de massas mais usado na andlise
de residuos de macrolideos devido ao seu desempenho incompardvel
na quantificagdo, no que diz respeito a faixa dindmica, a repetibilidade
e 2 sensibilidade. E composto por um primeiro quadrupolo (Q1), uma
cela de colis@o (Q2) e o terceiro quadrupolo (Q3), podendo ser opera-
do em quatro modos com dissocia¢do induzida por colisdo (Collision
Induced Dissociation — CID): varredura do fon produto (product ion
scan) — consiste em selecionar um fon precursor com uma dada razio
m/z e determinar todos os fons produtos resultantes da dissociacao;
varredura do fon precursor (precursor ion scan) — consiste na escolha
de um fon produto para determinar seu fon precursor. Requer que o
fon produto seja focalizado no terceiro quadrupolo, enquanto o pri-
meiro rastreia o fon de razdo m/z do precursor, assim, todos os fons
precursores que produzam fons daquela razdo m/z serdo detectados;
varredura de perda neutra (neutral loss) — consiste em selecionar
um fragmento neutro e detectar todas as reacdes que levariam a
perda deste fragmento. Requer que os dois analisadores procedam
a varredura concomitantemente, com uma diferenga de m/z cons-
tante entre eles e, monitoramento de reacdes selecionadas (Selected
Reaction Monitoring — SRM) — consiste em selecionar uma reagio
de fragmentagdo. Tanto o primeiro quanto o segundo analisador sido
focalizados nas razdes m/z selecionadas, nao havendo varredura, o
que aumenta a sensibilidade para o monitoramento, associada ao
aumento na seletividade.”



454 Sismotto et al.

O modo mais comumente utilizado na quantificacdo de macroli-
deos € o SRM. Em geral, faz-se uma primeira aquisi¢do com o padrdo
da substincia em questdo no modo de varredura do fon produto, para
selecionar as transi¢gdes SRM que serdo usadas na andlise por LC-MS.
Existe um consenso entre os varios pesquisadores sobre as transi¢oes
avaliadas, no entanto, hd diferengas nas abundancias relativas entre
os fons, devido as diferengas no desenho dos espectrometros entre
os fabricantes, ainda que sejam do mesmo tipo.

O modo de varredura do {on precursor pode ser particularmente
atil para identificar contaminantes em matrizes complexas como os
alimentos. Em um caso especifico, este tipo de andlise propiciou a
identificagdo da presenca de eritromicina B em iogurte. Um espec-
trometro QqQ foi operado no modo de varredura do fon precursor
com monitoramento do fragmento com razdo m/z de 158 no Q3,
que ¢ tipico de impurezas comumente presentes na eritromicina A.
Foi entdo encontrado um fon precursor de razdo m/z de 718 no Q1.
Aprofundando a investiga¢do, foram realizadas andlises nos modos
de varredura do fon produto e de monitoramento de reacdes selecio-
nadas e este composto foi confirmado como a eritromicina B, uma
impureza resultante do processo de fermentagdo para produgdo da
eritromicina.®

Quadrupolo — lon Trap (QIT)

Constitui-se em um sistema hibrido, composto por dois analisa-
dores de massas diferentes: um quadrupolo e um do tipo armadilha
de fons. Este ultimo € formado por trés eletrodos, um em forma de
anel que fica entre os outros dois, que tém formato hiperbdlico e
sdo isolados nas pontas. A diferenca de potencial oscilante entre o
anel e os eletrodos hiperbdlicos gera um campo magnético capaz de
confinar ou deixar passar os ions.””’® Este tipo de analisador tem a
caracteristica inica de conduzir fragmentacdes em multiplos estdgios
(MS™). Quando os fons entram no ion-trap, todas as fragmentacdes
ocorrem no mesmo local, mas em tempos diferentes, apresentan-
do melhor sensibilidade na varredura do que os QqQ, mas com a
limitacdo de ndo realizar aquisi¢des alternadas entre os modos de
varredura do fon produto e de varredura de perda neutra.”””® Além
disso, estes instrumentos s30 menos robustos para andlise de matri-
zes mais complexas e podem apresentar baixa repetibilidade e faixa
dindmica muito estreita para a quantifica¢@o.® Instrumentos do tipo
QIT tém sido usados para caracterizar os padrdes de fragmentacio
de macrolideos como a azitromicina. Estes experimentos geraram
espectros ricos, esclarecedores da estrutura dos macrolideos em
questdo, revelando também impurezas em amostras comerciais destes
farmacos desconhecidas até entdo.'!12568081

Triplo-quadrupolo — lon-Trap linear (QLIT)

Baseia-se em um tipo de configuragdo similar ao QqQ, onde o Q3
pode ser operado tanto como um filtro de massas convencional, quanto
como uma armadilha de fons com ejecdo axial de fons.®*** O QLIT
agrupa as vantagens do QqQ e do QIT sem perda de desempenho
com relacdo a seus precursores, podendo ser operado nos mesmos
modos que 0 QqQ, ainda possuindo a habilidade de actimulo de fons
para realizar andlises com fragmentagdes multiplas para elucidagdo
estrutural. Também possui um recurso de varredura avancada de
fons produtos, onde os fons produtos sdo acumulados no lon-Trap,
possibilitando o aumento de sensibilidade na varredura, o que o torna
ideal para andlises onde se deseja quantificar e confirmar a identidade
de compostos que possuem padrdes de fragmentagdo pobres.!”

Tempo de voo (Time of Flight — ToF) e Quadrupolo — tempo de voo
(QToF)

Em analisadores do tipo ToF, {ons com a mesma energia cinética,
mas com m/z diferentes sdo separados em um tinel de voo de 1 a
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2 m de comprimento sem campo magnético. Instrumentos do tipo
ToF sdo configurados como ToF simples ou em sistemas hibridos em
série como o analisador quadrupolo — tempo de voo (QToF). Este
ultimo € construido de maneira a direcionar os fons ortogonalmente
do quadrupolo ao tempo de voo, através de um acelerador de {ons,
para andlises no modo de espectrometria de massas em série (MS/
MS) com varredura dos fons produtos.®*#> A grande vantagem des-
tes analisadores estd no fato de oferecerem informagdes espectrais
completas com resolucdo de média a alta, medida de massa exata e
excelente sensibilidade no modo de varredura total. Nao ha didvida
de que os espectrometros QqQ e QLIT sdo superiores para a quanti-
ficacdo, mas os dados adquiridos nestes analisadores sdo limitados a
natureza das transicoes SRM e as m/z nominais dos fons precursores e
produtos, desta forma, parte da informacao qualitativa para elucidagio
estrutural e identificacdo de compostos € perdida. Os analisadores
de massas do tipo ToF, ou sistemas hibridos do tipo QToF, permi-
tem a andlise de composi¢@o elementar, através da medicao precisa
da razao m/z e, consequentemente, a quantificacdo e confirmagao
inequivocas dos analitos, bem como a triagem e quantificacido de
compostos desconhecidos ou produtos de degradacdo. Sendo assim,
analisadores do tipo ToF sdo ideais para a busca de compostos cuja
presenca € suspeita nas amostras. Estes espectrometros de massas tém
sido utilizados em métodos de rotina para triagem de multirresiduos
de macrolideos.'*8%

Em um estudo para a determinacéo de seis macrolideos em ovos,
leite integral e mel, usando-se a técnica UHPLC-QToF obtiveram-se
limites de deteccdo entre 0,1 e 1 pug kg, adequados para atender os
requisitos regulatérios em andlises de rotina, e identificou a desmi-
cosina (tilosina B) em mel, baseando-se na medicao de massa precisa
e usando o recurso de composi¢do elementar.”” A tilosina A sofre
hidrdlise 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-QTOoF permitiu a determinagio da
tilosina e a identifica¢@o de seu produto de degradagio 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 relagio
a linearidade, a precisdo e aos limites de detecgdo 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 técnica. A técnica
HPLC-QqQ ainda apresentou melhor repetibilidade, devido ao maior
ntimero de pontos adquiridos ao longo dos picos cromatograficos.

Estima-se que a detectabilidade de espectrometros ToF e QToF
seja de uma a duas ordens de magnitude inferior aos QqQ no modo
SRM.?2 Desta forma, a aplicabilidade da espectrometria de massas
ToF ou QToF para quantificacio de residuos de contaminantes em
matrizes alimenticias é um desafio, devido as baixas concentracdes
destas substancias nestas amostras. A Tabela 1 resume as condi¢des
de andlise para quantificac@io de macrolideos por LC-MS (HPLC-MS
ou UHPLC-MS) em estudos recentemente reportados.

VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Os métodos analiticos para a determinacido de contaminantes
em alimentos em niveis residuais sdo a principal ferramenta para
assegurar que eles estejam dentro dos Limites Mdximos de Residuos
(LMR) legalmente estabelecidos. A realizacdo da validac¢do analitica
destes métodos visa certificar que fornecam resultados confidveis e
que garantam a disponibilidade de alimentos seguros. A validagio
deve ser considerada quando se desenvolve um novo método ou se
efetuam adaptagdes em métodos ja validados, quando se pretende
avaliar a inclusdo de novas técnicas, o uso de diferentes equipamentos,
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Tabela 1. Condi¢des de andlise para quantificagdo de macrolideos por LC-MS ou UHPLC-MS
Preparo de amostra Técnica cromatografica Espectrometria de massas Limite Analitico (ug kg™")
Matriz Macrolideo
(Extragio) (LE) (FE) (FM) (m/z elou transicdes) (FI) (AM) (LD, LQ, CCa ou CCP)
ESP QToF: 843,5218 UHPLC-QToF: 0,8 a 1,0 (LD)
QqQ: 843 174, 142 HPLC-QqQ: 0,1 20,2 (LD)
ERT QToF: 734,4690 UHPLC-QToF: 0,2 2 0,5 (LD)
(UHPLC) Ac- QqQ: 734— 158, 576 HPLC-QqQ: 0,01 (LD)
quity BEH C18 . (UH- ¥ X
NEP 100 x 2.1 mm (UHPLC) QTOF. 699,4432 PLC) UHPLC Q:TOF. 1,0 (LD)
Desprot. com - QqQ: 699— 174, 142 HPLC-QqQ: 0,1 20,2 (LD)
Ovos. leite ACN efou ex- 1,7 um acetato de amonio 10 mM QToF
integral e OLD tragio com { HLB QToF: 688,4272 ¢, UHPLC-QToF: 02205 (LD) g
& N p- e QqQ: 688—> 158, 544 e HPLC-QqQ: 0,01 (LD)
mel fosfato 0,1M (HPLC)
(pH 8,0) P QToF: 869,5738 UHPLC-QToF: 1,0 (LD)
TLM (HPLC) ACN e éc. férmico 0,1% . (HPLC) .
AQS.3, 50 x QqQ: 869— 174, 132 Qg0 HPLC-QqQ:0.2a0,5 (LD)
TLO A 2,0 mm QToF: 916,5270 UHPLC-QToF: 1,0 (LD)
QqQ: 916> 174, 145 HPLC-QqQ: 0,22 0,5 (LD)
! UHPLC-QToF: 0,2 (LD)
TLO B QToF: 772,4483 HPLC-QqQ: 0,01 2002 (LD)
TLO A Dissol. em Luna C8 150 x 2 Ac. heptafluorobutirico 916— 174,772 0,4 (LD)e 1,5 (LQ)
Mel ACN e dgua una 0,04%, ACN e acetato de ESI  QqQ 36
TLO B 3:7) mm, 5 pm etila 772 174, 156 1,1 (LD) ¢ 3,7 (LQ)
ERT 734— 158, 576 Leite: 1,0 (LD) e 2,0 (LQ)
Togurte: 5,0 (LD) e 8,0 (LQ)
. ESP (MSPD) Alltima C18 < P 438— 101, 174 Leite: 2,0 (LD) € 6,0 (LQ)
Leite . . Ac. férmico 10 mM e g 4
bovi Areia e dgua a 250 x 4,6 mm; ESI  QqQ
ovino e TIM 70°C Sum MeOH 870 174,697 Togurte: 0,9 (LD) e 2,0 (LQ) 35
iogurte > Leite: 0,3 (LD) e 0,9 (LQ)
Togurte: 1,0 (LD) e 2,0 (LQ)
TLO 916> 174,772 Leite: 1,0 (LD) e 2,0 (LQ)
LLE com tp. . Ac. férmico 0,5%, acetato
Ovos TLO citrato 0,1M z‘ﬁsﬁﬁi 1512 de amodnio I mM (pH5)  916—> 772,407,754 ESI  QIT 1.0 (LQ) 53
(pH 5) e ACN O mm, 5 W e ACN
ERT Dissol. em 734- 756,158 29,7 (CCoy) e 60,8 (CCP)
tp. fosfato
OLD 0,1M (pH 8,0) 688— 158, 544 27,4 (CCa) e 41,0 (CCB)
Rxr  Sesuidadeex- 837 158, 679 27,8 (CCa) e 43,1 (CCB)
tracdo liquida < .
com ACN. 4c Zorbax C18 50 Ac. nanofluoropentanoico 1
Mel ESP . e mM, dc. férmico 0,5%, ACN  843— 174, 540 ESI QqLIT 29,4 (CCa) e 45,3 (CCB) 20
tricloroacético x 2,1 mm, 1,8 um e McOH
mim  10%;4c. nano- 869—> 174, 156 31,4 (CCoy) e 80,9 (CCP)
fluoropenta-
TLO noico 4% em 916> 174, 156 27,6 (CCa) e 48,0 (CCB)
ACN; e dguaa
TLO B 65°C 772 174, 156 -
TLO A 916 2,0 (LD) e 9,0 (LQ)
TLOB Extragéo com 772 3,0 (LD) e 9,0 (LQ)
- ) , e9,
Mel - Na,COs g rax LUmaCI8, 150X ¢ mico 0,1% e ACN ESI Q 14
TLOC NaH(Cgsg(;JM 4.6 mm, 5 pm 902 2,0 (LD) e 6,0 (LQ)
p.
TLO D 918 2,0 (LD) e 8,0 (LQ)
ERT 734— 158, 558,576 0,2 (LD)
Desprot.
OLD C(:m /}CN e YMC ODS-AQ 688— 158, 544 0,1 (LD)
Ovos ESP fp" ;sg;‘;g‘(’)“; HLB 50x2,0mm,  Ac. férmico 0,1% e ACN 843—> 174,540,318 ESI  QqQ 0,9 (LD) 18
TLM M (pH 8) 3 pm 869— 174, 156 0,3 (LD)
TLO 916— 174, 145,772 0,1 (LD)
ERT 734— 158, 576 0,07 (LD)
OLD Desprot. 688— 158, 544 0,09 (LD)
com ACN e
Leite ESP extracdo com HLB YMC ODS-AQ, Ac. férmico 0,1% e ACN 843 174, 142 ESI  QqQ 0,08 (LD) 28
50 x 2 mm, 3 um 422— 101, 142
tp. fosfato 0,1
TLM M (pH 8) 869— 174, 132 0,3 (LD)
TLO 916— 174, 145 0,06 (LD)
ERT 734— 158, 576 0,22 (CCa) € 0,26 (CCB)
JOS Extragio com Synergi Hydro- Aeetato do aménio 0.01 M 828— 147, 600 0,24 (CCa) € 0,26 (CCB)
Mel ESP tp. TRIS 0,1M HLB RP 150 x 2,0 (PH3.5) ¢ ACN, 843— 174,318 ESI  QqQ 1,9 (CCa) e 2,1 (CCB) 23
H 1 4 ’
TLM (PH10.5) mm, & m 870 174, 696 0,23 (CCa) € 0,25 (CCP)
TLO 916— 174, 772 0,22 (CCoy) e 0,24 (CCB)
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Tabela 1. continuacdo
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Preparo de amostra

Técnica cromatografica

Espectrometria de massas

Limite Analitico (ug kg™)

Matriz Macrolideo Ref
(Extragio) (LE) (FE) (FM) (m/z elou transi¢des) (FI) (AM) (LD, LQ, CCo ou CCR)
Desbrot. com Remogdo de Symmetry C18  Acetato de amdnio 1 mM
Truta ERT prot. lipideos com 150 x 4,6 mm,  com 0,1% de éc. acético; 734— 576,558,716 ESI  QqQ 220 (CCa) e 238 (CCB) 25
ACN
hexano 3,5 um ACN
ERT Silica SPE 734— 576, 522, 558 1,0 (LD)
Ovos Des;:gll.\lcom Supelclean YI\:{C P her31y1 >0 Ac. férmico 0,1% e ACN ESI  QIT 27
TLO Lc-sp  *ammopm 916 772, 407, 598 1,0 (LD)
Dissol. em
tp. Na,CO,  Bond Elut Zorbax C8 150 x Ac. trifluoroacético, MeOH
Mel TLO ~NaHCO, ci8 2,1 mm, 5 um e ACN 916, 174 APCI Q 0,01 (LD) 24
(pH 9)
Misculo Extracdo com HLBe
e pele de ERT ip. formato 10 Particdo com Prodigy ODS(3)  Formato de amonio 3mM 53, 576 558 158 gs1 @ 93
< cloreto de 250 x 2 mm e ACN
salmdo mM .
metileno
0,09 (LD); 0,29 (LQ);
ERT 734, 576, 158, 116 174.9 (CCa) e 207.5 (CCP)
ACE C18
Desprot. com ‘ L. 0,16 (LD); 0,53 (LQ);
Ovos TLO ACN - 50 x32},11mmm, Ac. férmico, MeOH e ACN 916, 772,174,116  ESI  QqQ 2297 (CCay ¢ 262,7 (CCP) 38
0,15 (LD); 0,50 (LQ);
CLT 748, 590, 158, 116 0.87 (CCar) e 1,74 (CCB)
Peixe ERT Acquity UPLC 717— 158, 116 7,3 (LD); 25,0 (LQ);
(dourada BEH CI8 ) 210,7 (CCoy) € 221,3 (CCP)
? QuEChERS Ac. férmico e ACN ESI  QqQ 94
Sparus 100 x 2,1 mm, 7,5 (LD); 25,0 (LQ);
aurata) Jos L7 um 829 174,109 215,3 (CCoy) e 230,7 (CCB)
1,0 (LD); 3,3 (LQ);
TLM 870— 696, 174 0,5 (CCay) ¢ 1,7 (CCB)
Baby 5,0 (LD); 15,0 (Lt
Foods (a TLO Acquity UPLC 917- 174, 101 0 (LD); 15,0 (LQ);
base de QuEChERS BEH C18 o 16,2 (CCoy e 22.4 (CCP)
Ac. férmico e MeOH ESI  QqQ 95
carne e de 100 x 2,1 mm, 0,1 (LD); 0,3 (LQ);
leite em ERT 1.7 pm 717158, 116 26 (CCa ¢ 5.2 (CCB)
pé)
0,2 (LD); 0,7 (LQ);
JOS 829— 174, 109 1,2 (CCar) e 2,4 (CCP)
3,2 (LD); 10,0 (LQ);
ERT 717 158, 116 207.8 (CCa) e 215.6 (CCP)
JOS Acquity UPLC 829 174, 109 3,2 (LD); 10,0 (LQ);
Care de BEH CI8 . 193 (CCoy € 28,7 (CCP)
QuEChERS Ac. férmico e ACN ESI  QqQ 96
frango LM 100 x 2,1 mm, §70- 696. 174 6.4 (LD); 20,0 (LQ);
L7 um = 0%, 111,5 (CCoy) e 148,1 (CCB)
16,0 (LD); 30,0 (LQ);
TLO 17— 174, 101 108.2 (CCoy) e 116,5 (CCB)
TLM 435— 339, 125 0,28 20,36 (LD) e 5,0 (LQ)
ESP 425— 366, 335, 173 0,312041 (LD)e 5,0 (LQ)
ERT A 734—5 679, 558, 157 0,212 0,33 (LD) e 5.0 (LQ)
Fllsucemato 734 558,576, 157 0.2920,61 (LD) ¢ 5,0 (LQ)
AZT 749— 590, 157, 82 0,27a0,31 (LD) e 5,0 (LQ)
KTS 772 558, 174, 109 0,2020,31 (LD) e 5,0 (LQ)
Carne, rim CLT Thermo Hypersil ~ Tp. formato (formato de 748— 589, 157 0,27 20,28 (LD) e 5,0 (LQ)
. - g s ,2/al, €,
ei‘fﬁi‘: ge PLE COET_‘?CVI;IV/) MeOH  GilaC,,, 100 x amonio 5 mM e 0.1% dcido ESI  QqQ 39
Boviﬁos TLD o 2.1 mm, 5 um fémico) e MeOH 772— 585, 158, 116 0,252 0,50 (LD) e 5,0 (LQ)
MDC 814— 173, 108 0,22 20,29 (LD) e 5,0 (LQ)
JOS 828— 185, 174, 108 0,31 0,56 (LD) e 5,0 (LQ)
TLO 916—> 173, 155, 100 0,23 20,32 (LD) e 5,0 (LQ)
Acetil - ESP II 927— 173, 108

Acetil - ESP IIT

Diacetil - ESP IT

941— 173, 109

969— 581, 173, 108

0,31 a 0,45 (LD) e 10,0 (LQ)
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Preparo de amostra

Técnica cromatografica

Espectrometria de massas Limite Analitico (ug kg)

Matriz Macrolideo

(Extragao) (LE) (FE)

(FM)

Ref

(m/z elou transi¢des) (FI) (AM) (LD, LQ, CCo ou CCB)

ERT A

Alltech C g
250 x 4,6 mm,
5 um

Ovos TLO Desprot. com ACN -

TLM

Ac. férmico e acetonitrila

0,2 (LD); 0,5 (LQ);
170 (CCoy) e 220 (CCB)
0,2 (LD); 0,3 (LQ);
230 (CCa) e 290 (CCP)
0,2 (LD); 0.4 (LQ);
5,5 (CCa) e 7,4 (CCP)

734— 576, 158

916— 772, 174 ESI  QqQ 97

435— 695, 174

TLM

TLO
PLE com ACN;

e éter de petréleo
para extrair a
gordura

Discovery HS
C18

150 x 2,1 mm,

Leite e 3 um

carne

bovina

ESP

ERT

TUL

- Ac. férmico e ACN

LEITE: 5 (LD); 15 (LQ);
56 (CCo) e 63 (CCP)
CARNE: 10 (LD); 30 (LQ);
66 (CCo) e 81 (CCP)

LEITE: 3 (LD); 10 (LQ);
55 (CCoy) e 59 (CCP)
CARNE: 5 (LD); 10 (LQ);
112 (CCoy) e 124 (CCP)

LEITE: 5 (LD); 15 (LQ);
205 (CCa) e 210 (CCP)
CARNE: 10 (LD); 20 (LQ);
207 (CCa) e 214 (CCP)

LEITE: 10 (LD); 15 (LQ);
46 (CCo) e 52 (CCPB)
CARNE: 10 (LD); 25 (LQ);
218 (CCar) e 237 (CCP)

LEITE: 10 (LD); 20 (LQ);
0,26 (CCo) ¢ 0,8 (CCP)
CARNE: 5 (LD); 15 (LQ);
0,25 (CCo) e 1,2 (CCP)

869— 696, 174; 156

916— 772, 174; 145
EST QqQ
843— 540, 318; 174 40

734— 576, 558; 158

805— 407, 158

LE: limpeza do extrato; FE: fase estaciondria; FM: fase movel; FI: fonte de ionizagao; AM: analisador de massas; LD: limite de detec¢ao; LQ: limite de quantificacdo; CCot: limite
de decisdo; CCP: capacidade de detec¢do; LLE: extracdo liquido-liquido; PLE: extracdo liquida pressurizada; MSPD: dispersdo da matriz em fase s6lida; ACN: acetonitrila; MeOH:
metanol; ESP: espiramicina; ERT: eritromicina; NEP: neoespiramicina; OLD: oleandomicina; TLM: tilmicosina; TLO: tilosina; RXT: roxitromicina; JOS: josamicina; CLT: claritro-
micina; AZT: azitromicina; KTS: kitasamicina; TLD: troleandomicina; MDC: medecamicina; TUL: tulatromicina

ou, ainda, a extensio do método para a inclusdo de novas matrizes.”®

A TUPAC preconiza que, no que diz respeito a andlise de alimen-
tos, os requerimentos para os métodos analiticos envolvam estudos
de desempenho a partir de ensaios interlaboratoriais (ensaio de pro-
ficiéncia, estudo colaborativo ou triagem colaborativa), preenchendo
0s requisitos para comporem o que se classifica como procedimento
de validagdo completa do método analitico (full validation). No
entanto, quando se pretende garantir a viabilidade do método antes
de se proceder a valida¢do completa, ou para a publicagio de artigos
cientificos, a validacdo completa de um método analitico ndo € ne-
cessdria. Em tais circunstancias considera-se apropriada a validagio
do método em um unico laboratério (single-laboratory validation ou
in-house validation).”>”

No Brasil, os procedimentos adotados para a validacdo de mé-
todos analiticos baseiam-se em guias disponibilizados por 6rgdos
como a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA),'® o
Ministério da Satde, o Instituto Nacional de Metrologia e Qualidade
Industrial (INMETRO)!! e o Ministério da Agricultura, Pecudria
e Abastecimento (MAPA).!”> A validagdo pode também ser base-
ada em guias internacionais como a Organizac@o Internacional de
Normatizagdo (International Organization for Standardization —
1S0),!% a Conferéncia Internacional em Harmonizagdo (International
Conference on Harmonization — ICH),'™ ou, ainda, as Diretivas da
Comunidade Europeia'® e guias disponibilizados pela agéncia dos
Estados Unidos para Administragao de Drogas e Alimentos (United
States — Food and Drug Administration — FDA).!%177

Os parametros de validagao para métodos analiticos instrumentais
baseados na separag@o cromatografica por HPLC incluem seletivi-
dade, linearidade e faixa de aplicago, exatiddo, precisdo (repetibili-
dade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade), limite de deteccio
(LD), limite de quantificacdo (LQ) e robustez. Alguns guias, como
do MAPA!”? ¢ da Comunidade Europeia,'® incluem a avaliagéo do

limite de decisdo (CCa) e a capacidade de detec¢do (CCP). Todos
esses parametros sdo detalhadamente explicados nos diversos guias
de validagdo e sdo constantemente revisados e discutidos.’®!% Para o
enfoque proposto nesta revisdo, discutiremos os principais aspectos
de validag@o analitica relacionados a métodos estabelecidos para a
determinagdo de contaminantes quimicos em alimentos, os quais
envolvem o uso da MS como técnica analitica.

Na validacdo de métodos analiticos para a determinagdo de
contaminantes toxicos em alimentos, os LMR especificos de cada
analito devem ser considerados ao se construir a curva de calibracao,
de maneira a assegurar que estas concentragdes estejam incluidas na
faixa dindmica de trabalho. A repetibilidade, a exatiddo e os limites
de deteccgdo e quantificacdo também devem atender a critérios que
garantam que o método seja capaz de detectar e quantificar os analitos
em questdo inequivocamente em faixas de concentracdes proximas
aos LMR e que os incluam.*®

A seletividade € caracterizada pela capacidade de produzir res-
postas distintas entre os varios analitos e outras substancias presentes
na amostra, garantindo que o sinal analitico seja exclusivamente do
composto em estudo.!’1%® No caso da detecgdo por espectrometria
de massas, torna-se necessério também avaliar o efeito matriz.**!01-108

A Unido Europeia criou um sistema de pontuacdo em MS para
considerar a identifica¢@o inequivoca de contaminantes organicos em
alimentos, conforme a Tabela 2.'%

Desta forma, como os espectrometros de massas do tipo QqQ
podem fornecer informagdes sobre fragmentos dos analitos, eles
cumprem os requisitos da Comunidade Europeia no que diz res-
peito a capacidade de quantificacdo e confirmagdo de identidade.
Mais especificamente, no caso do uso deste tipo de espectrometro,
o monitoramento do fon precursor mais dois fons produtos atende
aos requisitos da Comunidade Europeia no que diz respeito a identi-
ficac@o de substancias ndo banidas, como € o caso dos macrolideos.
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Tabela 2. Relacdo entre os fragmentos massicos e os pontos de identificacdo
obtidos segundo a Comissdo Europeia'®

Pontos de identificagao

Técnica de espectrometria de massas . .
obtidos por fon

Espectrometria de massas de baixa resolu¢@o (LR) 1,0
LR-MS" — fon precursor 1,0
LR-MS" — fon produto 1,5
Espectrometria de massas de alta resolucido (HR) 2,0
HR-MS" — fon precursor 2,0
HR-MS" — fon produto 2.5

Obs.: Cada fon pode ser contabilizado uma unica vez; substancias diferentes
podem ser consideradas para aumentar o nimero de pontos se derivarem de
diferentes mecanismos de reacao; sdo considerados como fon produto tanto os
de segunda, quanto os de terceira geracao; a espectrometria de massas pode ser
considerada de alta resolugdo se for tipicamente superior a 10000 para todo o
intervalo mdssico a 10% do vale. LR — Low Resolution. HR — High Resolution

Ainda segundo estes critérios, pelos menos dois fons (um precursor
e um produto) devem ser monitorados para se atingir a pontuacio
de identificagdo minima de trés em espectrometros de massas da
alta resolucdo.

Cabe avaliar que estas definicdes da Comunidade Europeia ndo
levam em considerac@o a exatiddo da razdo m/z para a confirmagado
de um contaminante quimico, desconsiderando instrumentos que
tém exatiddo de massas de até 5 ppm, que fornecem especificidade
suficiente para a confirmag@o dos compostos alvo e permitem a atri-
buicdo de possiveis composi¢des elementares, mas que nao fornecem
resolucdo superior a 10.000."” Assim, novos critérios foram propostos
para a atribuicdo da pontuagdo de identificagdo que usam o erro ab-
soluto ou relativo de massas ao invés da resolucéo de massa, sendo
que o segundo ainda traria a vantagem de que o critério de pontuacéo
seria vdlido dentro de uma faixa de massas, independentemente dos
valores de m/z." Segundo estes critérios, o monitoramento de dois
fons, com erros de massas no intervalo de 2 a 10 ppm, seria suficiente
para se atingir a pontuacdo minima de identificacdo. Por exemplo,
usando a dissociagdo por colisiio induzida, instrumentos do tipo QToF
poderiam adquirir espectros ricos em fragmentos e, consequentemen-
te, mais pontos seriam atribuidos para a confirmacio do composto.

O FDA dos EUA exige que a abundancia relativa entre dois fons
produtos monitorados coincida com a do padrio analitico da subs-
tancia em +10% de tolerancia, sendo que quando sdo monitorados
trés fons fragmentos essa tolerdncia sobe para + 20%.!9" E importante
ressaltar que as abundancias relativas entre os fons de macrolideos
obtidos em espectrometria de massas permanecem consistentes
dentro de um mesmo dia de andlise, mas podem variar entre anélises
realizadas em dias diferentes.?' Desta forma, as intensidades relativas
dos fons de macrolideos devem ser comparadas com seus padrdes
analiticos sob as mesmas condicdes analiticas, ou seja, na mesma
batelada de andlises.”®* A consisténcia nos tempos de retengio
cromatografica e também das abundancias relativas entre os {ons no
espectro de massas sdo essenciais para a confirmagdo da presenga
dos macrolideos nas amostras.

PRESENCA DE MACROLIDEOS EM ALIMENTOS E
ASPECTOS DE REGULAMENTACAO

A presencga de macrolideos na cadeia alimenticia como conse-
quéncia de seu uso na medicina veterinaria tem preocupado o meio
académico e as autoridades reguladoras e fiscalizadoras, devido a
seu impacto em questdes de satde publica e de comércio internacio-
nal. A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) trata dos problemas

Quim. Nova

relacionados a presenca de contaminantes em alimentos em relatdrios
emitidos pela Organizagdo das Nacdes Unidas para a Agricultura e
Alimentagdo (Food and Agriculture and Organization of the United
Nations — FAO).'?”

Para garantir a seguran¢a na cadeia de suprimento de alimentos
aos consumidores e viabilizar o comércio internacional de alimentos,
6rgdos internacionais (Codex Alimentarius)''° e blocos econdmicos
regionais (Unido Europeia e MERCOSUL) — através de 6rgdos e
comités especializados em seguranga alimentar,'>!"" assim como
agéncias nacionais de regulamentacio (FDA, MAPA e Ministério
da Saude do Brasil, Ministério do Trabalho e do Bem-Estar do
Japao)''1 estabeleceram LMR de antimicrobianos nos alimentos,
incluindo os macrolideos, com bases em dados toxicol6gicos, como
os valores aceitdveis de ingestdo didria, e na capacidade de deteccio
e quantificac@io dos métodos analiticos disponiveis. A Tabela 3 indi-
ca 0s LMR estabelecidos pela Comunidade Europeia,' pelo Codex
Alimentarius,'” pelo Ministério da Agricultura do Brasil,!'? pelo
Ministério da Sadde, do Trabalho e do Bem Estar do Japao''* e pelo
FDA dos EUA!" para alguns macrolideos.

No Brasil, o Ministério da Satdde, através da ANVISA, € o 6rgio
que coordena e controla as atividades de inspeg¢ao, registro e controle
de risco, bem como estabelece normas e padrdes relativos a seguranga
alimentar. Em 2003 a ANVISA oficializou o Programa Nacional de
Andlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
Expostos ao Consumo — PAM Vet, com o objetivo de operacionalizar
o controle e a fiscaliza¢@o dos residuos de medicamentos veterinarios
em diversas matrizes alimentares como leite bovino, carne de frango,
carne bovina, carne suina, pescado, ovo de galinha e mel de abelha.
Porém, até o momento, apenas andlises em amostras de leite vém
sendo realizadas. O leite vem sendo monitorado quanto a presenca de
diversos farmacos, e a eritromicina € a inica substancia representante
do grupo dos macrolideos monitorada por este programa.''®

O MAPA compartilha as atividades de vigilancia sanitdria com
a ANVISA e em 1995 instituiu o Plano Nacional de Controle de
Residuos Bioldgicos em Produtos de Origem Animal (PNCRB), o
qual prevé a adogdo de programas setoriais de controle de remanes-
centes residuais em carne, leite, mel, ovos e pescado, em decorréncia
do uso de agrotoxicos e medicamentos veterindrios, ou por acidentes
envolvendo contaminantes ambientais.'> O PNCRB de 2010 prevé a
determinagdo de residuos de representantes das classes dos macro-
lideos em algumas matrizes como carne de suinos, de equinos, de
bovinos e de aves e mel.!'?

Lamentavelmente, a fiscalizacio e a comunicagdo de risco com
relagdo a presenca de contaminantes em alimentos no Brasil tém
ocorrido principalmente como consequéncia da ndo adequacio
as exigéncias do mercado externo, deixando em segundo plano a
protecdo da satide da populac@o propriamente dita.!'® Desta forma,
no caso dos limites maximos de residuos ndo estarem estabelecidos
pelo MAPA, utilizam-se os internalizados no Mercado Comum do
Sul (MERCOSUL), os recomendados pelo Codex Alimentarius, os
constantes nas Diretivas da Comissdo da Unido Europeia e/ou os
utilizados pelo FDA.

E importante ressaltar que a josamicina ndo estd incluida na
lista de medicamentos veterindrios permitidos para uso em animais
para a produgdo de alimentos pelo MAPA, pelo FDA e pelo Codex
Alimentarius."'*"*!"7 O MAPA e o FDA também nio incluem a
espiramicina dentre os antimicrobianos permitidos na pecudria.!'>!’
Dentre os LMR estabelecidos pelo MERCOSUL, o tnico antimicro-
biano da classe dos macrolideos citado € a eritromicina.!'' A Unido
Europeia baniu o uso de espiramicina e tilosina como aditivos a racio
(como promotores de crescimento) devido a crescente preocupacio
com a transferéncia de resisténcia entre diferentes bactérias e entre
animais e humanos.*
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Tabela 3. Limites maximos de residuos (em pg kg!) de alguns macrolideos em vdrias matrizes alimenticias

Macrolideo Residuo Espécie Matriz LMR = LMR E:lfrf?rléiiz LMR LMR LMR
Marcador* P (UE)® (CA)'° (MAPA)' (MERCOSUL)!""  (FDA)'®  (Japdo)''
Todas as produtoras de alimentos 200
Gado, suinos, frangos Misculo 200 400 100 50
ERT ERT A Frango 100 125
Abelha Mel 10
Gado Leite 40 40 40
Galinha Ovos 150 50 200 25 90
Gado, frango 200 200
ESP ESP e NEP Miisculo
Suinos 300 200
Todas as produtoras de alimentos - 50
exceto aves
Frango 75 250 70
M M Suinos Musculo 100 1000 100 100
Gado 100 300 100 100
Caprinos 100 100 100
Todas as produtoras de alimentos 100
Suino 100 100 200 50
Gado Miisculo 100 100 200 50
Aves 100
TLO TLO A
Frango 100 200 50
Galinha Ovos 200 300 200 200
Gado Leite 50 100 50 50
Abelha Mel 10
JOS Aves, suinos Misculo 200

UE: Uniao Europeia; CA: Codex Alimentarius; ESP: espiramicina; ERT: eritromicina; NEP: neoespiramicina; TLM: tilmicosina; TLO: tilosina; JOS: josamicina.
* Residuo marcador: residuo cuja concentracdo decresce em uma correlagdo conhecida com a concentrac@o de residuos totais nos tecidos animais, no ovo, no

leite ou no mel.

CONCLUSOES

Os macrolideos sdo antimicrobianos comumente usados na
medicina veterindria que estdo sob a regulamentacéio das agéncias
nacionais e internacionais de seguranca alimentar e podem eventu-
almente ser encontrados nos alimentos.

Dentre as técnicas para tratamento de amostras alimenticias para
andlise de macrolideos, a extragdo em fase sélida com cartuchos HLB®
tem se destacado, j4 que a complexidade deste tipo de matriz leva a
necessidade de limpeza e concentraco do extrato. Ainda assim, o uso
de outras fases estaciondrias e técnicas como a particdo e a extracio
liquido-liquido tém sido reportadas. A selecdo do método de extracao
depende da natureza da matriz e do tipo de estudo a ser realizado.

A espectrometria de massas vem significativamente substituindo
as técnicas de detec¢do Otica (ultravioleta, arranjo de diodos e fluo-
rescéncia) e eletroquimica em métodos quantitativos multirresiduos
para deteccdo de macrolideos em matrizes alimenticias.

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

de degradacdo ou biodegradacao e, também, de subprodutos intrin-
secos a seus processos de produgio.

Apesar de apresentarem repetibilidade fraca e faixas dindmicas
relativamente estreitas, os espectrometros de massas 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 possibi-
lidade de realizar experimentos do tipo MS". Os espectrOmetros de
massas do tipo QLIT retdnem 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 espectrdometro de massas venha a ganhar
importancia nesta drea, devido a sua capacidade de realizar andlises
nos modos SRM e de varredura do {on produto simultaneamente com
boa detectabilidade.

A técnica de UHPLC surgiu mediante os recentes avancos na
tecnologia de separacdo cromatografica, permitindo o uso de colu-
nas 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 andlise, mantendo a eficiéncia de
separagdo e melhorando a sensibilidade, em comparacdo a técnica
de LC-MS/MS.
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A aplicacido da técnica de UHPLC acoplada a espectrometros de
massas do tipo ToF ou QToF para selecionar, quantificar e identificar
macrolideos e seus produtos de degradacdo em matrizes complexas
vem sendo reconhecida devido as caracteristicas de rdpida separacio
cromatogréfica, alto poder de resolu¢do, capacidade de medi¢do de
massa exata e excelente sensibilidade no modo de varredura completa.
Ha de se reconhecer as limitagdes destes instrumentos com relacio
a repetibilidade e faixa dinamica quando comparados ao QqQ, mas
ainda assim eles tém demonstrado boa aplicabilidade na andlise de
macrolideos em niveis traco nos alimentos.

A validac@o dos métodos analiticos para a quantificagao de macro-
lideos em matrizes alimenticias ndo somente garante a confiabilidade
e a aplicabilidade dos mesmos para fins regulatérios, mas também
permite a comparacio entre as vdrias técnicas analiticas disponiveis
e a proposi¢do de novas metodologias e técnicas para este fim. As
normas regulatdérias e os guias para validacdo tém que estar em
constante revisao, de maneira a se adequarem as novas tecnologias
disponiveis, melhorando o aproveitamento dos recursos que estes
novos instrumentos oferecem.

A espectrometria de massas € uma ferramenta analitica poderosa
e os vdrios tipos de espectrometros de massas continuam a apresentar
papéis complementares na determinacdo de macrolideos e compostos
relacionados. Os avancos nesta drea da quimica analitica devem me-
lhorar a capacidade de determinar macrolideos, bem como de outros
contaminantes em alimentos, 8 medida que instrumentos mais avan-
cados, como os QLIT, se tornem mais acessiveis aos laboratérios das
agéncias de fiscalizac@o de seguranga alimentar, trazendo beneficios
ao comércio internacional de alimentos e a seguranga do consumidor.
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