Quim. Nova, Vol. 36, No. 5, 697-710, 2013

0 ESTADO DA ARTE NA DETERMINACAO DE RESIDUOS DE MEDICAMENTOS VETERINARIOS EM
ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL EMPREGANDO TECNICAS CROMATOGRAFICAS ACOPLADAS A

ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Osmar D. Prestes, Manoel L. Martins, Caroline do A. Friggi, Juliana S. Munaretto, Martha B. Adaime e Renato Zanella*
Departamento de Quimica, Universidade Federal de Santa Maria, 97105-900 Santa Maria — RS, Brasil

Recebido em 13/8/12; aceito em 3/12/12; publicado na web em 8/3/13

isdo

Rev

THE STATE OF THE ART IN DETERMINATION OF VETERINARY DRUG RESIDUES IN FOODS OF ANIMAL ORIGIN
USING CHROMATOGRAPHIC TECHNIQUES COUPLED TO MASS SPECTROMETRY. The determination of veterinary drug
residues in foods of animal origin is an important issue because of the risk these compounds pose to human health in addition to their

persistence and tendency to bioaccumulate. In recent years, significant progress has been made in the area and this review presents
the state of the art in sample preparation procedures associated with chromatographic techniques coupled to mass spectrometry for
multiresidue determination of veterinary drugs in food of animal origin at concentration levels suitable for the control of residues

and contaminants in food.
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INTRODUCAO

A determinagd@o de residuos de medicamentos veterindrios em
alimentos de origem animal € importante devido ao risco que estes
compostos oferecem a saide humana, tais como disfuncdes hepaticas
e digestivas, problemas cardfacos e reagdes alérgicas, além da sua
persisténcia no meio ambiente e tendéncia de bioacumulag@o. Nas
ultimas décadas, laboratérios vém desenvolvendo métodos para a
determinagdo destes compostos em alimentos. Contudo, a maioria dos
métodos estd longe das condi¢des que sdo consideradas ideais, tais
como, rapidez, confiabilidade, seletividade e detectabilidade aceitdvel.

Alimentos de origem animal como carnes, visceras, leite, ovos
e mel, dentre outros, sdo matrizes comumente analisadas em labora-
térios de rotina, apresentando frequentemente residuos de diversas
classes de medicamentos veterindrios.! Assim, é de fundamental
importancia o desenvolvimento de métodos multirresiduo para a
determinacgdo de medicamentos veterindrios em alimentos de origem
animal.

Neste trabalho de revisdo apresenta-se o estado da arte nos pro-
cedimentos de preparo de amostra, bem como das técnicas cromato-
gréficas acopladas a espectrometria de massas descritas na literatura
para a determinag@o multirresiduo de medicamentos veterindrios em
alimentos de origem animal em niveis de concentragdo adequados
(faixa de ng ou ug kg') para o controle de residuos e contaminantes
em alimentos.

Classificacdo dos medicamentos veterinarios

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica
os medicamentos veterindrios como toda e qualquer substancia apli-
cada em qualquer animal destinado a produgio de alimentos com fins
terapéuticos, profildticos, de diagndstico, ou para modificar as fungdes
fisioldgicas, de comportamento ou como promotor de crescimento.?

Na pecudria moderna os medicamentos veterindrios tém sido
amplamente utilizados e administrados como aditivos em dgua ou nos
alimentos dos animais destinados ao consumo humano, com o intuito
de prevenir o aparecimento de doencas e também como promotores
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de crescimento.’ Além disso, agentes promotores de crescimento sdo
aplicados para estimular o crescimento dos animais, o que € conside-
rado uma prética abusiva no uso desses medicamentos.? No entanto,
essas substancias podem ocorrer nos alimentos derivados dos animais
tratados e podem exercer efeitos genotdxicos, carcinogénicos, endo-
crinos, entre outros.* A agéncia Food and Drug Administration (FDA),
dos Estados Unidos, e a Unido Europeia exigem um severo controle
no uso destes compostos envolvidos na produgdo de alimentos.>” De
acordo com estes 6rgdos reguladores, estas substancias sdo classifi-
cadas em dois grupos, juntamente com outros compostos: o grupo A
compreende as substincias com efeito anabolizante e substancias nao
autorizadas (estilbenos, agentes antitireoideos, esteroides, lactonas
do 4cido resorcilico, beta-antagonistas e nitrofuranos) e o grupo B,
medicamentos veterindrios e outros compostos autorizados, mas
que possuem limites estabelecidos (bactericidas, anti-helminticos,
carbamatos e piretroides, sedativos, anti-inflamatdrios nao esteroides,
organoclorados e organofosforados).®?

Residuos de medicamentos veterinarios

De acordo com a norma NBR ISO 22000 o termo “seguranga
alimentar” descreve aspectos relacionados a inocuidade, ou seja,
os alimentos ndo devem constituir vias de exposic¢do a perigos que
possam causar danos a satde, sejam eles agentes bioldgicos, fisicos
ou quimicos.'” Entre os perigos quimicos existentes, destacam-se 0s
residuos e contaminantes.'' A Food and Agriculture Organization
(FAO), 6rgao das Nagoes Unidas, define o termo “residuo” como a
fracdo de uma substancia, seus metabdlitos, produtos de conversiao
ou reagdo e impurezas que permanecem no alimento proveniente de
produtos agricolas e/ou animais tratados com estas substancias.'> O
termo “contaminante” € definido como qualquer substancia que ndo
seja intencionalmente adicionada aos alimentos. Os contaminantes
podem estar presentes nos alimentos como resultado das etapas de
produgio, transformacio, acondicionamento, embalagem, transporte
e armazenamento do alimento."?

As deficiéncias nas boas praticas para a utilizagdo de medica-
mentos de uso veterindrio incorrem no aparecimento de residuos que,
em niveis acima dos Limites Maximos de Residuos (LMR), podem
representar risco a saide humana. Estes riscos estdo estritamente
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correlacionados com o desrespeito as instrugdes de uso, tais como:
espécie alvo, dosagem, via de administragio e periodo de caréncia.*!?
As organizacdes internacionais envolvidas com a saide publica,
como o Joint Expert Committee on Food Additives (JECFA), 6rgio
do Codex Alimentarius," o FDA dos EUA® e a Agéncia Europeia
de Medicamentos,' estabelecem valores para LMR. No Brasil, a
competéncia para estabelecer LMRs de residuos e contaminantes em
alimentos € do Ministério da Saude, através da ANVISA.?

Para garantir que um método analitico possa ser empregado para
a determinagdo de residuos e contaminantes em alimentos, 0 mesmo
deve ser validado.'” H4 vdrios conceitos e defini¢cdes relacionados
a validagdo de métodos analiticos, provenientes tanto de pesqui-
sadores'®! como de agéncias e normas reguladoras nacionais®*** e
internacionais.'>* Antes de um método analitico ser implementado
para andlises de rotina, ele deve primeiramente ser validado para
demonstrar que é adequado para seu uso pretendido.?* Recentemente
o Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento publicou um
manual de garantia da qualidade analitica.”> Excelente trabalho de
revisdo foi publicado em 2008 por Paschoal et al.?® sobre os para-
metros de validacdo para métodos de determinacio de residuos de
medicamentos veterindrios em alimentos.

Programas de monitoramento de residuos de medicamentos
veterinarios

O Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem Animal (PNCRC) foi instituido pela Portaria
n° 51, de 6/05/1986, sendo sua adequagio realizada pela Portaria n°
527, de 15/08/1995.2 E um programa do Ministério da Agricultura,
Pecudria e Abastecimento (MAPA), que visa garantir a satide do con-
sumidor por meio de um monitoramento da presenca de residuos de
medicamentos veterindrios e contaminantes ambientais em produtos
de origem animal (carnes, leite, pescado e mel).?® Um dos principais
objetivos do PNCRC € integrar o esfor¢o destinado a melhoria da
produtividade e da qualidade dos alimentos e, secundariamente, pro-
porcionar ao pafs condi¢des de se adequar, do ponto de vista sanitario,
as regras do comércio internacional de alimentos, preconizadas pela
Organizagdo Mundial do Comércio (OMC) e outros 6rgéos, como
FAO e Organizagdo Mundial da Saide (OMS).?

Em 2002, a ANVISA iniciou a implantagdo do Programa de
Andlise de Residuos de Medicamentos Veterindrios em Alimentos
de Origem Animal (PAMVet) visando fortalecer os mecanismos
de controle sanitario. Entre os alimentos selecionados, destaca-se
o leite bovino, porém outras matrizes como carnes (frango, bovina
e suina), pescado, ovos e mel, deverdo fazer parte do escopo mo-
nitorado, devido ao grande consumo destes produtos.” Entretanto,
até o momento, apenas andlises em leite foram efetuadas e o dltimo
relatério, divulgado em 2009, destaca os resultados para antimicro-
bianos e antiparasitdrios em amostras de leite expostas ao consumo
humano, coletadas em 2006/2007.*° Em relagio aos antimicrobianos
foi detectada a presenca de B-lactimico (cefapirina), tetraciclinas
(oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina), sulfonamidas (sulfa-
tiazol, sulfametazina e sulfadimetoxina), florfenicol e cloranfenicol.
Com excecao do cloranfenicol (substancia de uso proibido, portanto
0 LMR ¢€ zero) e do florfenicol (que ndo possui LMR estabelecido),
para todos os outros antimicrobianos detectados os residuos estavam
abaixo do LMR. Para os antiparasitdrios, os resultados indicam um
considerdvel uso indevido de ivermectina nas vacas em lactag@o,
com residuos em 41,3% das amostras de leite UHT e 52,2% das
amostras de leite em pd. A doramectina apresentou residuos acima
do LMR em 0,2% do leite UHT e 5,8% do leite em pd. Os residuos
de abamectina foram abaixo do LMR. Os resultados indicaram que as
Boas Praticas Veterindrias ndo estio sendo seguidas pelos produtores,
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pois foram detectados residuos de medicamentos ndo autorizados ou
acima do LMR.

Determinacio de residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos de origem animal

A determinagdo de residuos de medicamentos veterindrios en-
volve uma etapa de extra¢do dos compostos de interesse e limpeza
do extrato, seguida da andlise cromatogréfica, geralmente acoplada
a espectrometria de massas. A Figura 1 destaca as principais etapas
envolvidas na andlise de medicamentos veterindrios em alimentos.

EXTRACAO

\

Aol LIMPEZA DO
—_— EXTRATO

2%

ANALISE

Intensidade

GC-MS LC-MS

Figura 1. Principais etapas da andlise de medicamentos veterindrios em
alimentos

Utilizacao de técnicas cromatograficas acopladas a espectro-
metria de massas na anilise de residuos de medicamentos
veterinarios

No inicio dos anos 1970 a cromatografia em camada delgada
(thin layer chromatography, TLC) foi amplamente utilizada na
andlise qualitativa de medicamentos veterindrios, como tireostdticos
e sulfonamidas em amostras de origem animal. A especificidade,
simplicidade de execugdo e possibilidade de atingir baixos limites de
deteccdo (limit of detection, LOD) tornaram a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (high performance liquid chromatography, HPLC)
com deteccio por fluorescéncia (fluorescence detector, FD) atrativa
para estas andlises. Outra técnica que apresentou LODs aceitdveis
foi a cromatografia gasosa com detec¢do por captura de elétrons (gas
chromatography with electron capture detection, GC-ECD), porém
demanda uma etapa de derivatizagdo dos compostos, sendo os rea-
gentes polifluorados os mais comumente empregados.*'*?

A HPLC com deteccdo espectrofotométrica na regido do
ultravioleta-visivel (UV) ndo possui seletividade e detectabilidade
suficientes para a determinacio de residuos de medicamentos vete-
rindrios em amostras de origem animal. Os sistemas de HPLC-UV
com derivatizagio pés-coluna foram muito utilizados com a finalidade
de diminuir tais limita¢des.**3*

Durante os anos 1990, observou-se a migragao dos métodos de
determinagio de medicamentos veterindrios empregando sistemas
de HPLC-UV e TLC para sistemas de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (gas chromatography coupled to mass
spectrometry, GC-MS). Esta mudanca ocorreu devido ao desenvol-
vimento de vdrios sistemas comerciais de GC-MS, que operavam
principalmente no modo de monitoramento do fon selecionado
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(selected ion monitoring, SIM). O modo SIM permitiu que os sis-
temas de GC-MS fossem considerados altamente seletivos e com
considerdvel especificidade e detectabilidade na andlise de residuos
de medicamentos veterindrios em amostras de origem animal. Mais
recentemente, o modo SIM foi substituido nos equipamentos de GC-
MS por sistemas que operam com a varredura completa (full scan,
FS) a baixa concentracio e/ou com a espectrometria de massas em
série (tandem mass spectrometry, MS/MS) entre outros.* Entre os
analisadores de massas normalmente empregados na determinagao
de residuos de medicamentos veterindrios destaca-se o triplo qua-
drupolo (QqQ) como o mais amplamente utilizado.* No final dos
anos 1990 passou-se a utilizar sistemas robustos de cromatografia
liquida acoplados a espectrometria de massas em série (liquid chro-
matography coupled to tandem mass spectrometry, LC-MS/MS).¥#
A introducdo de técnicas de ionizacgdo a pressdo atmosférica, como
a ionizagdo por eletronebulizac@o (electrospray ionization, EST)*
permitiu o emprego da técnica LC-MS/MS na determinagdo de
residuos de medicamentos veterindrios de elevado peso molecular
e termossensiveis.

A partir dos anos 2000 a espectrometria de massas de alta resolu-
¢ao (high resolution mass spectrometry, HRMS), altamente seletiva,
passou a ser amplamente empregada como detector na andlise de me-
dicamentos veterindrios em alimentos de origem animal.*® A HRMS
permite a obtencdo de espectros no modo de varredura, que propor-
cionam uma melhor caracterizacdo da composi¢do da amostra e da
estrutura de compostos desconhecidos ou suspeitos.***® Atualmente,
a HRMS compete fortemente com a MS em série cldssica pelo do-
minio dos métodos multirresiduo quantitativos, porém alteragdes na
instrumentagdo e nos softwares necessitam ser realizadas para que a
HRMS se torne uma técnica quantitativa preferencial -2

Técnicas de preparo de amostra empregadas na determinacio
de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos

O preparo de amostras geralmente envolve a extragdo dos
analitos e a subsequente limpeza do extrato com a finalidade de
isolar os compostos de interesse e remover interferentes da matriz
que afetam os sistemas de andlise, aumentando a concentragdo dos
analitos a niveis acima do LOD da técnica analitica.” Nos tltimos
anos tem havido um grande nimero de mudangas na abordagem do
preparo de amostra para a determinag¢ao de residuos e contaminantes
organicos em alimentos. Estas estdo intimamente relacionadas ao
grande nimero de aplicacdes envolvendo a cromatografia acoplada
a MS.>*% No passado, os métodos analisavam um nimero limitado
de compostos, geralmente uma Unica classe. Atualmente, a MS ofe-
rece a possibilidade de analisar um nimero maior de compostos em
uma unica andlise, propiciando o desenvolvimento de métodos de
extracdio e limpeza para o maior niimero possivel de analitos. O uso
da MS também permite a utilizagdo de métodos simples de preparo
de amostra do tipo dilute and shoot.>® Porém, devido ao efeito dos
constituintes da matriz, que promovem problemas como distor¢ao de
espectros, supressdo idnica e aumento do sinal analitico, sabe-se que
o desempenho desta técnica pode ser afetado. Portanto, mesmo com o
avanco nas técnicas de separacdo e de detecgdo, o preparo de amostra
continua sendo parte essencial do processo analitico visando alcancar
resultados confidveis e manter o bom desempenho do instrumento.>

Técnicas manuais de extracio de residuos de medicamentos
veterindrios

Extragdo solido-liquido e extragdo liquido-liquido
Nas tdltimas duas décadas, as técnicas mais amplamente utilizadas
para extracio de medicamentos veterindrios em alimentos de origem
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animal foram a extrago sélido-liquido (solid liquid extraction, SLE)
e extracdo liquido-liquido (liquid liquid extraction, LLE).>*>’ A SLE e
a LLE consistem na extragdo sucessiva de amostras sélidas e liquidas,
respectivamente, com solvente organico empregando agitagao vigo-
rosa. Estas técnicas t€m sido aplicadas para amostras de alimentos
de origem animal como carnes, visceras, ovos e leite na extragdo de
diferentes classes de medicamentos veterindrios.>*’

A abordagem realizada durante o desenvolvimento e/ou aplicag¢ao
destas técnicas depende da natureza das amostras (isto €, liquidas
ou sélidas) e das propriedades fisico-quimicas dos compostos de
interesse (polaridade, pKa etc.). Em geral, a maioria destas técnicas
emprega solventes organicos em alguma de suas etapas. A acetonitrila
¢é considerada um dos melhores solventes, uma vez que promove
uma extragdo bastante eficiente (altos percentuais de recuperagio) e
extrai baixas concentrag¢des de coextrativos da matriz, sendo eficaz
na desnaturagdo de proteinas e na inativa¢do de enzimas.*® Metanol
e acetato de etila também sdao amplamente utilizados, porém extraem
elevadas quantidades de coextrativos da matriz.>*>’

Nos ultimos anos vdrias técnicas de extragdo e limpeza foram
desenvolvidas com o objetivo de utilizar uma menor quantidade de
solventes. Porém, as técnicas LLE e SLE continuam sendo amplamen-
te empregadas, devido a simplicidade de execucdo. A desvantagem
na utilizagao destas técnicas para a extracio de compostos lipofilicos
em amostras com alto teor de gordura estd relacionada com a grande
quantidade de coextrativos lipidicos.

Extragdo liquido-liquido com parti¢do a baixa temperatura

A utilizagdo de temperaturas muito baixas (-70 °C) para sepa-
ragdo de coextrativos gordurosos presentes nos extratos obtidos por
extragdo liquido-liquido de amostras de origem animal foi descrita
originalmente por Juhler,”” no entanto, o uso de temperaturas tio
baixas dificulta a aplica¢do da técnica na rotina. Recentemente a
aplicac@o de temperaturas mais amenas foi descrita para a limpeza de
extratos de amostras de leite® e de dgua.®! A técnica denominada ex-
tracdo liquido-liquido com parti¢ao a baixa temperatura (liquid-liquid
extraction with low temperature partitioning, LLE-LTP) consiste na
extragdo com um pequeno volume de solvente organico, geralmente
acetonitrila, seguida de resfriamento do extrato a -20 °C por algumas
horas até o congelamento da fase aquosa e a precipitacdo dos sélidos
gordurosos, que ficam aprisionados na fase congelada. A acetonitrila
permanece liquida, sendo retirada facilmente e o extrato pode ser
analisado.®

Recentemente, aplicagdes das técnicas de LLE e SLE combinadas
com limpeza baseada na PBT, foram descritas para a determinagao de
piretroides em amostras de origem animal (leite, manteiga e mel)%6364
e outras matrizes como dgua, bebidas e vegetais.®>® Esta técnica
apresenta a vantagem de ser facilmente executada e tem sido aplicada
com sucesso para o preparo de amostra visando a determinagdo de
residuos de medicamentos veterindrios em musculo suino,® misculo
bovino? e leite.®

Método QuEChERS

Anastassiades et al.” introduziram um procedimento de preparo
de amostra para extragdo de residuos e contaminantes denominado
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe). Este
método tem como vantagens ser rapido, facil, econdmico, efetivo,
robusto e seguro, explorando as possibilidades oferecidas pela ins-
trumentacdo analitica moderna.” Inicialmente desenvolvido para ser
aplicado na extracdo de residuos de agrotéxicos em alimentos de
origem vegetal, vem ganhando espago também na analise de residuos
de medicamentos veterindrios em alimentos de origem animal.”-"?

O método QUEChERS envolve as seguintes etapas: extra¢do
(agitagdo manual ou mecanica da amostra e acetonitrila (geralmente
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na propor¢do 1:1); particio: adi¢do de sais para promover o efeito
salting out, o tamponamento do pH do meio, além da remocdo de
dgua) e limpeza do extrato (realizada por extracdo em fase sélida
dispersiva (dispersive solid phase extraction, D-SPE).® A extragdo
em tubo fechado possui as vantagens de possibilitar a extracdo em
campo e evitar a necessidade de lavagem do homogeneizador entre
as extracdes.® A utilizagdo de acetonitrila como solvente extrator
permite que um grande escopo de analitos seja extraido, sendo ade-
quada para as determinagdes por LC e GC. Os métodos multirresiduo
que utilizam acetonitrila, desenvolvidos até entdo, ndo empregavam
adic@o de nenhum tipo de solvente apolar no processo de parti¢do.”*”
Na extracdo com acetonitrila, a adi¢do de sais € muito conveniente,
uma vez que € rapida, facil, apresenta baixo custo, ndo dilui o extrato
e proporciona a separagio das fases orgénica e aquosa.’”®”’

A utiliza¢@o de sais secantes como sulfato de sédio (Na,SO,) tem a
finalidade de melhorar a recuperagéo de analitos polares.” No método
QuEChERS a escolha do MgSO, ocorreu devido a maior capacidade
de remover dgua quando comparado a outros sais e sua hidratacio
¢ uma reacdo exotérmica que aquece a amostra entre 40 e 45 °C,
favorecendo a extragdo, especialmente dos compostos apolares.**”

Prestes et al.

Quim. Nova

A versio original deste método apresentou excelentes resultados
em diferentes tipos de amostras.”*' Porém, algumas aplica¢es mos-
traram que certos compostos apresentavam problemas de estabilidade
e/ou recuperagdo de acordo com o pH da matriz.%># A utilizagéo de
tampdes de pH através da adicao de sais como, por exemplo, acetato
de sédio (pH 4,8) e mistura de sais citrato (faixa de pH 5,0 a 5,5)
promove recuperagdes satisfatorias para compostos dependentes do
pH, independente da matriz utilizada.®*

A Tabela 1 apresenta aplica¢des que utilizam o método
QuEChERS no preparo de amostras de alimentos de origem animal,
visando a determinacdo de residuos de medicamentos veterindrios. As
modificagdes ja realizadas no método QUEChERS indicam um futuro
promissor na andlise multirresiduo de medicamentos veterindrios.
O método tem sido empregado de forma satisfatoria quando aliado
a MS, porém nio estd limitado somente a este tipo de detector.’>%3

O método QUEChERS foi desenvolvido para matrizes com mais
de 75% de dgua e posteriormente foi adaptado para outras matrizes
com baixo teor de dgua. Para produtos com teor de dgua abaixo de
25%, tais como cereais, frutas secas e algumas matrizes de origem
animal, a quantidade de amostra utilizada na extracéo ¢ reduzida e é

Tabela 1. Métodos que empregam QUEChERS no preparo de amostras de origem animal para determinacdo de medicamentos veterindrios

Téenica LOD/LOQ  Recuperacio
Analitos Amostra Procedimento de extracdo Limpeza de andlise CCo/CCB (%) Ref.
(g ke (RSD,%)
5 gamostra+5mL H,0+20mL MeCN D-SPE: 1 mL extrato reconsti-
— agitagdo vortex 30 s + banho de ul- tuido — 25 mg PSA — agitacdo
trassom 2 min — 2 g NaCl — agitacdo vortex 30 s — centrifuga¢do —
. vqrtex 2 min + ba{lho de ultrassom 2 injegdo de 100 uL LCESL  CCa: 0,002
cloranfenicol mel min — centrifuga¢do — recolher o so- MS/MS  CCB: 0,006 83-89 (£3,9) 85
brenadante — adicionar 20 mL MeCN o
— (repetir todo o processo) — misturar
os dois sobrenadantes — evaporacdo —
reconstituicdo em 1 mL de MeCN
10 g amostra + 10 mL 1% HAc em 2 mL extrato — filtragdao 0,20
18 antibidticos MeCN + 10 mL Na,EDTA 0,1 M — pm — dilui¢do (1:1) com 0,01%
. leite  agitagdo vortex 1 min - 4 g MgSO,+1 de HF— misturar os dois sobre- 86
multiclasse L . =
g CH,COONa — agita¢do vortex 1 min nadantes — evaporagdo — re-
— centrifugagdo — extrato constitui¢do em 1 mL de MeCN
D-SPE: extrato — 500 mg C18 +
. 10 gamostra+ 12 mL. MeCN — agitacdo 1,5 gMgSO, — agitacio vortex 1
38 anti- . . . <
P . vortex 1 min — 4 gMgSO, + 1 gNaCl— min — centrifuga¢do — sobrena-
helminticos leite L . . - " o 87
. agitacdo vortex 1 min — centrifugacdo dante — evaporagio a 50 °C com
multiclasse Lo
— extrato N, — reconstitui¢do com 2,5 mL
DMSO — ultrassom
21 10 g amostra + 10 mL 1% HAc em 1 mL extrato — diluicdo (1:1)
medicamentos MeCN + 10 mL Na,EDTA 0,1 M — com 0,01% de HF — filtracio UHPLC- LOD: 0,1-4,0 63.0-122.3
.. leite agitacdo vortex 1 min -4 g MgSO,+1 0,20 um — injecdo de 5 uL ESI-MS/ LOQ: 0,3-10,0 ’ ’ 88
veterinarios . . (£25)
. g CH,COONa — agitagio vortex 1 min MS
multiclasse . <
— centrifugacdo — extrato
Leite de cabra:
D-SPE: extrato — 500 mg C18 + .
o Leite de
1,5 g MgSO, — agitacdo vortex cabra
1 min — centrifuga¢do — 6 mL CCo:
sobrenadante + 250 uL DMSO ' .
~ 2,08-2,2 Leite de cabra
— evaporacdo da MeCN a 50 CCP: 105.0-110.0
Monepantel leite de 10 gamostra+ 12 mL MeCN — agitacdo °C com I\IZ — filtragdo 0,20 um UHPLC- 2.16-2.41 (<4.0)
cabrae vortex 30s -4 gMgSO,+ 1 gNaCl > — injegdo de 5 uL
e monepantel - : . - . ESI-MS/ 89
carne  agitacdo vortex 1 min — centrifugagdo Carne ovina: . .
sulfona . MS Carne ovina  Carne ovina
ovina  — extrato D-SPE: 1 mL extrato — 50 mg
CI8 + 150 mg MgSO, —> agita- ccu 90.0-131.0
. s VieSh, = 28 746-771 (<142)
¢do vortex 1 min — centrifuga-
30 — 600 pL sobrenadante + CcCp:
¢ " 855-898

600 uL DMSO — evaporagdo da
MeCN a 50 °C com N, — filtra-
¢d0 0,20 um — inje¢do de 5 L
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Tabela 1. continuacdo
Técnica LOD/LOQ  Recuperacdo
Analitos Amostra Procedimento de extraciao Limpeza de andlise CCa/CCB (%) Ref.
‘ (ngkg") (RSD,%)
D-SPE: 5 mL extrato — 250 mg
PSA + 750 mg MgSO, — agi-
10 g amostra + 10 mL 1% HAc em tagdo vortex 1 min — centrifu-
13 antibidticos ) - MeCN — agitagdo vortex 1 min - 4 ¢ gagdo — 2 mL sobrenadante — LC-ESI- . 33,0-118,0
multiclasse camarao MgSO, + 1,75 g NaCl — agitacdo vortex ~ evaporagdo com N, — redisso- MS/MS LOD: 0,06-7,1 (£14,9) %0
1 min — centrifugaco — extrato lugdo com 2 mL de MeOH:H,0
(2:8 v/v) - filtragao 0,45 um —
injegdo de 20 uL
5 g amostra + 10 mL dgua — agitacdo SPE: 1 mL extrato — cartucho
vortex 1 min — 1% HF em MeCN — WAX — eluicdo 1 mL 1% HF em
agitacdo vortex 1 min — 4 g MgSO, MeCN — dilui¢do (1:1) 1% HF LC-ESI- LOD: 0,02 38.1-99 4
fumagilina mel + 1 g NaCl + Na,CH,O, - agitagdio em MeCN — injegdo de 10 uL LOQ: 0,07 } ! 91
o L . - MS/MS (49
mecanica 10 min — centrifugagdo —
sobrenadante — diluicdo com 20 mL de
1% HF em MeCN — extrato
25 10 g amostra + 10 mL 1% HAc em | mL extrato — dilui¢do (1:1 v/v)
. MeCN + 10 mL Na,EDTA 0,1 M — com solucdo de MeOH/0,05% de UHPLC-
medicamentos o . . - 51,0-96,0

S ovos agitacdo vortex 1 min - 4 g MgSO,+1 HF— filtracdo 0,2 um — ESI-MS/ - 92
veterindrios o . - (£32,0)

. g CH,COONa — agitagdo vortex 1 min  injecdo de 5 uL MS
multiclasse . =

— centrifugacdo — extrato
5 g amostra + 5 mL H,0 + 10 mL 1% D-SPE: 1 Il:lL e~xtrat0 — 150 mg LOD: 3,2-16,0
PSA — agitagdo 30 s — centri- LOQ: 10,0-
21 HAc em MeCN/H,O (80:20 v/v) — - -
. . A . fugacdo — filtracdo 0,2 ym — UHPLC- 30,0
medicamentos  musculo agitacdo 15 min —» 4 g MgSO, + 1 g .°.°_ - 65,6-117,9
veterindrios de frango NaCl, 1 g Na,C.H.O, + 0,5 g disodium diluigdo (1:1 v/v) com solugdo ESI-MS/  CCa 18,5- (£22,1) 73
. g0 VL 18 Wity T U § dLSOGUIN g HE em MeCN/H,O (50:50  MS 411,8 =5
multiclasse citrate sesquihydrate — agitagao 15 min -
. ~ v/v) — injegdo de 5 uL CCB: 26,3-
— centrifugacdo — extrato
423,6
D-SPE: extrato + 500 mg PSA — LOQ: 5,0-60,0
16 antibisticos  misculo 5 gamostra+ 15 mL 1% H~Ac em MeCN con.ta.to }5 min — centrifugagdo LC-ESI- CCou: 13,0- 22.0-93.0

. . — 4 g MgSO, — agitacdo 15 min - — injecdo de 20 uL 249,0 93

multiclasse bovino 2 ; ~ MS/MS (£19,0)

agitacdo 30 s — centrifugacdo — extrato CCB: 16,0-

298,0
20 S gamostra+ 15mL 1% HAcem MeCN  D-SPE: extrato + 500 mg NH,
medicamentos ~ miusculo +10mL Na,EDTA 0,1 M — agitacdio — — contato 15 min — agitacdo - LC-ESI- ) 55,0-89,0 o4
veterindrios de frango 5 g MgSO, — agitacdo vortex 30 s — centrifugacdo — inje¢iode 3uL  MS/MS (14,0
multiclasse centrifugacdo — extrato
D-SPE: | mL extrato — 150 mg LOQ: 5,0-10,0

38 anti- leiteou 10 g amostra + 10 mL MeCN — 4 ¢ MgSO,+ 50 mg C18 — agitagio CCo: 11,0-

P ’ - . . . ~ LC-ESI- 51,0-128,0
helminticos figado MgSO, + 1 g NaCl — agitagdo | min vortex 1 min — centrifugacio — MS/MS 1721,0 (<27.0) 95
multiclasse bovino  — centrifuga¢do — extrato injecdo de 10 pL CCB: 11,0- -

1943,0

LC-ESI-MS/MS: liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry with electrospray ionization; UHPLC-ESI-MS/MS: ultra high performance
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry with electrospray ionization.

efetuada uma adigéo de dgua para melhorar a eficiéncia de extragdo.”

Nos tltimos anos, o0 método QUEChERS tem sido adotado com
frequéncia no preparo de amostra para analise de medicamentos
veterindrios em alimentos. A relagdo entre a quantidade de amostra
e de solvente (1 g mL™") utilizada no método QuEChERS ¢ baixa se
comparada com os valores tipicos de 2 a 5 g mL"! dos métodos que
utilizam solventes apolares.® Portanto, sem considerar a possibilidade
de variacdo da intensidade do ruido proveniente da matriz, a relacio
desfavoravel entre a quantidade de amostra e de solvente no método
QuEChERS pode conduzir a valores de LOQ mais elevados. Entretanto,
considerando a alta detectabilidade das técnicas cromatograficas
disponiveis atualmente, o0 método QUEChERS € adequado para o
preparo de amostra visando o controle de residuos de medicamentos
veterindrios em alimentos. Porém, nos tltimos anos esta limitacdo
vem sendo contornada com a possibilidade de combinar os extratos
provenientes do método QuEChERS com outras técnicas como, por
exemplo, a microextragao liquido-liquido dispersiva (dispersive liquid
liquid microextraction, DLLME). Desta forma, hd a possibilidade de

concentracdo dos analitos sem que ocorra comprometimento com o
tempo de extracdo, custo e facilidade de execucdo.”””® O principio
basico da técnica DLLME, desenvolvida em 2006 por Rezaee et
al.,” é a dispers@io de um solvente extrator (imiscivel com dgua) e
um solvente dispersor (miscivel em dgua e no solvente extrator) em
uma solucdo aquosa, o que proporciona uma grande drea de contato
entre a fase aquosa e o solvente extrator. Uma mistura apropriada do
solvente dispersor e do solvente extrator € injetada rapidamente, com
auxilio de uma seringa, na solucdo aquosa. Apds leve agitagdo, uma
solugdo turva com microgotas € formada. As microgotas consistem no
solvente extrator mais o analito ja extraido. Apds centrifugacdo, ocorre
a sedimentacdo das microgotas formando uma fase sedimentada, que é
retirada com o auxilio de uma seringa sendo efetuada a quantificagdo
dos analitos pela técnica mais apropriada.'®1%!

Dispersdo da matriz em fase solida
Introduzida em 1989 por Barker e colaboradores,'”* a dispersao da
matriz em fase sélida (matrix solid phase dispersion, MSPD) combina
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diretamente a amostra com um sorvente (dispersante), permitindo a
realizacdo simultinea de vdrias etapas no preparo de amostra.!®1% A
MSPD consiste basicamente em introduzir a amostra em um recipiente
contendo um suporte sdlido (sorvente), misturar até homogeneizagao,
transferir o material (matriz e adsorvente) para a coluna e eluir com
solvente apropriado. A coluna de MSPD consiste, portanto, da matriz
dispersa no sorvente.'*>'% O suporte sélido ou dispersante atua como
abrasivo, promovendo o rompimento da estrutura fisica da amostra;
como sorvente de compostos da matriz; o material misturado pode ser
empacotado na coluna e os analitos podem ser eluidos sequencialmente
com o eluente. Geralmente o suporte-sorvente faz uso de materiais
como C,, e C,.'"*!™ Na etapa de homogeneizagdo da amostra com o
sorvente pode-se fazer a adicdo de reagentes para modificar a amostra,
como antioxidantes, agentes quelantes, dcidos e bases, para afetar a
eluicdo, distribui¢do e/ou retenc¢do do analito.!0%1%*

A natureza da coluna de MSPD e a faixa de interagdes torna a
MSPD uma técnica apropriada para isolar e/ou limpar multirresiduo
a partir de matrizes complexas.'®*!'*O suporte sélido e o solvente de
elui¢do sdo pardmetros criticos, mas esses certamente tém influéncia
menor que a dispersdo da matriz do topo até a base da coluna de
MSPD. Na extragdo em fase sélida (solid phase extraction, SPE), a
maioria das substancias da amostra € retida nos primeiros milime-
tros do topo da coluna (efeito da matriz), enquanto que em MSPD
a deposicdo da amostra com o sorvente na coluna € uniforme.!%-1%

Uma das técnicas mais interessantes de MSPD € a que emprega
a extracdo com dgua a alta temperatura. Bogialli er al.'">!® publi-
caram vdrios trabalhos durante os tltimos anos utilizando MSPD e
um sistema home made baseado na técnica de extragdo com liquido
pressurizado (pressuzired liquid extraction, PLE) para a determinacao
de medicamentos veterindrios em diversas matrizes. O parametro
critico na extracdo com dgua a alta temperatura (65 a 120 °C) € a
realizacdo de uma extragdo efetiva sem a degradag@o térmica dos
analitos e com a presen¢a minima de coextrativos da matriz. Um fator
limitante € o baixo nimero de compostos que podem ser extraidos
de forma simultanea por esta técnica.'!’

Técnicas instrumentais de extraciio de residuos de
medicamentos veterinarios

Nas dltimas décadas, vdrias técnicas alternativas de extragcdo
foram desenvolvidas baseadas na redu¢do do volume de solvente
e na automatizag@o das etapas do procedimento de extracdo. Entre
estas novas técnicas podemos destacar a microextragdo em fase
solida (solid phase micro extraction, SPME),"8 extracdo sortiva em
barra magnética (stir bar sorptive extraction, SBSE),!® extra¢@o por
fluido supercritico (supercritical fluid extraction, SFE),' extragdo
por liquido pressurizado (pressurized liquid extraction, PLE)'*' e a
extracdo assistida por micro-ondas (microwave assisted extraction,
MAE)."”? Sdo exemplos de técnicas que apresentam, dentre outras
caracteristicas, elevada eficiéncia, embora demandem investimento
considerdvel em instrumentacao.

As técnicas de extragdo que possuem como base a instrumentacio
demandam analistas treinados e etapas de limpeza do sistema entre
extracdes, o que implica em um maior tempo de analise. Outra des-
vantagem geralmente apresentada € o escopo limitado de compostos
que podem ser extraidos sob determinadas condi¢des. Sendo assim,
estas técnicas podem ser empregadas em algumas aplicagdes, mas
geralmente estdo distantes de serem consideradas ideais para um
método multirresiduo.'

Extragdo assistida por micro-ondas
A técnica MAE utiliza energia micro-ondas para promover o
movimento molecular e de rotagio do liquido com dipolo permanente,
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levando a um rdapido aquecimento do solvente e da amostra, a fim de
que ocorra a parti¢ao dos analitos de interesse da matriz da amostra
para o solvente.>>>* A utiliza¢do de energia micro-ondas permite que
o solvente seja aquecido rapidamente, entretanto, € aplicdvel apenas
a compostos termicamente estdveis. A técnica MAE possibilita que
vérias amostras sejam extraidas simultaneamente com baixo consumo
de solvente (10 a 30 mL).>*!** Como solventes apolares ndo absorvem
energia de micro-ondas, pelo menos algum solvente polar, como a
dgua, deve ser utilizado.'” Sistemas MAE podem operar em dois
modos: aberto (MAE focalizada) ou fechado (MAE pressurizada).
As principais vantagens da MAE sdo os altos percentuais de
recuperagdo dos analitos e a possibilidade de extragido simultinea
de diferentes amostras, sem interferéncias.'?> No entanto, a escolha
do solvente € um fator limitante e geralmente € necessdria uma etapa
adicional de limpeza dos extratos.'>* Poucos trabalhos tém sido re-
portados na literatura empregando MAE para a extrag@o de residuos
de medicamentos veterindrios em alimentos de origem animal. Isso
geralmente € devido a difusdo limitada do solvente em amostras
contendo mais de 30% de dgua na sua composicdo, como € o caso
de alimentos, resultando em baixa recuperacdo dos analitos. Este
problema pode ser contornado por liofiliza¢ao prévia das amostras.*
A Tabela 2 apresenta aplicacdes envolvendo diferentes técnicas de
preparo de amostra e limpeza de extratos para a determinag@o de
residuos de medicamentos veterindrios por GC-MS e LC-MS.

Extragdo por liquido pressurizado

A PLE tem recebido vdrios nomes, tais como extragdo acele-
rada por solvente (accelerated solvent extraction, ASE), extracio
por fluido pressurizado (pressurized fluid extraction, PFE), extra-
¢do por solvente aquecido pressurizado (pressurized hot solvent
extraction, PHSE), extragdo por solvente subcritico (subcritical
solvent extraction, SSE) e extracdo por dgua aquecida (hot water
extraction, HWE)."?! Esta técnica utiliza solventes que sdo levados
préximos a regido supercritica, onde estes demonstram melhores
propriedades de extragdo. Em altas temperaturas, os percentuais
de recuperacdo aumentam, pois a viscosidade e a tensdo superfi-
cial diminuem, enquanto a sua solubilidade e a taxa de difusdo na
amostra aumentam.*® O uso combinado de altas pressdes (500 a
3000 psi) e temperaturas (50 a 200 °C) possibilita um processo de
extragdo rdpido (5 a 10 min), com menor quantidade de solvente
em comparacdo com a extragdo tradicional.!?

A técnica PLE pode ser realizada nos modos estdtico e dindmico
(fluxo continuo), ou uma combinag¢do de ambos. No modo estatico, a
amostra € colocada em um recipiente de ago inoxiddvel e preenchida
com um solvente de extracio. Apés a extragdo, o extrato € purgado
com N, e coletado em um frasco. No modo dindmico, um sistema
de fluxo continuo de solvente € bombeado através da amostra, ocor-
rendo a diluicdo do extrato. Secantes, como sulfato de sédio, terra
diatomdcea ou celulose, podem ser adicionados na célula de extragdo
ou materiais sorventes podem ser usados para promover a limpeza
in situ. As condic¢des de extracdo podem ser otimizadas através de
procedimentos estatisticos.!?"128

Comparando PLE a LLE ou extracao por Soxhlet, podemos citar
como vantagens a redugdo do consumo de solventes e do tempo de
extrac¢do, porém demanda uso de equipamentos caros. No entanto,
o grande problema com matrizes gordurosas, como no caso de
alimentos de origem animal, € a presenga de grandes quantidades
de lipidios coextraidos, o que gera a necessidade da eliminacdo de
lipidios do extrato.'*

Como apresentado na Tabela 2, varios autores tém demonstrado
a viabilidade do uso da MAE e da PLE para o preparo de amostra na
determinagdo de residuos de medicamentos veterindrios em alimentos
de origem animal.
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Tabela 2. Métodos que empregam MAE, PLE, GPC e UF no preparo de amostras de origem animal para determinacao de medicamentos veterinarios
Téenica de LOD/LOQ  Recuperagio
Analitos Amostra  Procedimento de extragiao Limpeza andlise CCo/CCB (%) Ref.
(g kgh) (RSD,%)
GPC: 1 mL extrato — coluna 129
Waters Envirogel (19 x 300 mm)
2 g amostra + 5 mL acetato de etila (2x) - felulgao Ll acetato~ de ctila
tireoide > ultrassom 10 min —> centrifugacio ciclohexano — fracio de 35 UHPLC-
. Lo . . . ~g § . mL coletada (entre 15-21 min) CCo: 1,2-14,8 75-96
6 tireostdticos  bovina, ovina (10 min/3500 rpm) — evaporagdo até ~ . ESI-MS/
. o . — evaporacao até 200 puL. com CCB: 6,2-25,1 (£8,3)
e suina I mL com N, — dilui¢do até 2 mL — oo MS
filtragdo 0,45 um N, — reconstituicdo até¢ 1000 pL
’ (dgua desionizada) — banho de
ultrassom por 1 min — filtracao
0,45 pm — inje¢do de 10 pL
MAE: 2 g amostra de tecido liofilizado - 130
+ 5 mL dgua deionizada + 50 pL soluc@o
proteinase-K — micro-ondas por 5 min a
50 W — centrifugacao (5 min/8000 rpm) LOD: 2-16
11 antibidticos peixe e — fase liquida tratada com 100 pL dcido LC-ESI-  LOQ: 5-57 70-100
multiclasse mexilhdo  férmico + 5 mL diclorometano — agita- MS/MS CCo: 1-9 £12)
¢do manual por 1 min — fase organica CCB: 1-15
+ diclorometano evaporados com N, —
reconstituicdo 1 mL dgua deionizada —
filtracdo 0,22 ym — injecdo de 20 uL.
. . centrifugacdo (15 min/3500 rpm) — < LC-ESI- ’ ’ 90-125
5 sulfonamidas leite o~ peso molecular 30 kDa) — cen- 107,1
dilui¢do 20 puL sobrenadante + 1 mL . - . MS/MS (£79)
4oua deionizada trifugacdo (30 min/5000 rpm) — CCB: 107,7-
g injecdo de 100 pL 114,8
UF: 0,5 mL do extrato — ul- 45
trafiltragdo (ultrafiltro de peso
150 . 750 pL amostra + 750 pL acetonitrila — mol~ecular 3 'kDa) —> centrifu- LOD: 0,5-25 Maioria
medicamentos . L . . gagdo (60 min/13.300 rpm) — UHPLC-

L leite agitacdo em vortex por 1 min — centri- ~ . CCo: 0,1-222 70-120
veterindrios fugacdo (5 min/13.300 rpm) evaporacdo da acetonitrila - TOF-MS CCP: 0,2-246 (<20)
multiclasse gac ’ P centrifugagdo (5 min/13.300 U -

rpm) — coleta do sobrenadante
— injecao
SPE: condicionamento do cartu- 132
PLE: 3 g amostra + 5 g terra diatomécea cho C‘XH,D com I mL metanol~+
. 1,5 mL dgua + 1,5 mL tampao
+ dgua e metanol (95:5) — extrator O o LOD:
o pH 8,5 (5 mL min') — adicdo
. . _ ASE 300 temperatura 55 °C em 1500 0,09-2,17
7 penicilinas, 4  alimentacdo . X ) . 0,5 mL do extrato usando 1 mL
. . psi — intervalos de pré-aquecimento, . - LC-ESI- LOQ: 93-134
cefalosporinas, animal . L. . de tampdo (2 mL min') — la-
. - aquecimento e estético (5 min cada) — MS/MS 0,25-5,79 (£8,3)
7 sulfonamidas (ragdo) . p p vagem do cartucho com 1,5 mL
3 ciclos de lavagem da célula com dgua de tampiio + 1.5 mL dgua (5 mL CCo: 10-174
(volume 100% da célula) — 30 mL de . P01 48 CCP: 22-182
extrato obtido min"') — elui¢do com metanol/
dgua 0,1% dacido férmico (0,7
mL min' em 5 min)
SPE: condicionamento do car- 133
PLE: 1 gamostra+ 11 g terra diatomacea 2221?10[{1}_‘]2 n?Izj leuzol)n asdin:iI(;
+ EDTA — extrator ASE 200 tempera- g ¢
carne bovina, tura 70 °C em 1500 psi — aquecimento do extrato usando — lavagem LOD: 0,1-0,3
4 tetraciclinas  suina fran o’ (5 min), estatico (1p0 min ((]:ada) — 1 do cartucho com 2 mL 4gua 5%  LC-ESI-  LOQ: 0,5-1,0 89-98
nego, 1 ’ . . metanol — eluicdo com 2 mL MS/MS CCou: 101-116 =17
e cordeiro  ciclo de lavagem da célula com dgua L.
< metanol acidificado com 10 mM CCB: 112-130
(volume 60% da célula) —> 40 mL de L. . -
. de 4cido férmico — evaporacdo
extrato obtido . =
em Turbovap — redissolugdo
em | mL metanol/dgua (50:50)
PLE: 5 g de musculo liofilizado + 7 g - 134
oxido de aluminio + metanol — extrator
ASE 200 temperatura 80 °C em 1500 psi
s G e
7 antibidticos  carne bovina com dgua (1 501‘7 da célu%a) =5 40 mL LC-ESI- LOQ: 25 58-91
macrolideos e peixe & ‘ . MS/MS  CCo: 6-208 (£9)
de extrato — extrato concentrado até 1 CCB: 15211

mL — adicionado 2x 0,5 mL de metanol
— evaporacdo até secura em Turbovap
— redissolu¢do em 0,5 mL metanol —
filtracdo 0,45 um
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Tabela 2. continuacdo

Quim. Nova

LOD/LOQ  Recuperacdo

Analitos Amostra  Procedimento de extragdo Limpeza T?r?i;ﬁiede CCo/CCP (%) Ref.
(ng kg (RSD,%)
PLE: | gamostra+ 11 g terra diatomédcea - 135
+ EDTA0 — extrator ASE 200 te@pera- LOD: 3-15
31 tura 70 °C em 1500 psi — aquecimento
o . . . . . . LC-ESI- LOQ: 10-50
antimicrobianos carne bovina (5 min), estatico (10 min) — 1 ciclo de 75-99 (< 18)
. P P MS/MS  CCou: 12-308
multiclasse lavagem com dgua (60% da célula) — 40 CCP: 14-327
mL de extrato — evaporagao até 10 mL ’
empregando evaporador rotativo
SPE: condicionamento do cartu- 136
PLE: 2 g amostra + 5 g terra alumina + cho C,; com metanol + tampao
6 g de sulfato sddio anidro + acetonitrila  tris (pH 8,5) — adi¢do do extrato
— extrator ASE 200 temperatura 50 — lavagem do cartucho com 2
7 esteroides 4 . C em 1500 psi » pre—aqgemmento, mL tampa’o tris 20 mM + 2 mL LC-ESL LOD: 2
anabolizantes leite bovino aquecimento e estdtico (5 min cada) — metanol/dgua (40/60 v/v) — MS/MS CCo: <2 100-135
extrato coletado e mantido por 30 min a  elui¢do com 2 mL metanol — CCB: 0,3-0,9

-20 °C — evaporacdo até secura com N, evaporacdo com N, até secura —
— redissolu¢d@o com 2 mL de metanol redissolugdo 75 pL acetonitrila +

+ 5 mL dgua

75 uL de 4cido férmico 0,5% —

injecdo 75 pL

LC-ESI-MS/MS: liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry with electrospray ionization;, UHPLC-ESI-MS/MS: ultra high performance
liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry with electrospray ionization; UHPLC-TOF-MS: ultra high performance liquid chromatography

coupled to time-of-flight mass spectrometry, LC-TOF-MS.

Extragdo por fluido supercritico

Os experimentos de Hannay e Hogarth (1879) sobre a dissolugao
de solutos empregando fluidos supercriticos introduziram a possibili-
dade de um novo meio solvente. No entanto, apenas na década de 1960
¢é que as aplicagdes de fluidos supercriticos em processos comerciais
de extracdo passaram a ser extensivamente examinadas.'*” Apesar
do desenvolvimento de instrumentos comerciais para extragdo com
fluido supercritico (supercritical fluid extraction, SFE) na década de
1980, somente nos anos 1990 comecaram a ser publicados estudos
utilizando a SFE como técnica de extragdo em combinagdo com
técnicas cromatogréficas.'*®

O fluido supercritico tem propriedades tnicas que permitem a
sua aplicagdo para o preparo de amostras sélidas para a andlise de
residuos. A SFE € seletiva e consome menor quantidade de solvente
quanto comparada com outras técnicas de extracdo. Em alguns casos,
a maior dificuldade da SFE, quando empregada na forma off-line € a
evaporag¢ao do solvente recolhido no final da extragdo para aumentar
a concentracdo, pois este € um procedimento demorado onde pode
ocorrer a contaminacdo e/ou perda ou degradagio dos analitos.”** O
solvente supercritico mais utilizado € o diéxido de carbono (CO,),
que possui as condigdes criticas de 30,9 °C e 73,8 bar, € barato e am-
bientalmente adequado. O diéxido de carbono supercritico (SCCO,)
apresenta ainda as caracteristicas de alta difusividade combinada com
a forga de dissolugdo facilmente ajustdvel. Outra vantagem € que o
CO, € gasoso em temperatura e pressdo ambiente, o que faz com
que a recuperacdo do analito seja muito simples e a extra¢do seja
considerada livre de solventes. Outra caracteristica importante para
o preparo de amostra de alimentos e de outros produtos naturais € a
possibilidade de executar a SFE utilizando CO, em baixas temperatu-
ras com um meio ndo oxidante, que permite a extragdo de compostos
ldbeis termicamente e/ou facilmente oxiddveis. O maior problema
da SCCO, € sua baixa polaridade, que pode ser melhorada com o
emprego de modificadores polares (cossolventes) para modificar a
polaridade do fluido supercritico e aumentar o poder de dessolvatagdo
dos analitos de interesse. Os modificadores normalmente utilizados
sdo metanol, acetonitrila, hexano, entre outros solventes organicos e
reagentes de par-idnico. Estes compostos promovem a dessor¢ao do
analito, melhorando a eficiéncia e seletividade da extragéo.'’

Nos equipamentos comerciais para SFE a amostra € colocada em
uma cela de extragdo, o fluido é bombeado a uma pressio acima do
seu ponto critico, a temperatura da cela € aumentada até ultrapassar
o ponto critico do fluido em uso. Apds a despressurizagdo, o analito
é recolhido em um pequeno volume de solvente organico ou em um
cartucho preenchido com fase sélida. A extragdo pode ser executada
na forma estatica, dindmica ou com recirculagio.” 40

A aplicacdo de SFE utilizando acetato de etila como modificador
do SCCO, para a determinago de residuos de cloranfenicol, florfeni-
col e tianfenicol em camar@o foi investigada como forma de preparo
de amostra com derivatizag@o in situ. O tempo de extragdo foi de 5
min no modo estético, seguido de uma etapa de extracdo dindmica
com temperatura de 60 °C e pressdo de 25 MPa. Para a derivatizagio
foram utilizados 20 pL de N-O-bis(trimetil-silil) trifluoroacetamida
contendo 1% (v/v) de trimetilclorosilano em 20 mL de acetato de
etila como solvente de recolhimento. A quantificagdo por GC-MS com
ioniza¢do quimica no modo negativo apresentou faixa linear para o
método de 20 a 5000 ng kg™!, com limites de detecgdo de 8,7 a 17,4
ng kg'. As recuperagdes obtidas variaram entre 66 ¢ 92%, com RSD
<15,3% e baixo efeito matriz.'*!

Extracdo em fase solida

Nesta técnica, um sorvente com alta afinidade para determinados
analitos ird reter e concentrar os compostos de uma amostra liquida ou
em solucdo. E uma técnica largamente aplicada para muitos tipos de
matrizes, incluindo alimentos. As técnicas baseadas na SPE incluem
a MSPD, SPME e SBSE, entre outras.”

A técnica de SPE envolve o uso de cartuchos descartdveis ou
discos para reter os analitos.!*? A técnica apresenta vantagens em
relacdio a extracdio LLE convencional, pois permite simultaneamente a
remocao de substancias interferentes com a concentracgio dos analitos,
pode ser automatizada, além de utilizar uma quantidade menor de
solventes organicos. Outra vantagem € que na SPE vdrias amostras
podem ser processadas em paralelo.'*

Para tornar possivel a aplicagdo da SPE em matrizes sélidas (como
solo, vegetais, frutas, cereais, carnes, ovos e visceras) € necessdria
uma etapa inicial de preparo para homogeneizacdo, filtracdo, soni-
cacdo ou centrifugacdo. Uma limitac@o da SPE € a determinagdo de
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compostos muito polares ou com pouca afinidade com o sorvente
quando estdio presentes substancias interferentes, tais como sais,
dcidos hiimicos e outras substancias organicas no caso da dgua ou
proteinas, lipideos e carboidratos no caso de alimentos, em especial
os de origem animal.'*?

Recentemente, a SPE foi comparada em termos de recuperag@o e
nimero de compostos extraidos, com extracdo por solvente, MSPD e
método QUEChERS modificado para determinagdo de tetraciclinas,
macrolideos, quinolonas, sulfonamidas e anti-helminticos em ovos
para determinag@o por cromatografia a liquido de ultra alta pressao
acoplada a espectrometria de massas em série (ultra high pressure li-
quid chromatography coupled to tandem mass spectrometry, UHPLC-
MS/MS). A técnica que apresentou melhores resultados foi a extracio
por solvente. O procedimento por QUEChERS modificado foi muito
simples e rdapido, mas promoveu a extragdo de um menor nimero
de compostos. A MSPD ndo permitiu a extragdo de tetraciclinas e
quinolonas e a SPE ndo extraiu os macrolideos e as tetraciclinas.”

Um método automadtico foi desenvolvido para quantificagdo si-
multanea de 15 aminoglicosideos em musculo e figado (suino, ave,
bovino), em rim (suino e bovino), leite (bovino) e ovos por LC-MS.
As amostras previamente homogeneizadas com tampao fosfato mono-
bésico e dcido etileno diamino tetra-acético foram extraidas por SPE
automatizada. Os analitos foram separados em coluna especifica para
aminoglicosideos e eluidos com 4cido tifluoracético e acetonitrila. Os
limites de decisdo (CCo.) para apramicina, gentamicina, tobramicina,
paramomicina, hidromicina, neomicina, kanamicina, sisomicina,
netilmicina, ribostamicina, causgamicina, amicacina, streptomicina,
di-hidro-streptomicina e pectinomicina foram de 8,1 a 11,8 ug kg
As recuperagdes obtidas foram consideradas razodveis, variando entre
71 e 108% com baixo RSD, sendo o método considerado simples,
rapido e altamente sensivel para a determinagdo de aminoglicosideos
em amostras complexas.'*

A Tabela 3 apresenta algumas aplicacdes das técnicas de SFE e
SPE e o preparo de amostra na determinagio de residuos de medica-
mentos veterindrios em diferentes tipos de matrizes de origem animal.
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Microextragdo em fase solida

A SPME ¢ uma técnica de preparo de amostra sem o uso de sol-
ventes organicos, a qual utiliza fibra de silica fundida recoberta com
uma fase estaciondria apropriada montada em uma microsseringa
modificada. A SPME foi proposta por Pawliszyn e colaboradores, em
1990, e consiste de uma etapa de parti¢do dos analitos entre a amostra
e afase estaciondria que recobre a fibra e uma etapa de dessorcdo dos
analitos concentrados na fase estaciondria/fibra. A dessor¢do pode ser
direta no cromatégrafo a gds, onde os componentes da amostra sio
dessorvidos termicamente, ou extraidos/dessorvidos com um eluente
para cromatografia a liquido, seja no modo estdtico ou em fluxo.!?

Um aspecto importante da SPME € que a temperatura e o tempo
de agitacdo da amostra devem ser otimizadas para cada aplicagao.
Outra caracteristica € o pequeno volume de fase estaciondria que
pode ser ligado a fibra, que pode limitar a capacidade de concen-
tracdo (enriquecimento) desta técnica. Os efeitos de matriz podem
interferir severamente, sendo necessdrio o preparo de padrdes na
matriz, a utilizacdo de adicao padrio para corregdo deste efeito ou,
ainda, a utilizagdo de padrdes internos isotopicamente marcados. A
presenca de componentes da matriz ou de outros analitos em altas
concentracdes pode levar a adsorcdo competitiva ou dessorcao seletiva
levando a possiveis erros no processo de parti¢do.'?

As principais vantagens da SPME sdo a redugdo ou eliminagdo
do uso de solventes, a combinag@o da extracdo da amostra em uma
Unica etapa e a possibilidade de analisar quantidades muito pequenas
de amostra. Esta técnica possui ainda uma alta sensibilidade e pode
ser usada para analitos, tanto polares quanto apolares, em uma grande
variedade de matrizes para determinacao tanto por GC como por LC.
Como desvantagens destacam-se a variagdo na homogeneidade das
fibras e a robustez da técnica.'”

Uma tendéncia recente no desenvolvimento da SPME, através do
emprego de novos dispositivos especificos, € a aplicacio in vivo per-
mitindo estudos de farmacocinética, bioacumulagdo e de mecanismos
metabodlicos.' A SPME in vivo permite determinar o analito livre
diretamente no organismo vivo, sendo simples e rapida. Esta técnica

Tabela 3. Métodos que empregam SPE e SFE no preparo de amostras de origem animal para determina¢do de medicamentos veterindrios

L Recuperagao
Analitos Amostra Procedimento de Extracao Limpeza Tecn} ca de LODLOQ (%) Ref.
andlise CCo/CCP
(RSD,%)
tetraciclinas, macrolideos Extragdo por solvente,
uinolonas ’sulfonamidas, ovos dispersao da matriz em Nao utilizada UHPLC-MS/ - - 92
B fase solida (MSPD) e MS
QuEChERS
({loranfc?nlcol, florfenicole camardio SFE com' de.rlvatlzagao Nio utilizada GC-MS LOD: 8,7 é-ll 66a92 141
tiamfenicol in situ 17,4 ng kg (<15,3)
apramicina, gentamincina,
tobramicina, paramomici- musculo e
na, hidromicina, neomicia, figado (suino,
kanamicina, sisomicina, de ave, bovino) .
netilmicina, ribostamicina, em rim (suino Extragdo com tampao e SPE LC-MS 1C1C80t ’ 8’1(1 i n ?)1 08 144
causgamicina, amicacina, e bovino), leite O Mg KE
streptomicina, di-hidro- bovino e ovos
-streptomicina e pectino- (galinha)
mincina
benzimidazoles, macroli-
deos, penicilinas, quinoli-
nas, sulfonamidas, pirimi- ~carne, peixe e . L. UHPLC-TOF- CCo adequado 70 a 100%
. L . Extragdo solido-liquido SPE para >90% dos 151
dinas, tetraciclinas, nitroi- 0ovos MS (-)
compostos

midazoles, tranquilizantes,
ampenicols e outros

UHPLC-MS/MS: ultra high performance liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry;, GC-MS: gas chromatography coupled to mass
spectrometry; LC-MS: liquid chromatography coupled to mass spectrometry; UHPLC-TOF-MS: ultra high performance liquid chromatography coupled to

time-of-flight mass spectrometry, LC-TOF-MS.
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permite monitorar as modificacdes provocadas pelo metabolismo
sobre a espécie quimica estudada. Assim, possui capacidade de medir
concentracdes de substancias altamente hidrofébicas normalmente
removidas em processos de filtragdo, sendo caracterizada como um
ensaio ndo destrutivo.'*

Um método para determinagdo simultidnea de anti-inflamatdrios
ndo esteroides (ibuprofeno, naproxeno, cetoprofeno, diclofenaco,
acido flufenamico, acido tolfenamico e dcido meclofendmico) foi
aplicado em leite bovino empregando SPME, apés uma etapa de
derivatiza¢do, e GC-MS.' Trés tipos de fibras de SPME (poliacrilato,
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno e polidimetilsiloxano) foram ava-
liados e os melhores resultados foram obtidos com a fibra de PDMS.

Técnicas de limpeza de extratos provenientes de amostras de
alimentos de origem animal

Uma importante etapa no preparo de amostra € a limpeza dos
extratos, pois constituintes da matriz podem ser coextraidos e poste-
riormente coeluidos com os compostos que serdo analisados e, con-
sequentemente, interferir na identifica¢do e quantificacdo do analito.”’
A etapa de limpeza minimiza problemas e melhora a detectabilidade,
permitindo resultados mais exatos e precisos, além de possibilitar o
aumento da vida ttil das colunas cromatograficas. Além disso, reduz
anecessidade de limpeza dos sistemas de andlise. Vdrias técnicas de
limpeza do extrato t€m sido aplicadas para eliminar interferéncias
coextraidas das amostras de alimentos de origem animal, incluindo
SPE, D-SPE, cromatografia por permeacdo em gel (gel permeation
chromatography, GPC) e ultrafiltragio (ultrafiltration, UF). A limpeza
do extrato € indispensdvel para evitar o efeito matriz em métodos que
empregam técnicas cromatograficas acopladas a MS (GC-MS e LC-
MS). Comparando com os sistemas analiticos dotados de detectores
tradicionais, essas técnicas permitem a obten¢do de um alto nivel de
seletividade e detectabilidade. Os componentes coeluidos da matriz
podem levar a obten¢do de resultados falso-positivos, falso-negativos
ou, ainda, a quantificaciio inexata causada pela supressao ou aumento
de sinal analitico. Esse efeito € denominado de efeito matriz, o qual
¢é decorrente de vdrios fatores. Constituintes da matriz podem ser
coextraidos e posteriormente coeluidos com os compostos que serio
analisados e podem, consequentemente, interferir na identificac@o e
quantificagdo do analito.”” Na LC-MS os componentes coeluidos da
matriz podem causar supressdo ou aumento da ionizagdo na fonte,
dependendo do tipo de matriz. O mesmo efeito pode ocorrer em sis-
temas GC-MS, onde diferentes mecanismos (por ex., interacdo com
os sitios ativos) sdo responsdveis pelo efeito matriz.'** Compostos
coextraidos, principalmente lipidios, tendem a adsorver no insersor
do injetor e na coluna dos sistemas de GC, resultando em baixo
desempenho cromatografico. 415

Extragdo em fase solida

A SPE tem sido empregada como técnica de limpeza de extratos
para remover compostos coextraidos com muitas classes de analitos
para uma grande variedade de alimentos de origem animal.’’ Os
processos tipicos de limpeza de extratos requerem, apds a extracao,
miultiplas etapas baseadas no uso de varios adsorventes, como florisil®,
C,s» alumina e silica gel, de forma a eliminar substancias interferentes
oriundas da matriz, que podem degradar rapidamente a eficiéncia
da coluna cromatografica e interferir na exatiddo de identificagdo e
quantificagdo dos analitos.'*!15! Uma estratégia muito utilizada para
andlise de alimentos € a combinacdo de SPE com QuEChERS, que
apresenta a vantagem de um consumo de solventes relativamente
baixo, quando comparado com os métodos baseados na particao
liquido-liquido tradicionais. No caso de matrizes ricas em lipideos,
a limpeza € realizada empregando uma combinag@o dos sorventes

Quim. Nova

PSA (primary secondary amine), GCB (graphitized carbon black)
e C]g'l 10,152

Um método para determinacdo de medicamentos veterindrios em
carne, peixe e ovos foi desenvolvido recentemente utilizando extragdo
solido-liquido com uma mistura de acetonitrila e dgua, seguida de
agitacdo e centrifugacdo, com limpeza do extrato sobrenadante por
SPE, utilizando sorventes poliméricos, apés dilui¢do do extrato com
dgua. Para amostras de ovos foi necessario a lavagem do cartucho com
3 mL de dgua e a elui¢do foi efetuada com uma mistura de metanol/
acetato de etila (1:1, v/v). Para as amostras de carnes e peixes foi
dispensada a lavagem do cartucho e para eluicao foi utilizada uma
mistura de metanol/acetonitrila (1:1, v/v). Em ambos os casos, 0s
extratos foram evaporados até a secura com N, a 40 °C e redissolvidos
em acetonitrila para andlise por cromatografia liquida acoplada a es-
pectrometro de massas do tipo tempo de voo (liquid chromatography
coupled to time-of-flight mass spectrometry, LC-TOF-MS) no modo
de varredura. O método possibilitou a obtencdo de bons resultados,
permitindo atingir uma seletividade adequada para identificagio
dos analitos. A valida¢do do método demonstrou bons resultados
com recuperagdes entre 70 e 100% e capacidades de detec¢do (CC )
adequadas para mais de 90% dos compostos.®!

Extracdo em fase solida dispersiva

A D-SPE proposta por Anastassiades et al.® é baseada em um
procedimento muito simples para ser empregado na limpeza de extra-
tos destinados a andlise cromatogréfica de residuos e contaminantes
em alimentos. Na proposta original, agita-se o extrato (1 mL) com
pequena quantidade de sorvente (25 mg). A agitacio tem como obje-
tivo a distribuicdo uniforme do sorvente e assim facilitar o processo
de limpeza. O sorvente entdo € separado por centrifugagdo, sendo
uma aliquota do extrato final retirada para andlise.*>°

A D-SPE foi desenvolvida simultaneamente com o método
QuEChERS, tendo como objetivo a obtenc@o de um extrato final com
menor quantidade de interferentes, aliado a um menor custo quando
comparada com técnicas tradicionais. Uma das principais vantagens
da D-SPE € a versatilidade no estabelecimento de novos métodos, uma
vez que permite a utilizagdo de diferentes quantidades e/ou misturas
de sorventes, dependendo do tipo de matriz e analitos de interesse.**°

Além disso, outra vantagem desta técnica € a possibilidade de
realizar a facil combinagdo de diferentes tipos de sorventes de acordo
com a necessidade do analista, do tipo de matriz e do equipamento
que serd utilizado na determinagio dos analitos de interesse. Soma-se
aisto a possibilidade de realizar a remogao de dgua residual de forma
simultanea com a limpeza do extrato, uma vez que os sais secantes
(MgSO, ou Na,SO,) podem ser adicionados a0 mesmo tempo que o
sorvente. Esta etapa de remocdo de dgua proporciona um extrato final
de menor polaridade, facilitando assim a precipitacdo de coextrativos
polares. O sorvente PSA retém as interferéncias da matriz, sendo que
depois da agitacdo manual e centrifugacio o extrato estd pronto para
ser injetado no sistema cromatografico.*° A estrutura bidentada do
PSA tem um elevado efeito quelante, devido a presenca dos grupos
amino primdrio e secunddrio.”* Como resultado, a retencdo de acidos
graxos livres e de outros compostos polares presentes na matriz €
muito forte. Uma limpeza eficiente garante uma maior vida ttil para
insersores e colunas cromatograficas, reduzindo assim a contaminagao
do sistema cromatografico, minimizando o efeito matriz.!5+!5¢

Outra modificagdo bastante relevante foi a adi¢do de 50 mg de
sorvente C ;""" juntamente com 50 mg de PSA na etapa de D-SPE.
O sorvente C,; promoveu uma limpeza mais efetiva de extratos pro-
venientes de algumas amostras com alto teor de gordura como, por
exemplo, leite, ovos e abacate.'*'°! Lehotay et al.** combinaram o
método QUEChERS com etapa de limpeza do extrato empregando
resfriamento, visando a remocgdo dos coextrativos lipidicos (ceras



Vol. 36, No. 5

e Oleos) provenientes de amostras de lima. Esta etapa baseou-se
na coleta do sobrenadante proveniente da versdo citrato do método
QuEChERS e posterior resfriamento por 1 h a-20 °C. De acordo com
os autores, esta etapa reduziu a quantidade de coextrativos. Porém,
a adi¢do do sorvente C,; na etapa de D-SPE € mais rdpida e ficil, e
promove uma remocao igualmente eficaz dos lipidios.

Além destas modificacdes, a redugdo do teor de clorofila nos
coextrativos provenientes de amostras como pigmentacdo verde,
foi outro avanco efetuado na etapa de limpeza,'® obtido através
da adi¢do de uma pequena quantidade de carbono grafitizado.'?%!%
Outra modificagdo realizada na etapa de limpeza foi o uso de uma
maior quantidade de PSA na etapa de D-SPE em amostras de cereais
como objetivo de remover, de forma mais eficiente, os acidos graxos
coextraidos.'"!

Cromatografia por permeagdo em gel

A técnica de GPC baseia-se no principio de exclusdo por tamanho,
sendo amplamente utilizada na analise de residuos de medicamentos
veterindrios. A GPC € considerada uma excelente alternativa para
a separacdo de compostos de baixo peso molecular (até 400 Da),
tais como agrotoxicos e medicamentos veterindrios, de compostos
de alta massa molecular, tais como lipidios (600 a 1500 Da).!6>164
O sistema de GPC compreende uma bomba de LC, um coletor de
fragdo e um detector (opcional). As colunas sdo feitas de microesfe-
ras porosas poliméricas, que permitem a separacio de compostos de
acordo com seus pesos moleculares. Usando este principio, fragdes
de medicamentos veterindrios sdo separadas de fracdes de lipidios
de alto peso molecular."'° A fim de obter um melhor desempenho nos
sistemas de GPC,'® alguns autores substituiram sistemas lentos de
limpeza por colunas de silica descartdveis de alta capacidade (high-
-capacity disposable silica, HCDS) contendo 28 g de silica 4cida,
16 g de silica alcalina e 6 g de silica neutra, o que permitiu reter até
4 g de lipidios por amostra.'®® Estas colunas tém sido aplicadas na
limpeza de extratos de amostras contendo alto teor de lipidios como,
por exemplo, aves, peixes e ovos.

A técnica de GPC tem sido amplamente utilizada para limpeza de
extratos de alimentos de origem animal, com alto teor de gordura. No
entanto, compostos coextraidos, incluindo tragos de lipidios, podem
estar presentes no eluato proveniente do sistema GPC e interferir na
andlise subsequente. Amostras complexas, como peixes, carnes e
extratos de outras matrizes gordurosas, muitas vezes requerem duas
etapas de limpeza combinando GPC e cromatografia por adsor¢do
em série.!6%164

Ultrafiltragdo

E uma técnica de limpeza de extratos alternativa para a andlise
de residuos de medicamentos veterindrios. A ultrafiltracdo (UF) €
resultante do desenvolvimento de métodos multirresiduo por LC-MS/
MS. Na andlise de residuos de alimentos a UF € usada principalmente
para separar analitos de interesse de macromoléculas, como protei-
nas, peptideos, lipidios e agtcares, que podem interferir na andlise,
afetando particularmente a ionizagdo em MS. Na andlise de residuos,
dispositivos de corte de peso molecular ou filtros de spin acoplados a
tubos de microcentrifuga sdo os formatos mais comumente usados.
Formatos alternativos também estdo disponiveis comercialmente, tais
como placa de 96 pocos, mas requerem sistemas de vacuo.*

van Rhijn ef al."®' empregaram a ultrafiltracdo no preparo de
amostra para a determinagio de residuos de sulfonamidas em leite
por LC-MS/MS, possibilitando maior rapidez no preparo de amostra
e boa recuperagdo dos analitos. A ultrafiltragdo, apds uma etapa de
precipitacdo das proteinas, também foi empregada na determina-
¢30 de 150 medicamentos veterindrios multiclasse em leite por
UHPLC-TOF-MS.#
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As novas tecnologias analiticas como, por exemplo, as mudangas
nos espectrometros de massas aliadas a inovagdes em separacdes
cromatograficas, permitiram que nos ultimos anos procedimentos
rapidos e eficientes fossem desenvolvidos. Além disso, a automagao
de etapas, miniaturizacdo e utilizagido de novos sorventes conferiram
eficiéncia e rapidez para algumas técnicas, como a SPE. Somam-se a
estas caracteristicas a possibilidade do preparo de amostra em batelada
e a consequente diminui¢io do tempo na realizagio de algumas etapas
do processo analitico. Estes avancos estio resultando na substitui¢do
dos métodos tradicionais de andlise de residuos e contaminantes em
alimentos, que apresentavam como caracteristicas a morosidade de
suas diversas etapas, o emprego de grandes volumes de solvente,
alto custo etc.

O preparo de amostra permanece como uma das etapas principais
na determinag¢do de residuos e contaminantes em alimentos, sendo a
eficiéncia do procedimento de extragdo o aspecto principal. Por isso, o
nimero de etapas deve ser o menor possivel, uma vez que cada etapa
pode resultar em perdas dos compostos de interesse e ser fonte de
contaminacdo. Portanto, um procedimento de preparo rdpido pode
reduzir os custos e as fontes de erro.

Atualmente, a tendéncia € o desenvolvimento de métodos mul-
tirresiduo robustos e que permitam o preparo de amostra de forma
unificada para um grande nimero de matrizes. Estes métodos devem
apresentar como vantagens a possibilidade de analisar um grande
nimero de compostos, altos percentuais de recuperagcdo dos ana-
litos, remog¢do dos possiveis interferentes da amostra, boa precisio
e robustez, baixo custo, rapidez, facilidade e seguranga (utilizam
pequenos volumes de solventes de baixa toxicidade). Outra aborda-
gem, bastante recente € o interesse pela determinacdo dos produtos
de degradagdo e/ou metabdlitos dos medicamentos veterindrios em
alimentos, pois alguns destes compostos sdo considerados genotd-
xicos e/ou cancerigenos. Futuramente, o desenvolvimento de novos
procedimentos de extrac¢do de residuos de medicamentos veterindrios
estard baseado na aplicagio de abordagens mais amplas de extragdo,
que terdo como objetivo principal promover a redu¢do do tempo do
preparo de amostra e a facilidade da execug@o dos procedimentos.
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