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Resumo

O monitoramento dos residuos de avermectinas no leite produzido no Brasil
comegou em 1998, como parte do Programa Nacional de Controle de Residuos
(PNCR) em alimentos, aplicado pelo Ministério da Agricultura. Desde entdo, as
avermectinas tém sido analisadas por cromatografia liquida com detecgdo de
fluorescéncia apos extragao do leite com acetonitrila, purificagdo em cartuchos de
extragdo em fase solida e derivagdo com 1-metilimidazol/anidrido acético. No
presente trabalho, um novo método de extracdo das avermectinas e milbemicinas
do leite foi proposto, baseado na particdo liquido-liquido com acetonitrila e
purificacdo em baixa temperatura (aprox. - 20 °C). Nesse método, sdo formadas
duas fases, sendo uma fase congelada contendo as impurezas e outra fase
liqguida (solvente) contendo os analitos. A técnica utilizada na quantificacdo
desses compostos permaneceu sendo a cromatografia liquida com detecg¢ao por
fluorescéncia. Entretanto, a derivacdo desses residuos foi realizada com 1-
metilimidazol/anidrido trifluoroacético. Com esse procedimento foram obtidos
derivados mais estaveis, com menor tempo de reag¢ao (20 minutos ao invés de 60
minutos) e em menores temperaturas (64 °C ao invés de 100 °C). Para a
confirmagéo da presenca dos residuos de avermectinas e milbemicinas no leite,
também foi desenvolvido um método analitico por cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas. Os dois métodos analiticos foram validados segundo
alguns parametros da Comissdo das Comunidades Européias (EC 2002/657) e
foram considerados adequados para aplicacdo no PNCR para o monitoramento

das avermectinas e milbemicinas em amostras de leite.



Abstract

Avermectins residues started to be monitored in Brazilian milk in 1998 as part of
the National Residue Control Plan (NRCP) applied by the Ministry of Agriculture.
Since then, the avermectins have been extracted from milk samples with
acetonitrile, purified with solid-phase extraction, derivatized with 1-
methylimidazole/acetic anhydride and further analysed by Liquid Chromatography
with fluorescence detection. In the present work a new method for avermectins
and milbemycin extraction is proposed, based on liquid-liquid partition with low
temperature cleanup. In this method two phases were obtained. The phase that
contains the organic solvent and the analytes remains liquid, whereas the other,
phase composed mainly of water, protein (for milk) and the fatty matrix, freezes.
For quantitative analysis, liquid chromatography with fluorescence detection is still
used. However, the derivatization is carried out with 1-methylimidazole/
trifluoroacetic anhydride. With this procedure, more stable derivatives were
obtained in a shorter time (20 min instead of 60 min), and with lower temperatures
(64 °C instead of 100 °C). For confirmatory data at concentrations above the
permitted limits, a Liquid Chromatography tandem mass spectrometry was also
developed. Both the methods were validated for some parameters of European
Commission Decision EC 2002/657 and were considered able to apply in the

Brazilian NRCP to monitor avermectins and milbemycin in whole milk samples.
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1. INTRODUGCAO

O uso de medicamentos veterinarios em animais destinados a producgao de
alimentos é uma pratica agropecuaria amplamente empregada para a prevengao
do surto de doencas e para a redugao da incidéncia de individuos doentes. Em
paises lideres na produgao de carne e leite bovinos, como o Brasil (FAO, 2010), o
consumo destes medicamentos cresce ano apos ano. Atualmente, cerca de 1300
medicamentos veterinarios apresentam registro no Ministério da Agricultura para
uso na bovinocultura brasileira (SINDAN, 2009). Entre estas formulag¢des, 119
contém avermectinas, sendo 63 com ivermectina (IVR), 54 com abamectina
(ABA), 1 com doramectina (DOR), 1 com eprinomectina (EPR) e 1 com a
milbemicina moxidectina (MOX). Esses compostos sao utilizados para o combate
dos endoparasitas helmintos e fasciolas e dos ectoparasitas carrapato, berne,
sarna e bicheira e representam a classe de medicamentos com maior
movimentacdo comercial, apresentando um faturamento anual médio de 825
milhdes de reais desde 2004 (SINDAN, 2009).

Embora beneficie economicamente a industria e o comércio especializado, o
alto consumo desses medicamentos veterinarios pode estar associado ao uso
indiscriminado e/ou ao ndo cumprimento de medidas que visam a garantia da
segurancga alimentar da populagcdo e que, combinado a outros fatores, contribui
para a permanéncia dos seus residuos nas matrizes como o leite. Nos paises
desenvolvidos, este problema foi precocemente identificado e uma série de
medidas regulatorias foi elaborada para assegurar a qualidade dos alimentos,
principalmente do leite. No Brasil, a implantacdo de medidas regulatérias similares
teve inicio no ano de 1998 e, hoje, a responsabilidade da sua manutencéo e a
aplicacao esta dividida entre o Ministério da Agricultura (MAPA) e a Agéncia de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (Spisso et al., 2009).

Ha na literatura um numero limitado de metodologias analiticas que sao
utilizadas como ferramentas para detectar as avermectinas e as milbemicinas em
tecidos animais, como musculo, figado e rim (Hou, 2007; Souza 2003; Chou,
2004; Roudaut, 1998; Ali, 2000; Howells, 2001), e em leite (Souza, 2007; Lobato,
2006; Durden, 2007; Turnipseed, 2005; Sheridan, 2006; Durden, 2009). Grande



parte dessas metodologias é recomendada pelos 6rgdos reguladores como o
Food and Drug Administration (FDA), European Comission (EC) e pelo Codex
Alimentarius para o monitoramento dos residuos das avermectinas e das
milbemicinas nos alimentos. No entanto, as concentragcbes destes residuos sao
muito baixas (na ordem de pg L") e a determinagdo das mesmas ndo s6 é
complicada, mas também pode ser dispendiosa devido ao elevado numero de
etapas de purificacdo e o conseqliente consumo excessivo de materiais e
solventes.

Neste contexto, surgem oportunidades para o desenvolvimento de
metodologias analiticas que oferegcam maior simplicidade, menores custos e
menor geragao de residuos para detectar a presenga dos residuos das
avermectinas e das milbemicinas no leite bovino nas concentragbes exigidas

pelos 6rgéos reguladores.
1.1. Historico das Avermectinas e Milbemicina

Em 1979, um grupo de pesquisadores do Instituto Kitasato, do Japéo,
liderado pelo Dr. Satoshi Omura, com o apoio do laboratério de pesquisa Merck
Sharp & Dohme (atualmente Syngenta Crop Protection AG) apresentaram os
resultados das atividades antiparasitarias do produto da fermentacdo do
actinomiceto NRRL 8165 isolado do solo da provincia de Kawana, localizada na
cidade japonesa de Ito. Nesse trabalho, o fermentado foi fracionado e um grupo
de substdncias nomeadas de avermectins (A=sem + VERM=verme +
ECT=ectoparasitas + [INS=produtos farmacéuticos), ou avermectinas, foi
identificado nas fragdes de maior atividade. A partir desse momento, foi atribuido
ao microorganismo NRRL 8165 o nome de Streptomyces avermitilis. Os extratos
de cada fracao foram aplicados em ratos contaminados com Nematospiroides
dubius e como resultado néo foi observada a formagao de ovos e de larvas no
intestino dos animais, sugerindo alta atividade contra a proliferacdo deste
endoparasita. Esses efeitos bioldégicos foram semelhantes aqueles verificados
com as substancias produzidas pelo Streptomyces cyanogriseus, inicialmente

isoladas pelos pesquisadores do laboratério Sankyo (hoje laboratério Daiichi
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Sankyo), em 1973, e nomeadas de milbemycins (MILBE=acaros + MYC=fungo +
IN=produto farmacéutico), ou milbemicinas (Burg et al. 1979).

Em seguida, Miller e colaboradores (1979) apresentaram o resultado da
separagao cromatografica dos componentes do extrato ativo da cultura do S.
avermectilis, sendo identificados quatro componentes majoritarios, Aq, Az, B1 € Ba.

Em 1981, Albers-Schonberg, do laboratério Merck Sharp & Dohme,
apresentou os resultados de um estudo detalhado sobre a estrutura das
avermectinas maijoritarias (designados substancias tipo “a”) e minoritarias
(homdlogos designados como substancias tipo “b”), por espectrometria de
massas € RMN - °C, e confirmaram as suas semelhangas com a estrutura das
milbemicinas (Albers-Schonberg et al., 1981). Durante alguns anos estas
substancias foram estudadas e, como resultado, foi verificada a maior atividade
bioldgica para a estrutura B4, composta pelas fragdes B4, (cerca de 80%) e Bqp
(cerca de 20%), as vezes referida como avermectina B4, outras vezes referida
como abamectina (ABA).

A impressionante atividade biolégica das avermectinas e das milbemicinas
desafiou os pesquisadores a busca por novas substancias de propriedades
semelhantes, porém mais efetivas e com espectro de acado superior ao da ABA. O
primeiro resultado desse desafio foi a descoberta de um derivado quimico da
ABA, chamada de ivermectina (IVR), em 1981 (Shoop et al., 1995). Em 1985, o
entdo laboratério Merck Sharp & Dohme langa no mercado a primeira forma
farmacéutica de abamectina, com os nomes comerciais de Vetimec® e Agrimec®
(Pitterna et al., 2009). Em 1988, o laboratério Pfizer langa no mercado o produto
Dectomax®, tendo como principio ativo a doramectina (DOR), uma avermectina
obtida por uma variante genética do S. avermitilis. Ja a milbemicina moxidectina
(MOX) teve em 1990 a sua primeira forma farmacéutica colocada no mercado
pelo grupo American Cyanamid (hoje pertencente ao grupo BASF) (McKellar et
al., 1996). Em 1996, a aminoavermectina denominada eprinomectina (EPR) foi
desenvolvida nos laboratérios da Merck (Shoop et al., 1996). No ano de 1997,
passa a ser comercializada a avermectina emamectina (EMA) nas formulagbes
dos medicamentos Proclaim® e Affirm®, sob a chancela do laboratorio Syngenta.

Outras formas derivadas das avermectinas e milbemicinas foram desenvolvidas
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para atender as diferentes especificagdes do mercado e necessidades médicas e
veterinarias, ou ainda estdo sendo estudadas (Pitterna et al., 2009 artigo).

Nesse sentido, grande parte dos trabalhos cientificos recentemente
publicados apresenta os resultados de novas aplicagcbes para as formas de
avermectinas e milbemicinas ja consolidadas no mercado. Poucos, entretanto,
apresentam novos compostos. Além disso, ha poucos trabalhos que apresentam
novas formas de deteccdo dessas substancias. A figura 1 apresenta o
comportamento das publicagdes cientificas neste assunto em fungao do tempo,
com a identificacdo de diferentes areas de interesse como a Quimica Analitica e

Desenvolvimento de novas substancias.

1 80“;
! 60’/ BAnalitica —
140 @Desenvolvimento ‘lia
12&«’/’DTowlMomdemma

. "
100_/ OTotal Avermectinas| e

Publicagtes

1978
1931
1937
1984
1936
1988
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1997
994
1996
1995
2000
2007
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2008

Figura 1: Evolucdo dos estudos das avermectinas e das milbemicinas publicados
em funcdo do tempo. Legenda: Area analitica refere-se aos estudos de
desenvolvimento de metodologias analiticas para determinagcdo destas
substancias em diferentes matrizes; Area Desenvolvimento refere-se aos
estudos de producio e desenvolvimento dos endectocidas; Total Moxidectina e
Total Avermectinas referem-se aos demais estudos, como por exemplo, 0s
efeitos bioldgicos e aplicagdo destas substancias em diferentes animais. Fonte:
Web of Science (www.isiknowledge.com, acessado em 17.01.2010).
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1.2. Propriedades das Avermectinas e Milbemicina

1.2.1. Estrutura Quimica

As avermectinas e as milbemicinas sdo substancias com estruturas quimicas
semelhantes, que pertencem ao grupo das lactonas macrociclicas (LM). Essas
LM apresentam uma estrutura ciclica principal composta por 16 elementos,
incluindo o grupamento éster, que confere a classificagdo de lactona. Também
possuem um espiroacetal e, principalmente, um anel benzofuranico como
subestruturas. No caso das avermectinas, ha ainda a presenga de um
dissacarideo (bis-oleandrose) que as diferenciam das milbemicinas (Figura 2).

O S. avermitilis produz naturalmente uma série de avermectinas homologas
identificadas como A+a, A1, Aza, Azb, Bia, B, By € Baa. As substancias do
conjunto A diferenciam do conjunto B pela presenga de um grupamento metoxila
na posicdo C-5 ao invés de um grupamento hidroxila. Quanto as
subclassificacdes 1 e 2, a e b, referem-se a presenga de uma ligagcao dupla entre
C-22 e C-23 para 1 e a presenga de um grupamento hidroxila no C-23 para 2 e,
por fim, a presenca de um grupamento s-butil em a e um grupamento isopropil em
b.

Dos oito homdlogos acima descritos, a ABA (avermectina B4,) se destaca em
funcdo das suas atividades biolégicas. Além disso, a partir da ABA, sao
produzidas outras formas de avermectinas. Com a hidrogenag¢ao dos carbonos C-
22 e C-23 da ABA, obtem-se a IVR. A EPR é obtida pela adi¢do do grupamento
acetilamino no C-4" (Shoop et al., 1996) e a EMA, pela adigdo do grupamento
metilamino no C-4" (Mushtaq et al., 1996). Geralmente, a EMA ¢ apresentada na
forma combinada com o acido benzédico, que aumenta a sua solubilidade nos
meios aquosos. Ja a DOR é produzida pela fermentacdo do mutante genético
Streptomyces avermitilis bkd, na presenga do acido ciclohexanocarboxilico, e

apresenta hidrocarboneto ciclohexano no C-25 (Cropp et al., 2000).
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Figura 2: Estruturas quimicas das lactonas macrociclicas produzidas naturalmente
pelo S. avermitilis (1) e pelo S. cyanogriseus (Il).

A MOX é a milbemicina com maior uso no gado para o tratamento dos endo
e ectoparasitas. Esta substancia € obtida sinteticamente a partir da nemadectina,
uma milbemicina obtida naturalmente da fermentagdo do Streptomyces
cyanogriseus, e apresenta uma substituicdo do grupamento hidroxila no C-23 por
um grupamento metiloxima (Figura 2, II).

A Figura 3 apresenta a estrutura quimica das principais avermectinas.
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Figura 3: Estruturas quimicas das avermectinas de maior emprego como medicamentos veterinarios.
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1.2.2. Caracteristicas fisico-quimicas

Mesmo sendo substancias com atividades biologicas e estruturas quimicas
semelhantes, as LM apresentam propriedades fisico-quimicas diferentes entre si.
De uma forma geral, todas as LM possuem massas moleculares elevadas e
elevados valores de coeficientes de particao (Kow), que as caracterizam como
substancias lipofilicas (Tabela 1). A diferenca de lipofilicidade entre as LM é
atribuida basicamente aos seus diferentes grupamentos quimicos em sitios
especificos. Por exemplo, a ligagao insaturada entre os C22 e C23 da IVR e a
presenga do grupamento acetilamino na subestrutura dissacaridica bis-
oleandrose da EPR conferem a maior diferenca entre os valores de K,w das
avermectinas. Ha ainda casos especiais. O grupamento metilamino da EMA,
presente na sua subestrutura dissacaridica, esta conjugado com o acido benzoico
e pode ser ionizado em diferentes condi¢cdes de pH, conferindo desde o menor
até o maior valor de K, entre as avermectinas. Além disso, a conjugagdo com o
acido benzodico proporciona a maior solubilidade entre as LM. A MOX, por nao
possuir a subestrutura dissacaridica, apresenta a maior lipofilicidade entre as LM.

A lipofilicidade € uma das propriedades fisico-quimicas mais importantes das
LM, pois, segundo Ong e colaboradores (1996), a velocidade de absorgdo das
substancias lipofilicas por um organismo é diretamente proporcional aos seus
coeficientes de particdo. As variagdes, por vezes pequenas, no entanto, podem
desencadear importantes e significativas alteragbes na eficacia e atuagéo das LM,
proporcionando maior ou menor disponibilidade no organismo animal. Estes
efeitos foram bem exemplificados em alguns estudos de farmacocinética.
Alvinerie e colaboradores (1999) apresentaram os resultados da farmacocinética
da EPR no gado leiteiro e os compararam com os dados da IVR e da DOR,
obtidos em outros estudos. Segundo esses autores, a avermectina EPR
apresentou menor tempo de meia-vida de absorcdo e elevados valores de
concentracdo plasmatica maxima, indicando maior velocidade de absorgao e
disponibilidade no gado leiteiro. Baoliang e colaboradores (2006) mostraram que
apenas 0,4% da dose de EPR aplicada no gado leiteiro é eliminada no leite. Tal

fato foi atribuido a ligagdo saturada entre os C22-C23 da EPR que proporciona a
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baixa particao entre plasma e leite de somente 0,1, enquanto que para as demais
LM a partigao é cerca de 1,0.

Essas substancias, nas suas formas mais puras, sao solidos (pd) brancos
formados geralmente pela mistura de dois homadlogos, consistindo ndo menos de
80% de B15 € menos de 20% de By, ja que as suas separagdes nos fermentados
produzidos em largas escalas sdo impraticaveis (Shoop, 1995). Em solucgéao,
apresentam alta sensibilidade a luz (Davies & Greenl, 1991) e sao transformadas
rapidamente aos seus 8,9-Z-isbmeros (Mustaq et al., 1998). Além disto, ndo sdo
volateis e apresentam sensibilidade moderada a temperatura, sendo
decompostas préximo aos seus pontos de fusdo. Nas condi¢cdes de pasteurizagao
do leite em escala industrial (65 °C por 30 minutos, referente a pasteurizacao, e
75 °C por 15 segundos, referente ao processo de pasteurizacdo em alta
temperatura e baixo tempo — HTST), as LM sdo estaveis e, portanto, ndo ha
indicios da alteragcdo das suas concentracdes residuais durante esse processo.
Essas substancias também apresentam estabilidade em condi¢des
moderadamente acidas (pH entre 4,0 e 4,6), porém, ha combinagcbes de
temperatura, pH e tempo de exposi¢cdo em que estas substancias podem sofrer

hidrolise na subestrutura bis-oleandrose no C13 (Imperiale, 2008).

Tabela 1: Principais propriedades das lactonas macrociclicas.

Massa Solubilidade em
LM Molecular pKa® Log Komw agua
(g mol™) (ng L)
Abamectina 873,1 - 4.0° 7,8’
Doramectina 898,5 - 4.0° 25"
Eprinomectina 913,5 - 5.4° 3,5
lvermectina 874,5 - 3.2° 5,0
Moxidectina 639,4 - 6.0° 6,0°
Emamectina 885,5 42, 8.7° 3.0-5.9*° 24000*

[*] valores obtidos em meio aquoso; [°] valores obtidos em pH 5,1 e 9,0,
respectivamente. Fonte: (') Celestina et. al, 2010; (°) FAO, 2009; (*) Lespine et al.,
2006; (*) Mushtaq et al, 1996; (°) Krogh et al., 2008
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1.2.3. Agéo das lactonas macrociclicas

As LM apresentam alta atividade no combate de nematdides e artropodes,
muitos dos quais sao significantes endoparasitas e ectoparasitas bovinos. Por
essa atividade, as LM sao também conhecidas como endoectocidas (Shoop et al.,
1995). Esses efeitos s&o atribuidos as suas afinidades pelos neurotransmissores
glutamato dos seres invertebrados e acido y-aminobutirico (GABA) de alguns
invertebrados e vertebrados (Kohler et al., 2001). Basicamente, baixas
concentragdes das LM potenciam os efeitos dos neurotransmissores glutamato e
GABA, aumentando o fluxo dos ions de cloro na membrana celular, deixando-as
polarizadas, paralisando a atividade muscular. Em altas concentragdes, elas
mesmas abrem os canais de cloro ligados aos receptores do GABA e do
glutamato (Koéhler et al., 2001). Somado a isso, podem promover o bloqueio do
bombeamento da faringe e levar o parasita a morte por falta de alimentagao
(McKellar et al., 1996). As LM sao absorvidas via oral, no caso de parasitas
hematodfilos, ou sdo absorvidas passivamente, no caso de nematodides
gastrointestinas (McKellar et al., 1996).

As LM apresentam um importante grau de toxicidade em animais deficientes
em glicoproteina P. A glicoproteina P atua como um transportador de certas
substancias, como as lactonas macrociclicas, para fora da célula. No caso de
deficiéncia do transportador, podera ocorrer o acumulo dessas substancias em
determinadas areas como o sistema nervoso central (Danaher et al., 2006).
Portanto, somente altas dosagens destas substancias sdo capazes de oferecer
toxicidade para a maioria dos mamiferos (McKellar et al., 1996). Mesmo assim,
existem casos deste efeito em camundongos, cées e até mesmo em gado
(McKellar et al., 1996). De uma forma geral, os efeitos toxicos das LM em
mamiferos estdo relacionados as doses com concentragbes muito superiores
aquelas utilizadas como terapéuticas. Porém, poucos dados estdo presentes na
literatura sobre os seus efeitos em mamiferos expostos as baixas doses destas
substancias durante longos periodos. As Unicas informagdes disponiveis séo
provenientes dos estudos elaborados para a determinagdo dos valores de

Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) das LM. A IDA é a quantidade teorica de uma
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substancia que pode ser ingerida diariamente, durante toda a vida, sem que
provoque danos a saude e é baseada nas informag¢des toxicologicas das
substancias. A Agéncia Européia de Medicamentos recomenda os seguintes
valores de IDA (em mg Kg™', peso corpdreo): ABA, 0,015 (EMEA, 2002); IVR, 0,6
(EMEA, 2004-A); EPR, 0,3 (EMEA, 1998); DOR, 0,012 (EMEA, 2006); MOX, 0,09
(EMEA, 2004-B). Esta situagao pode ser considerada critica para a presenca de
residuos de LM no leite, ja que a ingestao diaria deste alimento, para uma pessoa
de 60 Kg, pode chegar a 1,5 Kg (WHO, 1993). Na hipétese da ocorréncia de 10
Mg de ABA em um litro de leite, o consumidor podera ser exposto ao um valor
maximo de IDA. Portanto, o leite € uma importante fonte de exposi¢gdo humana as
LM.

1.3. Presenca das avermectinas e milbemicina no leite

No tratamento do gado com as LM, uma fragao da dose aplicada € absorvida
pelo seu organismo e € lentamente excretada. A principal via de excreg¢ao destas
substancias € a fecal (Krogh et. al, 2008), mas também podem ser excretadas no
leite, embora em baixa percentagem, devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas (Alvinierie et al., 1999; Danaher et al., 2006).

Apesar do processo da excre¢cao das LM no leite ndo estar bem definido,
para McManaman e colaboradores (2003), a entrada de agentes xenobibticos no
leite pode ser dada pelos mesmos mecanismos de transporte dos demais
compostos (proteinas, lipideos, ions, nutrientes e agua), sob a influéncia das
propriedades fisiolégicas da glandula mamaria.

De uma forma geral, a fragdo do medicamento absorvida pelo animal
(ruminante) entra no sistema circulatério e permanece em equilibrio, hora
formando um complexo com as lipoproteinas de alta densidade (HDL) junto com
os demais solutos lipofilicos como o colesterol, hora sendo absorvida por tecidos
presentes durante o transporte (Bassissi et al., 2004). Grande parte desses
complexos € transportada para o figado via transporte reverso do colesterol, o
restante segue até as proximidades das glandulas mamarias. A transferéncia dos

complexos soluto-lipoproteina (incluindo o complexo LM-HDL) do sangue para o
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leite pode ser obtida por dois mecanismos diferentes nas glandulas mamarias. O
primeiro mecanismo € o transcelular, pelo qual os solutos macromoleculares,
como o complexo soluto-lipoproteina provenientes do sangue, passam pelas
membranas vasculares, pelas membranas epiteliais basais e apicais e pelos
complexos de jungao paracelular, que atuam como barreiras durante o transporte
dos complexos (Figura 4, rota lll). Ja o segundo € o mecanismo paracelular, pelo
qual os compostos do sangue passam diretamente por intersticios celulares
(Figura 4, rota V).

Figura 4: Rotas de secrecao do leite nas células epiteliais alveolares. (I) rota de
secregcdo exocitética; (Il) rota de secregdo da gordura com a formagédo das
estruturas lipidicas citoplasmaticas precursoras dos globulos gordurosos do leite
(MFG); (lll) rota da transcitose vesicular; (IV) transporte de ions monovalentes,
agua e glicose pelas membranas apical e basal da célula; (V) rota paracelular dos
componentes do plasma e leucdcitos. Abreviagdes: (SV) vesicula secretéria,
(RER) reticulo endoplasmatico ruguso, (BM) membrana basal, (N) nucleo, (PC)
célula plasmatica, (FDA) adipdcitos pobres em gordura, (JC) jungdo complexa,
(GJ) espaco na jungao, (ME) célula mioepitelial. Fonte: McManaman et al.. 2003.
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Apesar de oferecer menor quantidade de barreiras para a transferéncia das
LM para o leite, 0 mecanismo paracelular ocorre somente em vacas gestantes ou
em vacas com mastite. Nas situagbes normais, ha a presenga de uma jungao
impenetravel entre as células epiteliais, de modo que o transporte das
substancias do sangue para o leite ocorre exclusivamente pelo mecanismo
transcelular. Especula-se, portanto, que a transferéncia das LM para o leite &
naturalmente dificultada por esse mecanismo, garantindo que menos de 5% da
dose absorvida pelo animal seja transferida ao leite.

A presenga das LM no leite, mesmo apods varias ordenhas, pode ser
atribuida aos fatores relacionados a farmacocinética dessas substancias no gado
leiteiro, como a formulacdo e a via de aplicagdo (injetavel ou pour-on) do
medicamento, as propriedades fisico-quimicas das LM e a espécie animal
(relacionada ao teor de gordura da espécie) (Danaher et al., 2006). Por exemplo,
a substituicdo do veiculo de propileno glicol/glicerol para outro a base de 6leo no
medicamento injetavel, favorece o maior tempo de permanéncia da IVR no
organismo animal e a maior exposi¢cao do parasita. Esta situagéo se deve a sua
melhor distribuicdo no tecido adiposo, que atua como um reservatoério que libera a
droga aos poucos na corrente sanguinea (Lifschitz et al., 1999). Acrescenta-se a
isso a baixa taxa de metabolizacdo do organismo animal que contribui para a
presenca dessas substancias no leite mesmo 30 dias apds a aplicagao.

A farmacocinética entre as LM ¢é diferente e, portanto, o tempo necessario
para que as quantidades dos seus residuos no leite estejam abaixo da quantidade
permitida pelos 6rgaos fiscalizadores varia de forma semelhante. Na aplicagao
pour-on de uma dose de 500 ug Kg”' (peso corpéreo) de MOX no gado leiteiro,
foram detectados residuos na faixa de 10-26 pug da substancia em um litro de
leite, entre a segunda e a décima ordenha. A partir da décima terceira ordenha, os
residuos ficaram abaixo de 10 pug L' (EMEA, 2004). Ja na aplicacdo uma dose de
750 pg Kg' (peso corpéreo) de EPR, foram encontrados somente 1,4-5,36 ug em
um litro de leite 20 dias apds o tratamento (EMEA, 1998). Nao ha permissao do
uso das demais avermectinas no gado que produz leite para consumo humano.
Mesmo assim, Toutain e colaboradores (1988) encontraram 41 ug L™ de IVR no

leite apos 1,8 dia da administragcdo por inje¢do subcutanea de uma dose de 200
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ng Kg' (peso corporeo), em trabalho que teve como objetivo a verificagdo do
esgotamento desta substancia no leite bovino. Cerknevik-Flajs e colaboradores
(2005 e 2007) estudaram a farmacocinética da DOR e da ABA, porém, utilizando
ovelhas.

Ha, contudo, um consenso de que quanto maior a dose aplicada no gado
leiteiro, maior o tempo de residéncia das LM no seu organismo e maior a
possibilidade de encontrar concentragdes acima dos limites maximos dos
residuos de cada LM no leite. Além disso, assim como outras substéncias, a
presenca de LM no leite comercializado em concentragdes acima das permitidas
pode ser devido ao ndo cumprimento das boas praticas veterinarias, ao mau uso
ou ao uso abusivo dos medicamentos veterinarios utilizados para o controle de
parasitas e infeccbes, do ndo cumprimento dos periodos de caréncias, entre

outros fatores (Spisso et al., 2009).

1.4. Monitoramento do leite

Assim como para diversos outros medicamentos veterinarios, o uso das LM
€ regulado por diferentes agéncias de diferentes paises, que estabeleceram os
Limites Maximos dos seus Residuos (LMR) nos alimentos (Stolker et al., 2007),
baseados nos respectivos valores de IDA (Paschoal et al., 2008). Portanto, as
suas utilizagbes devem ser ajustadas a uma seérie de principios basicos
estabelecidos nas legislacbes vigentes de cada pais. Na Europa, a aplicagéo de
medicamentos contendo DOR, ABA e IVR no gado produtor de leite para o
consumo humano € proibido durante o periodo de lactacdo, ndo sendo
estabelecidos os LMRs para estes compostos nesta matriz (Berendsen et al.,
2007). Pelo mesmo motivo, ndo foram estabelecidos os LMR da IVR e da DOR
pelo FDA, nos EUA (Tunipseed et al., 2005). Pelo CODEX ALIMENTARIUS, nao
foram estabelecidos os LMR da ABA e da MOX no leite bovino (CODEX, 2009).

No Brasil, a regulagdo parece ser mais flexivel, pelo menos quanto ao
controle da presenga de avermectinas nos alimentos como o leite, pois adota os
valores de LMR do CODEX, da Comunidade Européia e do FDA, conforme a

sequéncia apresentada na Figura 5, resultando nos valores apresentados na
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Tabela 2. Essa decisdo pode tornar confusa a distincdo entre os medicamentos
veterinarios de uso autorizado, como a eprinomectina, daqueles de uso proibido,
como a abamectina, no gado produtor de leite. O uso das outras avermectinas é
permitido somente nos casos em que o leite produzido durante o periodo de
caréncia ndo é destinado ao consumo humano, ou quando o leite produzido

durante os periodos de caréncia é descartado.

‘ Tem LMR na GMC 54/007

- | .
Niao Sim

+ v
‘ Tem LMR em outras referéncias? | | Valor encontrado é = GMC 34/007
[ [
- - +* v v
1. Codex? 2. UE? 3. FDA? Nio Sim
Acertavel Problema

Problema, se valor encontrado = LD

(deteccdo)

Figura 5: Arvore deciséria adotada pelo PAMvet para o estabelecimento dos
LMRs dos medicamentos veterinarios em alimentos de consumo humano no
Brasil. Fonte: ANVISA, 2005.

Tabela 2: Informacgdes sobre a utilizacdo das lactonas macrociclicas e os valores
dos limites maximos de residuos no leite.

Medicamentos  Periodo de LMR
Principio Kl
) Registrados Caréncia (ng L)
ativo o 7 5 5
no BRA (un.)* (dias) BRA*** CODEX UE FDA
ABA 54 48 10 5 nd nd
DOR 1 55 15 15 nd nd
EPR 1 0 20 20 20 12
MOX 1 36 nd nd 40 40
IVR 63 49 10 10 nd nd

Legenda: (*) Medicamentos veterinarios de uso exclusivo em gado, fonte SINDAN
(2010); (') para formulacdo com aplicagdo pour on, fonte Durden (2009); (***)
Definido pelo PNCR (MAPA, 2009); (?) fonte: CODEX, 2006.
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O monitoramento brasileiro dos residuos de medicamentos veterinarios em
produtos de origem animal destinados para o consumo humano tem sido
realizado pelo MAPA, através do Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC), e pela ANVISA, através do Programa Nacional de
Anadlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos Expostos ao
Consumo (PAMvet), com diferentes atuagbes. O MAPA atua basicamente junto
aos estabelecimentos produtores de alimentos que atendem ao Servico de
Inspecdo Federal (SIF). A ANVISA atua somente sobre as propriedades
comerciais, como 0s supermercados, realizando coletas de amostras de
diferentes marcas (Spisso et al., 2009).

Estes planos tém o comum objetivo de evidenciar o potencial risco que os
residuos dos medicamentos veterinarios oferecem para a populacédo e de
funcionar como um parametro para orientar a adocao de politicas nacionais de
saude e de inspegao (Mauricio et al., 2009; Spisso et al., 2009), ja que o pais € 0
sétimo produtor mundial de leite (FAO, 2010) e é o alimento de origem animal
mais consumido da populacao brasileira (ANVISA, 2005). O monitoramento das
avermectinas no Brasil teve inicio em 1998 com a determinacdo da IVR em
musculo e figado bovinos. Porém, os resultados iniciais ndo foram publicados por
parte do MAPA e ANVISA. Nos ultimos anos, porém, mais informagdes foram
disponibilizadas, incluindo a detec¢ao de avermectinas em leite.

Pela aplicacdo do PAMvet no ano de 2003, foram analisadas 312 amostras
de leite por cromatografia liquida e detecg¢ao por fluorescéncia (LC-FL), das quais
87% foram do tipo integral UHT (do inglés ultrahigh temperature, uma
esterilizacdo realizada durante 2-4 s a 130°C e imediatamente resfriada a 32°C
(Lobato et al., 2006) e 13% de leite integral em po. Neste ano, foram identificados
os residuos de IVR, em 39% das amostras, e de ABA e DOR, em 9% das
amostras. Porém, foram considerados insatisfatérios apenas os resultados das
amostras que continham ABA e DOR pois, naquela época, ndo havia limites
maximos desses residuos no leite. Desta forma, todos os resultados superiores
aos limites de detec¢cdo do método (limites n&o informados) foram considerados
insatisfatorios, mesmo que abaixo dos limites de quantificagcdo do método (limites
de quantificagdo de 1 ug Kg' ou L") (ANVISA, 2006). J& em 2004, de um grupo
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de 301 amostras de leite analisadas, formado por aproximadamente 90% de leite
integral do tipo UHT e 10% de leite em pod, 34 apresentaram residuos de ABA
acima dos limites de detecgdo do método (limites ndo informados), sendo 6
amostras com concentragdo acima do LQM, 2 amostras continham DOR com
concentragdo abaixo do LQM e 169 amostras continham IVR com concentragdes
abaixo do LMR (10 pg Kg ™' ou L") (ANVISA, 2006).

A apresentagdo dos resultados do monitoramento das LM no leite obtidos
pela aplicagdo do PNCRC teve inicio em 2004 com a analise de 24 amostras, ndo
havendo indicagdo da presenca das avermectinas ABA, DOR e IVR (MAPA,
2005). Em 2005, das 75 amostras analisadas, 2 violagbes foram registradas mas
sem a indicagdo da avermectina detectada e a concentragdo encontrada (MAPA,
2006). A partir de 2006, as informag¢des comecaram a ser divulgadas de forma
mais clara. Neste ano, foram identificadas 2 violagbées por ivermectina (19,1 e
13,4 ug Kg™") e 4 por doramectina (de 14,5 a 21,1 ug Kg') em 125 amostras
analisadas (MAPA, 2007). Em 2007, de 125 amostras, somente uma apresentou
IVR acima do LMR (22,9 ug Kg™") (MAPA, 2008). Em 2008, foram analisadas 114
amostras de leite, sendo identificada violagdo em 5 amostras com a presenca de
IVR em concentragdes entre 22 e 59 ug Kg™' ou L™ (MAPA, 2009a).

A grande relevancia do monitoramento das LM no leite consumido no
mercado brasileiro tornou o assunto de interesse cientifico. Em 2006, Lobato e
colaboradores apresentaram os resultados da analise de IVR em trés tipos de
leite comercializados na cidade paulista de Campinas e adquiridos entre os anos
de 1999 e 2001. Foram analisadas 168 amostras (20 do tipo A, 20 do tipo B, 38
do tipo C e 90 UHT) de 51 marcas diferentes, sendo encontrados de 2,5 a 7,0 ug
Kg' ou L de IVR em uma amostra do tipo A, outra do tipo B, 13 do tipo C e 15
UHT, todas abaixo do LMR da IVR (Lobato, 2006). Em 2007, Altino e
colaboradores apresentaram os resultados da analise de amostras de leite
integral da Bacia Leiteira do Estado do Parana. Das 157 amostras analisadas,
duas amostras continham EPR, 27 continham ABA, 31 DOR e 107 IVR. A
concentracdo de EPR e IVR apresentou valores menores que os estipulados

como LMR e as amostras foram consideradas conformes. Porém, as amostras
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contendo ABA e DOR foram consideradas ndo conformes, pois, para a legislagéo

daquele ano, a presenca dessas substancias no leite era proibida.

1.5. Técnicas para analise das avermectinas e milbemicina em leite

1.5.1. Cromatografia Liquida

Apesar do grande volume de trabalhos publicados sobre as LM, somente
uma fragdo é dedicada ao desenvolvimento de métodos analiticos para a
determinacdo das LM. Nessa fracdo a aplicagdo das técnicas de cromatografia
liguida com deteccao de fluorescéncia (LC-FL) e acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS) é predominante. As LM possuem um coeficiente de
absorgdo molar consideravel na regido do UV (ez4onm = 3,0 x 10* L molcm™) e
também podem ser detectadas em concentragdes elevadas (cerca de 0,1 mg L™)
utilizando um detector de UV.

A derivagdo do anel benzofuranico bihidratado presente nas estruturas de
todas as avermectinas e na MOX produz substancias fluorescentes de absorgao
em 365 nm e emissdo em 470 nm. Essa derivacdo pode ser obtida utilizando
reagentes de acetilagdo como o anidrido acético (AA) ou o anidrido trifluoroacético
(TFAA) na presenga de um nucledfilo forte como a piridina (PI), a trietilamina
(TEA) ou o 1-metilimidazol (Ml), e tem sido utilizada na determinagao de uma ou
mais LM por analise (Danaher, 2006). A deteccao desses derivados por LC-FL
torna a analise das LM mais especifica e mais sensivel do que as analises das
LM por cromatografia liquida com detector de UV.

O anidrido acético tem sido utilizado como reagente de derivacdo das LM
desde 1980. No inicio, os derivados eram obtidos com tempos de reacido de
aproximadamente 22h em faixas de temperatura de 105 a 110 °C. Em 1981, Tway
e colaboradores introduziram o 1-metilimidazol na reagcdo e reduziram o seu
tempo para 1 h e a temperatura para 90 °C. Em 1990, De Montigny e
colaboradores substituiram o anidrido acético pelo anidrido trifluoroacético e
produziram derivados da ABA, DOR e IVR em menos de 30 segundos na

temperatura ambiente.
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A utilizagcdo do TFAA na presenca de MI produz derivados fluorescentes
mais estaveis, em menor tempo de reagao e em condi¢des mais brandas devido a
sua alta reatividade. Além disso, produz baixa quantidade de subprodutos e
propicia melhores resultados para métodos multirresiduos em diversas matrizes.
Na verdade, a substituicdo do AA por TFAA produz derivados diferentes para
ABA, DOR e IVR, com a formacao do trifluoroacetil éster no carbono C-4" do
dissacarideo ao invés do acetil éster. No caso da EPR e da MOX, ndo ha
diferengas entre os derivados produzidos por AA e TFAA (Danaher et al., 2006).

Danaher e colaboradores (2000) propuseram a adigdo do acido acético na
reacao das LM com TFAA e MI, a 65 °C, de forma a produzir o derivado da EPR
com estabilidade superior a 22 h. Nesse trabalho, o limite de deteccdo dos
derivados foi de 2 ug Kg' em figado bovino. O mecanismo dessa reacdo foi
proposto por Berendsen e colaboradores em 2007. Segundo esses autores,
inicialmente ocorre a formacgao do agente de acilagao, a partir da reagdo do TFAA
com o MI, e, em seguida, as hidroxilas das avermectinas sdo atacadas de forma
irreversivel (figura 6). Esses autores também verificaram uma série de
metodologias diferentes que envolviam a adicio da TEA e do acido
trifluoroacético (TFA) em certos procedimentos e obtiveram derivados estaveis
por aproximadamente 80 h e limite de deteccdo de 0,1 ug Kg™' para extratos de
leite. Porém, a presenga do TFA na amostra contribui para o aumento do sinal da

linha de base na cromatografia, baixando a sensibilidade do método analitico.
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Figura 6: Reacdo de derivagéo fluorogénica das avermectinas e milbemicinas.

Apesar da possibilidade da obtencdo de derivados mais estaveis em
condi¢cdes mais brandas utilizando TFAA, ainda podem ser encontrados trabalhos
recentes que utilizam o AA para determinar LM em leite. Souza e colaboradores
(2007) derivaram as avermectinas ABA, DOR, EPR e IVR em extratos de leite
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bovino com AA e MI em reacao de 1h, com temperaturas entre 90 e 100 °C e
obtiveram um limite de deteccéo cerca de cinqluenta vezes maior ao encontrado
por Berendsen (entre 5 e 10 pug L™"). Da mesma forma, Lobato e colaboradores
(2006), apresentaram os resultados da analise de IVR no leite comercializado na
cidade paulista de Campinas, utilizando AA e MI na reacao de derivagao, sendo
obtido o limite de detecgdo de 0,6 ug L. O MAPA também utiliza o AA e o Ml no
monitoramento dos residuos das avermectinas no leite no método analitico
quantitativo no PNCR.

A Tabela 3 apresenta um resumo das metodologias publicadas para a
determinacao dos residuos das LM em leite, utilizando a cromatografia liquida

com detector de fluorescéncia como método instrumental.
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Tabela 3: Metodologias de determinacao de LM em leite por cromatografia liquida com detector de fluorescéncia.

Recuperagao £ DPR

LQ

Condigdes cromatograficas Extragao Derivagdo Analitos (%) ng mL! Referéncia
Coluna: Zorbax RX-C4g (250 x 4,6 mm, 5
pum), 35°C. FM: MeOH, ACN, agua, TEA, Precipitagdo com .
HaPO, (25:68:7:0,2:0,2). Fluxo: 1 mL min ACN MI+TFAA  EPR 94,4£6.2 2 Polimeier, 2002.
' Detecgao: Ex 365 e Em 475 nm.
Coluna: Phonomenex Selectosil Cg (250 x IVR 89+56 0.1
4,6 mm, 5 um)30°C. FM: HAc 0,2%, ACN Precipitagdo com Ml + TEAA 7 ’ Imperiale. 2004
MeOH (5:40:55). Fluxo: 1,5 mL min™. ACN - ultrassom MOX 92+38 0.1 P ’ ’
Detecgao: Ex 365 e Em 475 nm. - '
Coluna: LiChroCart C4g (125 x4 mm, 5
A Lobato, 2006
pum), 30°C. FM: MeOH, agua (96:4). Fluxo: ’ ’
0,7 mL min™". Detecgao: Ex 360 € Em 470 LLE-SPE C4g Ml + AA IVR 77,932 2 belseado em
am Kijak, 1992.
IVR 4,8 £ 10,7 1
Coluna: NI FM: MeOH Precipitagdo com ABA 99é89 N 60,7 18
Fluxo: 0,9 mL min™. ACN e TEA - SPE Ml +AA o= Souza, 2007.
Detecgéo: Ex 366 e Em 426 nm. Cig DOR 90,1 £ 11,2 10
EPR 94,0+ 8,0 10
Coluna: Waters Symmetry Cy5 (150 x 3 IVR NI 0,1
mm, 5 Hm)20 C. FM: agua, MeOH, ACN Precipitagdo com Ml + TFAA ABA NI 0.1 Berendsen,
(5:47,5:47,5). 1 ACN - SPE C + HAG DOR NI 0,1 2007
Fluxo: 0,6 mL min"'. Detecgdo: Ex 365 e 18 EPR NI 0,1 '
Em 470 nm. MOX NI 0,1
IVR 87 +9,2 0,1*
ABA 92+7,2 0,1*
Coluna: Cg (150 x 4,6 mm, 3 um)27°C. DOR 86+ 77 01*
FM: ACN, MeOH, agua (gradiente). Precipitagdo com MI + TFAA EPR 84 +'10’ 3 24’ g* Cerkvenik-Flajs,
Fluxo: 1 mL min™. Detecgao: Ex 364 e Em ACN e TEA - SPE Cg + HAc - e 2010.
470 nm. EMA 93+5,5 0,2
MOX 69 £ 21,2 50,6*
NEM 83+8,7 0,2*

Legenda: DPR, desvio padrao relativo; ACN, acetonitrila; MI, metilimidazol; TFAA, anidrido trifluoroacético; HAc, acido acético; NI, dado nao informado;

(*) valores referentes ao CCa.



Nos casos em que as concentragdes dos residuos das LM estejam acima
dos limites maximos permitidos para o leite, a identificacdo desses residuos
devera ser realizada por uma metodologia confirmatéria, empregando-se a
técnica de cromatografia liquida acoplada com a espectrometria de massas
(MAPA, 2009).

Por LC-MS, a confirmagao da presenca de um determinado analito pode ser
obtida, por exemplo, comparando-se as informacgdes do tempo de retencéo e do
espectro de massas entre um padrdao de referéncia e o analito encontrado na
amostra. Assim, além do desenvolvimento de um método cromatografico efetivo,
também sao necessarios os processos da escolha da fonte de ionizacdo e o
estabelecimento das condi¢gdes espectrométricas para que a confirmagao de
baixas concentragbes dos compostos em matrizes complexas seja possivel.

A maioria dos métodos presentes na literatura para confirmacdo dos
residuos das LM em musculo, figado e leite utiliza as fontes de ionizagdo quimica
em pressao atmosférica (APCI) e de eletronebulizagdo (ou, em inglés, eletrospray
ESI). Tanto por APCI quanto por ESI é possivel selecionar ions positivos e
negativos das avermectinas, dependendo da composicdo da fase movel do
método e dos tipos de interacdo entre os componentes dessa fase movel e os
analitos. Turnipseed e colaboradores (1999) desenvolveram um método de LC-
MS com um analisador de massas de quadrupolo simples, com fonte APCI no
modo negativo, capaz de determinar IVR, DOR e EPR adicionadas no leite em
concentracdo de 20 ug L™ e MOX a 40 pg L. Com a utilizacdo da fonte APCI
sem aplicagdo da descarga corona, foi possivel aumentar a sensibilidade do
método e as avermectinas foram confirmadas no leite a partir de 1 pg L
(Turnipseed, 2005). Utilizando a fonte de APCI no modo positivo, os ions [M+H]",
[M+Na]" e [M+NH,]" podem ser monitorados, porém, com baixas intensidades de
sinal. Por esse motivo, os métodos confirmatoérios para a determinagao das LM no
leite, por APCI, utilizam preferencialmente o modo negativo.

Por ESI, as avermectinas sao ionizadas no modo positivo e também formam

ions adutos de aménio [M + NHy]*, sddio [M + Na]*. No modo negativo, formam
principalmente ions moleculares do tipo [M - H] . Para essa fonte de ionizacao,

Durden e colaboradores (2007) indicam a aplicagdo do modo negativo para
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substancias que contivessem somente carbono, hidrogénio e oxigénio nas suas
estruturas, como a ABA, a DORA e a IVER. Para as demais substancias que
apresentassem nitrogénio nas suas estruturas, como a EPR, MOX e EMA, o
modo positivo pode apresentar maior sensibilidade, sempre sendo considerados
os diferentes aditivos nas fases modveis. Esses autores desenvolveram métodos
de LC-MS/MS para a determinacdo ABA, DOR, EMA, EPR, IVR, MOX e
selamectina (SEL) em leite, utilizando ESI tanto no modo positivo quanto no modo
negativo. O método com ESI+, embora mais sensivel que no modo negativo, ndo
foi linear nos niveis de maior concentracdo dos analitos. Assim, 0 método com
ESI" apresentou maior reprodutibilidade e foi considerado como mais adequado
para determinar as avermectinas na faixa de concetracdo de 2 a 50 pg L™.

A tabela 4 apresenta os métodos de LC-MS/MS utilizados recentemente para

a determinacao das LM em leite.
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Tabela 4: Metodologias de determinagao de LM em leite por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

Fonte de RectRSD LQ

Método Extragao lonizagio Analitos [ion] (%) ng mL Referéncia
Coluna: Cy5 (150 x 3 mm, 3,5 um)temp. Precipitacio IVR [M-H] 62+9 0,5
amb. FM: Acetona*, MeOH, agua APCI DOR [M-H] 97+12 0,5 Turnipssed, 2005
(gradiente). Fluxo: 1,5 mL min™. com ACN -~ (APPI) EPR [M-H] 64414 0,5
Detecgao: Ex 365 e Em 475 nm. SPECis MOX [M-H] 112+16 5
IVR [M+Na]" 99,6 1,0
Coluna: Cys (150 X 2.1 mm, 3,5 um),42°C ABA [M+Na] 98 0,67
FM: HAc 0,3%MeOQH, 4dgua (gradiente) LLE ESI+ DOR [M+Na]+ 106 0,67 Sheridan, 2006
Fluxo: 0,7 mL min™ EPR [M+Na]+ 103 L7
EMA [M+H] 128 0,016
MOX [M+Na]* 105 0,67
IVR [M-H] 101,4+1,5 0,72
‘ A L ABA [M-H]  104,8+10,1 0,63
min ! ! SPE Cys (ESI+) EPR [M-H] 93,8%15,2 0,63 (Durden, 2009)
EMA [M-H] 108+8,5 0,85
MOX [M-H] 10816,3 0,84
IVR [M+NH,]" 8013 5
ABA [M+NH,]* 8313 5
Coluna: Cy5 (100 x 3, 5 um) 30°C. FM: 25 QUEChERS DOR [M+NH,]" 8612 5
mM Formiato de Amonio, ACN, MeOH . (SPE. ESI+ EPR [M+NH.]* 86+2 5 Kinsella, 2009
(gradiente). Fluxo: 0,3 mL min™. dispersiva EMA [M+H]" 7843 5
Ciz e PSA) N
SEL [M+H] 86+2 5
MOX [M+H]* 7913 5
. IVR [M+Na]* 31122 25%*
Coluna: Cy5 (100 x 2,1 mm, 1,7 um) 40°C. E:;;t;ong; oF ABA [M+Na]" 3461 25*
FM: 0,1% HForm, 0,1% HForm ACN DOR [M+Na]* 6186 25%* Ortelli, 2009
(gradiente). Fluxo: 0,4 mL min™. n;eerr;blzgr;a (ESH+) EPR [M+H]" 1+86 10*

EMA [M+H]* 10+64 25%




1.5.2. Eletroforese Capilar

A Eletroforese Capilar (EC) é uma técnica de separagdo amplamente
empregada na analise de moléculas bioldgicas e que tem atraido a atencédo de
outras areas de aplicacdo como a anadlise de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos. Embora a sua aplicagdo ainda n&o seja comum nas
analises de rotina laboratorial, diversos autores a consideram como uma
alternativa adequada a cromatografia liquida, pois apresenta alta capacidade de
separagao, baixo consumo de solventes orgéanicos e, assim como as técnicas
cromatograficas, permite diversos modos de detec¢do e automacgao do sistema.
Além disto, a EC apresenta diversas modalidades que permitem a separagao
tanto de moléculas carregadas eletricamente, quanto de moléculas neutras.
Dentre essas modalidades, a Capillary Zone Electrophoresis (CZE), ou
Eletroforese Capilar de Zona (na qual sdo usados tampdes, geralmente referidos
como Background Electrolite - BGE, com ou sem aditivos para promover a
separagao dos analitos eletricamente carregados, baseado nas suas diferentes
mobilidades eletroforéticas) e a Micellar Electrokinetic Chromatography (MECK),
ou Cromatografia Eletrocinética Micelar (na qual um sistema micelar é obtido pela
adicdo de surfactantes no tampao, sendo utilizados para separar os analitos
neutros), vém sendo empregadas de forma predominante nas analises dos
antibiéticos aminoglicosideos, sulfonamidas, tetraciclinas e dos B-Lactamicos,
respectivamente, com detecgao UV (Garcia-Ruiz et al., 2006).

Poucos métodos, porém, foram desenvolvidos e validados para a
determinacao dos residuos desses antibioticos em alimentos com o objetivo de
atender as exigéncias dos Planos Nacionais de Controle de Residuos (PNCR).
Hoff e colaboradores (2009), por exemplo, apresentaram um método de MEKC,
com deteccao por fluorescéncia induzida a laser (LIF), para a determinagao dos
residuos de seis sulfonamidas em figado bovino. Em paralelo, foi apresentado um
método de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas para a
confirmagédo desses compostos. Nesse trabalho, o método de EC foi validado
para fins de triagem e o método cromatografico confirmatoério foi validado de

acordo com a Diretiva da Comunidade Européia (2002/657/EC). Com o método

33



de EC, foi possivel analisar as sulfas em concentragdes entre de 25 e 75 ng g™
(valores inferiores aos limites maximos dos respectivos residuos) na matriz de
interesse, sendo tal método considerado como satisfatério pelos autores para a
aplicacao no PNCR brasileiro.

No caso da analise de residuos em leite por EC, podem ser encontrados na
literatura métodos mais especificos, que utilizam diferentes artificios de
concentragao dos analitos e diferentes sistemas de detecg¢ao. Yu e colaboradores,
(2009) apresentaram um método de determinacdo dos aminoglicosideos
kanamycin A, amikacin e tobramycin, em niveis residuais, no leite, por CZE-LIF,
com reacdo de derivagdo fluorogénica pés-coluna com o naftaleno-2,3-
dicarboxaldeido (NDA). Neste trabalho, os autores optaram pela derivacdo poés-
coluna devido ao carater inespecifico da reacdo que pode ocorrer em diferentes
regides das moléculas de interesse. Dessa forma, foi possivel aumentar a
sensibilidade do método e diminuir o nivel de interferentes nas analises,
chegando a um limite de quantificacdo cerca de vinte vezes menor que os
respectivos valores de LMR nessa matriz. Bailon-Pérez e colaboradores (2007)
utilizaram os modos de concentracdo off-line, na qual os analitos sao
concentrados separadamente do sistema de EC por diferentes técnicas (como a
SPE e a LLE), e de concentragao on-line, geralmente referido como stacking (ou
empilhamento), na qual os analitos sao concentrados dentro do capilar por, entre
outros efeitos, compressao na interface “BGE - plug da amostra injetada” devido
as diferengas de condutividade ou de pH entre essas duas fases, para a
determinacao de oito antibidticos B-lactamicos por CZE com detecgéo de arranjos
de diodos (DAD). Nesse trabalho, foi utilizado um capilar de didmetro interno
maior na regido do detector, conhecido como bubble cell, que aumenta o caminho
optico e, consequentemente, a sensibilidade do método, sendo possivel detectar
tais substancias nas concentragdes de 2 a 10 ng mL™, porém, ainda com limites
de detecgao superiores aos limites maximos de residuos no leite impostos pela
Comunidade Européia nesta matriz.

Também se encontra na literatura um método confirmatorio para a
determinacdo da tetraciclina, da oxitetraciclina e da clortetraciclina no leite, por

eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas (EC-EM), com a
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concentracao on-line dos analitos por empihamento da amostra por campo
amplificado (field-amplified sample stacking, FASS). Geralmente, nesta técnica
de concentragcdo, a amostra deve ser preparada em tampdes de baixas
concentragdes (ou mesmo em agua) para que, apos a sua inje¢ao no sistema de
EC, os analitos migrem velozmente em diregdo a juncdo “amostra - BGE”,
empilhando-se nessa regido devido a diferenca de condutividade entre a amostra
e o BGE. Em seguida, a separacgao ocorre ao longo do comprimento restante do
capilar até o sistema de deteccao. Neste trabalho, os autores puderam aumentar
a sensibilidade do método em até sete vezes, mesmo sendo observados efeitos
de supressao idnica na fonte do electrospray (ESI), sendo possivel determinar e
confirmar a presenga de residuos de tetraciclinas no leite em concentracdes
abaixo do LMR de 100 ng mL™".

Até o momento, nenhum método de EC foi validado para a determinacao das
LM com propésitos regulatérios. Constam na literatura somente dois trabalhos,
um no qual foi apresentado um método para analise do controle de qualidade de
formulagcbdes comerciais de IVR, DOR e ABA, por cromatografia eletrocinética de
microemulsdo (microemulsion electrokinetic chromatography - MEECK) e
detecgdo por DAD, com limites de aproximadamente 15 ug mL™, e outro método,
de alta sensibilidade, capaz de determinar 1 ng mL™ de ivermectina em plasma de
suinos e cavalos, por CZE-UVas4nm (Kowalski et al., 2004), utilizando 25% de
metanol na composicdo do BGE devido a alta lipofilicidade da substancia.
Segundo Kowalski e colaboradores (2003), o fator responsavel pelo restrito
numero de aplicagdes da EC em analises para propdsitos regulatérios € a baixa
sensibilidade da técnica. Porém, o desenvolvimento de procedimentos de pré-
concentracao, aliado a um sistema de detecgdo adequado, pode contribuir para o
aumento da sensibilidade desses métodos de forma a atender os niveis exigidos

pelas legislagdes vigentes.
1.6. Extrac&do das avermectinas e milbemicina do leite

A extracdo das avermectinas e milbemicinas do leite € outro aspecto que

apresenta importante influéncia na sensibilidade de um método analitico. Em
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grande parte dos trabalhos, a técnica de extracdo mais utilizada é a SPE (do
inglés solid phase extraction, ou extragao em fase soélida), apods a precipitacdo das
proteinas por adi¢ao de solventes (Souza, 2007; Durden, 2007; Berendsen, 2007,
Turnipseed, 2005; Durden, 2009). Por SPE, a extracdo pode ser realizada com
diferentes fases sélidas e com diferentes quantidades, entretanto, a fase Cqs (500
mg) é a mais empregada.

Apesar da sua popularidade, a técnica SPE vem sendo substituida por
técnicas alternativas que utilizam menores volumes de solventes, que geram
menos residuos e que abranjem maior espectro de analitos, tornando as analises
mais baratas, sem perdas de sensibilidade. Kinsella e colaboradores (2009)
modificaram o método de extragdo multiresiduos conhecido como QUEChERS,
(do inglés quick, easy, cheap, effective, rugged and safe, ou rapido, facil, barato,
eficiente, robusto e seguro), utilizando uma pequena quantidade de sorbente Cys
(50 mg) para limpeza de cada extrato por dispersao (d-SPE), na determinagéo de
38 anti-helminticos em leite, por LC-MS/MS, com LQM de 5 pg kg™’ para 37
analitos. Ja Ortelli e colaboradores (2009), realizaram a purificagdo dos extratos
de leite bovino, substituindo completamente a SPE por um processo de
ultrafiltracdo com limite de exclusdo de 3 kD para a determinagao dos residuos de
150 drogas veterinarias por UPLC-TOF-MS porém, devido a complexidade da
matriz e as propriedades quimicas distintas das avermectinas em baixas
concentragdes, foi obtido um LQM de somente 10-25 py Kg™', com alto desvio
padrao relativo, variando de 61 a 122%.

Apesar do continuo desenvolvimento das técnicas de extracdo e
microextracdo em fase sodlida, a particdo liquido-liquido continua sendo muito
utilizada por ser mais barata, de facil execugdo e, em casos especificos, mais
limpa. Além disso, pode oferecer elevados niveis de recuperagao. Pollmeier e
colaboradores (2002) determinaram EPR em leite utilizando extracdo liquido-
liguido e obtiveram rendimentos superiores a 95% de recuperagéo.
Analogamente, Sheridan e colaboradores (2006) determinaram seis LM com
adicdo de cloreto de sédio e sulfato de magnésio no extrato para promover a
separacao entre as fases aquosa e organica. A faixa de recuperagao encontrada

nesse método foi de 98 a 128%. Goulart e colaboradores (2008) utilizaram um
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método de extragcdo semelhante para a determinacédo de piretroides em leite por
cromatografia a gas com detector de captura de elétrons, porém, adicionando
uma etapa de particdo em baixas temperaturas para a remocgao dos lipideos.
Nesse trabalho, os autores obtiveram extratos limpos e com niveis de
recuperacao proximos a 90%. Embora estes piretréides possuam coeficientes de
particdo octanol/agua (log Kow) entre 4,53 e 6,3 semelhantes aos log Kow das
avermectinas e da MOX (entre 3,22 e 5,40), ainda ndao ha relato da aplicacéo
desse método para extracao dos residuos das avermectinas presentes no leite,

em substituicao a técnica de SPE.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

e Desenvolvimento de métodos analiticos para a determinagao dos residuos de
avermectinas e de moxidectina em leite por cromatografia liquida com detector de
fluorescéncia e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem.

2.2. Especificos

¢ Desenvolver método alternativo de extragdo das avermectinas e da moxidectina

em leite bovino em substituicdo ao método de extracdo em fase sélida.

e Aplicar método de derivagéo fluorogénica para a determinagdo simultanea das

avermectinas e moxidectina por cromatografia liquida e detector de fluorescéncia.

¢ Desenvolver método analitico para a determinacéo simultanea das avermectinas

e da moxidectina por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

¢ Avaliar a possibilidade da aplicagdo da metodologia para concentragao on-line

em eletroforese capilar de zona.
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A parte experimental desta dissertagéo foi dividida em dois capitulos.

O capitulo | consiste no artigo a ser submetido ao peridédico Journal of Separation
Science, que apresenta os dados referentes ao desenvolvimento de um método

para extracdo das avermectinas e milbemicina de amostras de leite.

No capitulo Il, sdo apresentados os dados referentes ao desenvolvimento dos
métodos cromatograficos de fluorescéncia e de espectrometria de massas
utilizados para a determinagcédo das avermectinas e da MOX em leite, na forma de

Materiais e Métodos e Resultados, que nao foram apresentados no capitulo I.

Por fim, sera apresentada uma discussdo geral envolvendo os assuntos
apresentados nos dois capitulos junto com o assunto do artigo publicado no
periddico Electrophoresis, apresentado no Apéndice, sobre o desenvolvimento de

método de concentragao online por eletroforese capilar em zona.
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3. Capitulo | — Liquid-liquid extraction with low temperature purification for
quantification of macrocyclic lactones in milk by LC-fluorescence and LC-

mass spectrometry

Este manuscrito sera submetido a publicagdo no periddico Journal of Separation
Science e apresenta o desenvolvimento de um método alternativo para extracao
dos residuos das avermectinas e da moxidectina presentes no leite bovino para
posterior determinagdo por cromatografia liquida e detecgao por fluorescéncia e

espectrometria de massas.
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Abstract

Residues of the avermectins abamectin, doramectin, eprinomectin, ivermectin,
and the milbemycin moxidectin are monitored in bovine milk mainly by liquid
chromatography methods for regulatory purposes. In this work, we analyzed these
substances by Liquid Chromatography with fluorescence detector (LC-FL) and
Liquid Chromatography coupled with mass spectrometry (LC-MS/MS) after liquid-
liquid extraction with low temperature purification of spiked milk samples. The
clean up was considered satisfactory, with recovery ranging from 93 to 118%
(RSD values of 2-12%) for LC-FL. For LC-MS/MS, the recovery ranged from 106
to 120% (RSD of 2.5-8.4%). In both, the quantification limits were below the
maximum limits permitted for milk in Brazil. The proposed method is simple, easy,
with low consumption of organic solvent, and can be used for multiclass analyses

in milk samples.
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1. Introduction

The avermectins abamectin (ABA), doramectin (DOR), eprinomectin (EPR),
ivermectin (IVR), and the milbemycin moxidectin (MOX) are macrocyclic lactones
(MI) widely used veterinary propose due to their antiparasitary properties in low
doses [1]. For cattle, ML are slowly eliminated from the body [2] and their
extensive or extra-label use may result in the presence of its residues in milk, liver,
and muscle tissue. Residues of veterinary drugs in food are monitored by
regulatory agencies as maximum residue limits (MRL) due to their undesirable
effects in terms of public health. Thus, formulations containing ABA or DOR are
not authorized for use in milking cows in the Europe Union [3]. The same is
observed for DOR and IVR, in the United States [4]. In Brazil, the world’s sixth
largest milk producer [5], although the MRL values of ABA, DOR, and IVR are
regulated for milk at 10, 15, and 10 ng mL™", respectively, only EPR is approved for
use in lactating dairy cows, with an MRL of 20 ng mL"[6].

For efficiency in a regulatory setting, multiresidue methods are preferred to single-
residue methods for the analysis of veterinary drugs in agricultural products.
Residual levels of ML in milk samples have been analyzed by liquid
chromatography multiresidue methods based on fluorescence detection (LC-FL)
and tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) after sample extraction. Solid phase
extraction (SPE) is the most used technique for ML extraction in milk [1, 7-10].
Other sample preparation procedures were developed as an alternative to SPE,
such as QUEChERS [11, 12], protein precipitation [18], protein precipitation
followed by ultrafiltration [13], and liquid-liquid extraction (LLE) [14]. Although LLE
remains as a simple and less costly alternative extraction technique, intense
matrix effects are observed when its extracts are analyzed in LC-ESI-MS/MS[11].
So, a further cleanup step is required to remove the remaining interferences.

The Low-temperature purification (LTP) method was introduced by Rizos et al. [15]
for gas chromatography (GC) analysis of organophosphorous insecticides in olive
oil, and was recently applied for GC analysis of pyrethroids in whole milk samples
[16]. In the LTP procedure, the extract is obtained by addition of acetonitrile in the

sample, followed by freezing at — 20 °C. The phase that contains the organic
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solvent and the analytes remains liquid, whereas the other phase, composed
mainly of water, protein (for milk), and the fatty matrix freezes. For milk samples,
good recovery values were obtained (84% for deltamethrin and 93% for
cipermethrin) with relatively clean extracts. Although this technique appears to be
a simple, efficient and low cost alternative for the extraction of many substances
from a complex matrix, to our knowledge, there is no report of its application for
the extraction of veterinary drugs from milk samples for LC analysis.

The aim of this study was to apply the LTP cleanup procedure to milk extracts
obtained by liquid-liquid extraction for determination of abamectin, doramectin,
eprinomectin, ivermectin, and moxidectin by LC-FL and LC-MS/MS, at residual
levels. LLE-LTP method was optimized based on ML recovery, limits of detection
and quantification, linearity, precision, and its efficiency to minimize the matrix
effects of the extracts on LC-ESI-MS/MS.

2. Materials and methods
2.1. Reagents and standard solutions

The avermectins ivermectin (82.9 %), eprinomectin (93.9 % B1a, 3.4 % Byp),
emamectin (99.1 %), doramectin (81.1%), abamectin (97.1 %), the milbemicin
moxidectin (92.3 %); the fluoroquinolones enrofloxacin, ciprofloxacin, norfloxacin,
and flumequine; the quinolones nalidixic acid, sarafloxacin, and oxolinic acid, and
the sulfonamides: sulfaquinoxaline, sulfamethoxazole, sulfapyridine, sulfathiazole,
sulfadiazine, and sulfadimethoxine standards were purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO, USA), as VETRANAL analytical standards grade. Acetonitrile
(ACN), Acetic Acid, and Triethylamine (TEA) were from J.T. Baker (Phillipsburg,
NJ, USA). SPE cartridges were octadecylsilane 500mg/6mL (CRS, Louisville,
USA); Trizma base, trizma HCI, and ammonium acetate (analytical grade) were
obtained from Mallinckrodt-Baker (Phillipsburg, NJ, USA). 1-Methylimidazole (Ml)
and trifluoroacetic acid anhydride derivatization grade (TFAA) were obtained from
Vetec (Rio de Janeiro, Brazil).

Stock solutions of 1.0 mg mL™ of each avermectin were prepared by dissolving 20
mg of the pure analytical standard in 20 mL of acetonitrile HPLC grade. The

avermectins and milbemicin working solutions were prepared by combining
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aliquots of each stock solution that were diluted to obtain a final concentration of
1.0 ng mL™" for ABA and IVR, 1.5 ng mL™ for DOR, 2.0 ng mL™ for EPR, and 4.0
ng mL™ for MOX, all in acetonitrile (ACN). EMA working solution of 1.0 ng mL"
was prepared and stored in a separate flask, and was used as an internal
standard (IS) for LC-FL and LC-ESI-MS/MS analysis. All the standard solutions

were stored at - 20 °C in a polypropylene flask.

2.2. Sample preparation

Whole milk samples collected from farmed cows in the metropolitan area of Porto
Alegre, Brazil, that were not exposed to ML, fluoroquinolones, quinolones, and
sulfonamides, were used as matrices for the spiked samples and as matrix blanks.
Five milliliters of milk was placed in 50 mL polypropylene centrifuge tubes and
spiked with 25, 50 and 75 uL of ML mix standard (corresponding to 0.5, 1.0, and
1.5 for each MRL concentration), 2.5 uL of the IS, and left standing for 12 h at 4
°C. Then, ACN was added to milk samples and the mixture was homogenized at
room temperature on a circulatory mixer for different times. Approximately 1.5 g of
sodium chloride was added to the mixture and homogenized using circulatory
mixer for 10 min and then centrifuged for 10 min at 2200 x g. The top layer
(organic phase) was transferred to another 50 mL centrifuge tube, which was
stored in the freezer at -20 °C for 12h. After, the liquid extract was transferred into
another 50 mL centrifuge tube, evaporated to dryness under a gentle nitrogen
stream in a water bath (40 - 45 °C), and was reconstituted with 1 mL of ACN.
Finally each extract was transferred to a polypropylene autosampler vial for LC-
MS-MS analysis or left standing for fluorescent derivatization.

The following parameters were evaluated for method optimization: the milk ML
extraction conditions, the ratios of sample:organic solvent (2:1, 1:1, 1:2; 1:3 and
1:4 v/v), and the effect of the contact time under circulatory shaking (5, 10, 20, 30,
40, 50 and 60min).

The optimized method was also evaluated as a multiclass method for extraction of
selected veterinary antibiotics (fluoroquinolones, quinolones and sulfonamides) in
milk samples, concomitantly to the ML, according to the LC-MS/MS methodology

described elsewhere [17].
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To evaluate the efficiency of the present clean up method, milk samples were also
extracted by different procedures. Precipitation at low temperature (PLT) was
applied according to Goulart [16]; liquid-liquid extraction (LLE) according to
Sheridan [14], solid phase extraction (SPE) according to Durden [8]. For recovery
studies, milk samples were spiked with ML at MRL levels before the extraction and

peak area result were compared with peak area results from ML in solvent.

2.3. LC-FL and ML derivatization

The LC system consisted of a Shimadzu Chromatograph (Kyoto, Japan) equipped
with a RF-10 AXL fluorescence detector operating at 365 nm (excitation) and 470
nm (emission). The separation was achieved on a Luna C18 column (50 mm x 2.1
mm, |.D., 5 ym) preceded by a guard column (4mm x 3mm |.D.) of the same
packing material (Phenomenex, Torrence, CA, US), using an isocratic mobile
phase consisting of water:acetonitrile (5:95), at a flow rate of 0.3 mL min™". The
elution order of each ML was obtained by the analysis of individual standards.

The fluorescent derivatives of ML were obtained by the addition of base catalyst
N-methyimidazole (40.5 uL) and acylation reagent trifluoroacetic acid anhydride
(40.5 pL) to the extract (869 pL). After, 50 uL of acetic acid were added
sequentially and thoroughly mixed. The solution was placed in a capped tube
which was incubated at 65 °C for 30 minutes. After the reaction time, the solution
was transferred to autosampler vials and was left at room temperature for 10

minutes. Finally, an aliquot of 10 uL was injected in the LC-FL system.

2.4, LC-ESI-MS/MS

The LC system consisted of an Agilent 1100 series LC (Santa Clara, CA, USA)
with a quaternary pump, a vacuum degasser, and an autosampler, coupled with
an API 5000 triple quadrupole mass spectrometer (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) with an electrospray ionization interface (ESI). Nitrogen was used
for nebulisation, desolvation and collision gases.

The ionspray voltage and the source temperature were set at ~4500V and 500 °C,
respectively. The analysis were carried out by tandem MS using the multiple

reaction monitoring (MRM) function for two transitions with a dwell time of 100 ms.
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The ESI method was operated in the positive mode. The tandem MS conditions
were optimized by infusion and FIA (flow injection analysis) process of 0.6 mg L™
standard solution for each analyte. A summary of these optimized conditions is
reported in the Table 1.

The separation was achieved on a Luna C18 column (150 mm x 2.1 mm, i.d., 5
um, USA) preceded by a guard column (4mm x 3mm i.d.) of the same packing
material (Phenomenex, Torrence, CA, US). All analytes were eluted up to a total
retention time of 4 min, using an isocratic mobile phase consisting of water: 50 mM
ammonium acetate buffer (pH 5): acetonitrile (2.5, 2.5, 95, v/v/v) at 0.2 mL min™,
and the injection volume was 10 pL.

For the LC-MS/MS qualitative multiclass analysis of flourquinolones, quinolones

and sulfonamides, detailed methodology is indicated elsewhere [17].

2.4.1. Matrix Effects

Post column infusion experiments were performed according described by
Bonfiglio (Part B) [18] to observe the matrix effects of the LLE-LTP, LTP, LLE, and
SPE extracts under LC-MS/MS analysis conditions. Briefly, blank milk samples
extracted by the above-mentioned methods were injected in the LC-MS/MS
system, which was post column coupled by an infusion pump. Thus, the effluent
from the column was combined with the infused analyte and both entered the ESI
source. The process was performed for each analyte solution prepared at MRL
concentration, using post column infusion flow rate of 10 pL min”, at
chromatographic conditions described in the section 2.4. Data were recorded in
the multiple reaction monitoring (MRM) mode, and the matrix effects were
evaluated observing signal attenuation or signal enhancement on the response of

the infused analyte.
3. Results and discussion

3.1. Chromatographic methods

Figure 1 shows a chromatogram obtained by LC-FL analysis of ML in spiked milk
sample extracted using LLE-LTP procedure. The standards and the extracts were

derivatized by TFAA - Ml - acetic acid prior the injection. In this derivatization, the
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dihydroxylated tetrahydro benzofuran ring of the ML is dehydrated and converted
to a fluorophoric group. Moreover, the ML lipophilicity increases with the
dehydration and can affect in the chromatographic run time. Thus, for a fast
separation of these derivatives by reverse phase, a smaller analytical column (50 x
2.1 mm) was used and the separation was achieved in less than 15 min
(corresponding to 4.5 mL of mobile phase per run) by LC-FL. In both techniques,
EMA (5 ug L") was used as internal standard (IS) to correct variations from the
sample manipulations. For LC-MS/MS, ammonium acetate buffer was used to
control the intra-run retention time variation of EMA. Although EMA and IVR are
co-eluted at the end of the chromatography run (retentions time of 8.9 and 9.4 min
respectively) (Figure 2), the quantification is possible, because different transitions

are used for each one.

3.2. Optimization of Liquid-liquid extraction with low temperature purification
LLE-LTP

Several organic solvents have been used in liquid-liquid extraction of veterinary
drugs in food matrixes. Our choice for acetonitrile was the result of successful use
of this solvent in several ML analysis as single-residue [9, 19], multiresidue [1, 4,
8, 10, 14], and even multiclass [11-13] methods in milk samples. The ratio
sample:organic solvent, the time contact with the sample and the organic solvent
are important aspects because they can affect the extraction efficiency. The ratio
1:2 provides higher recoveries values (approximately 100%) and best cleanness of
the extracts. Increasing the solvent volume increases the co-extractives
concentrations, and the evaporation time. However there was no improvement in
the level of recovery. When the ratio sample:organic solvent was 2:1, the recovery
of ML was lower than 70%. The contact time between acetonitrile and the milk
samples that resulted in the best recoveries was 20 min. For a contact time
smaller than 20 min, the recovery decrease considerable.

The optimized procedure consisted of adding four times 2.5 mL of ACN to 5.0 mL
of milk sample, with stirring between the additions. This procedure probably
prevents the co-precipitation of ML with the proteins. The mixture is shaken for 20

min and then 1.5 g of NaCl is added. After the stirring for 10 min, the mixture was
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centrifuged for 20 min at 2200 x g, and the organic solvent in the top phase was
transferred to a 50mL polypropylene centrifuge tube. The extract is left at —20 °C
in the freezer for 12 h. After this time, the liquid phase was transferred to a new
centrifuge tube and evaporated in a water bath (40-45 °C) under a gentle flow of
nitrogen, to a complete dryness. The dry extract was redissolved in 1 mL ACN,

transferred to a propylene tube, and then analyzed.

3.3. Extraction and purification efficiency

The extraction efficiency was evaluated by the recovery of the target analytes
added to the sample before and after extraction, at each MRL concentrations.
These extracts were analyzed in triplicate on the LC-FL and LC-ESI-MS/MS
systems. Table 2 shows the recovery data of the target compounds in milk. Similar
recovery values were obtained for LLE-LTP and SPE. The satisfactory values
obtained by LLE-LTP are due to NaCl additions, which saturate the aqueous
phase and force the transfer of moderately polar substances to the ACN layer.
This fact is proved by the higher recovery of IVR, which is the less lipophilic
compound of all ML. Moreover, other less lipophilic compounds, such as some
quinolones, fluoroquinolones, and sulfonamides, which have partition coefficients
(log Kow) from -1.4 and 1.7, depending on the pH, were extracted in the same way
and also showed satisfactory results (Table 3). On the other hand, the transfer of
many polar (or moderately polar) compounds can cause matrix effects principally
due to decreasing in analyte ionization efficiency of the ESI source [20]. In order to
evaluate the purification efficiency of the LLE-LTP, LLE, LTP, and SPE methods,
post column infusion was performed as described in section 2.4.1. Similar effects
were observed for the avermectins, with losses of ESI response in the first 3 min
of chromatographic run. The same effect was also observed in the retention time
between ABA and MOX (5.3 and 5.7 min respectively), but was more pronounced
for the milbemycin MOX and explain the different LoD and LoQ values between
LC-FL, which no matrix effects were observed due to the specific derivatization
step, and LC-MS/MS analysis of this compound. As can be seen in Figure 3, the

SPE extraction was more efficient for milk endogenous components removing due
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to wash step applied on the C4g cartridge during the extraction procedure. LLE-
LTP and LTP presented satisfactory clean up results. For LLE extract, the intense
signal suppression in both the early and end of run which indicates the transfer of
unwanted compounds form the milk sample and was considered as an
unsatisfactory extraction technique. Using divert valve for the first 3.5 min after the
sample injection, interfering compounds were switched to waste and the matrix

effects were decreased.

3.4. Sample analysis

Validation was done analyzing whole milk samples spiked at 0.5, 1.0, and 1.5 MRL
concentrations, 6 samples per concentration, which were treated by the proposed
procedure and analyzed by both LC-FL and LC-ESI-MS/MS. The values of
recovey are presented in Table 2 and the parameters of validation are presented
in Table 4. Satisfactory linearity was obtained for all the ML for both techniques, in
concentrations that ranged from 0.05 MRL to 2.5 MRL for matrix-matched
calibration curves. Correlation coefficients were higher than 0.99 in all cases. The
recoveries of the target substances varies from 100.2 to 106.9% for LC-FL, and
from 105.6% to 119.3% for LC-MS/MS with relative standard deviations (RSD%)
below to 8.2% in all cases. Considering a sample of 5.0 mL milk, LOD and LOQ
ranged from 1.2 to 19.3 ng mL™". Although MOX showed the highest recovery
(119.3%) and LOQ (19.3 ng mL™), probably due to the matrix co-extractive that
was not eliminated, and taking into account the MOX MRL of the 40 ng mL™
established by the CODEX ALIMENTARIUS [21], these limits are lower than the
established MRL.

4. Conclusions

Simultaneous identification, quantification, and confirmation of five ML in whole
milk showed to be applicable applying liquid-liquid extraction with low temperature
purification. Satisfactory validation results were obtained in terms of recovery,

precision and accuracy. The proposed method is simple, easy, with low
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consumption of organic solvent, and can be used for multiclass analysis in milk
samples. The LLE-LTP procedure can be applied in the Brazilian National Control

Plan to monitor ML residues in whole milk samples.
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7. Figures and Tables
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Figure 1: LC-FL chromatogram of EPR (1), MOX (2), ABA (4), DOR (5), and (IVR) at MRL levels,
extracted from milk using the LLE-LTP procedure. EMA (3) is the internal standard at 5 ng mL™" of
concentration.
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Figure 2: LC-ESI-MS/MS chromatogram obtained in the MRM mode, showing the five avermectins
(EMA was the IS at 5 ng mL'1) and the milbemycin extracted from milk using the LLE-LTP
procedure at MRL levels.
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Figure 3: Matrix effects of extracts obtained by SPE (A), LLE-LTP with divert valve (B), LLE-LTP
(C), LTP (D), and LLE (E) in the MOX infused on LC-ESI-MS/MS with conditions described in
Section 2.4.1. Reminiscent effect is show in the gray region over the chromatogram (F) obtained
with conditions described in Section 2.4. Peaks are EPR (1), ABA (2), MOX (3), DOR (4), IVR (5),

and the internal standard EMA (6).

Table 1: Mass spectrometry analysis parameters.
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Precursor Fragment Declustering Collision

Analytes :
y Identity ion (m/z) ions (m/z) potential (V) energy (eV)
. 528.2* 30
MOX ] 0404 498.3 28 17
R 158.0* 76 57
EMA [M +H] 886.1
82.1 76 105
. 305.6* 96 33
ABA [M+NH,] 890.4
567.3 96 35
. 307.3* 71 33
IVR [M+NH,] 892.5
569.4 71 21
. 468.2 106 17
EPR [M +H] 914.5
186.1* 76 29
. 331.3 66 35
DOR [M+NH,] 916.5
593.3 66 19

(*) Analytical fragment.



Table 2: Ml recoveries at different fortification levels.

Recovery (%) + RSD (%)’

Analyte 0.5 x MRL 1.0 x MRL 1.5 x MRL Overall
LC-FL LC-MS/MS LC-FL LC-MS/MS LC-FL LC-MS/MS LC-FL LC-MS/MS
ABA 114.617.8 113.6£3.6 102.1+4.9 118.7£1.6 103.947.1 114.613.2 106.7+6.8 115.61£2.7
DOR 115.045.7 117.324.0 113.6+£10.5 111.3+£7.6 110.616.9 108.7+4 .1 113.1+2.2 112.4+4 4
EPR 119.6+6.1 101.0£2.0 105.414.8 105.6+1.2 110.8+3.0 110.8+1.4 111.947.2 105.8+4.9
IVR 103.1+£2.6 119.314.0 89.7+2.7 118.0+2.7 87.2+2.8 12246.8 93.3+8.6 120.0+£2.5

MOX 122.4+12.2 111.2+14.4 116.5£13.2 113.3+£3.1 115.6+£10.0 102.5+3.3 118.2+3.7 111.0+£8.4

(1) n = 6; RSD: Relative Standard Deviation.
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Table 3: Analyte properties and recovery values for different extractions procedures.

Recovery (%)

Drug class Analyte Log Kow pKa

LLE-LTP LLE LTP SPE
Abamectin 4.0%" - 97.0 78.7 68.7 101.2
Doramectin 4.0% - 98.0 88.0 62.3 98.0
. Eprinomectin 5.4 - 96.7 95.0 69.7 55.0
Mf:cr;c:ijc Ivermectin 3.28 - 98.3 91.7 71 72.0
Moxidectin 6.0 - 97.3 60.7 64.3 75.0
Emamectin® 3.0-5.9%" 4.2, 8.7 102.3 107.3 78.7 68.0

Enrofloxacin 3.5 5.9, 8.7%4 64.6 - - -

Fluorquinolones .

Difloxacin 0.9%° - 76.8 - - -

Nalidixic acid 0.8%" 6.0%" 775 - - -

Quinolones Oxolinic acid 0.7%9 6.9 98.0 - - -

Sarafloxacin 0.8 - 47.5 - - -

Sulfaquinoxalin - 2.3,6.0%° 75.2 - - -

Sulfamethoxazole 0.9% 7.6% 66.3 - - -

Sulfas Sulfapyridine 0.4%4 8.4 475 - - -

Sulfadiazine -0.1% 6.4 48.5 - - -

Sulfadimethoxine 1.6%4 5.9% 70.5 - - -

(°) Analyzed at MRL concentrations and calculated with external standard; (°) at pH values of 5.1 and 9.0, respectively; (°) values obtained in aqueous
medium.
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Table 4: Summary of calculated parameters for LC-FL and LC-ESI-MS/MS.

Analytical technique

Validation
parameters
LC-FL LC-MS/MS
Analytes ABA DOR EPR IVR MOX ABA DOR EPR IVR MOX
Linear range® 0.5-25 0.75-37.5 1-50 0.5-25 2-100 0.5-25 0.75-37.5 1-50 0.5-25 2-100
R? 0.995 0.990 0.998 0.996 0.992 0.994 0.991 0.991 0.990 0.997
LoD *° 0.4 1.2 2.1 1.2 1.8 0.6 1.1 43 29 5.8
LoQ *° 1.2 4.1 6.9 4.0 6.0 1.9 3.7 14.2 9.7 19.3

(°) Concentration at ng mL"™" in milk; (°) calculated according to [20].
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4. Capitulo Il - Desenvolvimento dos métodos por cromatografia liquida com
deteccao por fluorescéncia (LC-FL) e por espectrometria de massas (LC-
MS/MS).

Este capitulo apresenta dados ainda nao publicados sobre o desenvolvimento dos
métodos cromatograficos de fluorescéncia e de espectrometria de massas
utilizados para a determinacao das avermectinas e da MOX em leite, na forma de

Materiais e Métodos e Resultados.
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4.1. Materiais e Métodos
4.1.1. Equipamentos

- Cromatografo de fase liquida com autoamostrador SIL-HT e moédulo de detecgéo

por fluorescéncia RF-10AXL, marca Shimadzu.

- Cromatografo de fase liquida, com autoamostrador, modelo 1100, marca Agilent,
acoplado ao espectrometro de massas triploquadrupolo modelo APl 5000, com

interface electrospray (ESI), Marca Applied Biosystems-Sciex.
- Bomba infusora para microseringa, marca Havard.
4.1.2. Preparacéao das solu¢des-padrao das LM

Foram preparadas solugbes-estoque individuais das avermectinas ABA,
DOR, EMA, EPR e IVR e da milbemicina MOX, na concentragdo de 1,0 mg mL™
em acetonitrila. A solugcdo de trabalho foi preparada a partir da adicido de
diferentes volumes das solucdes-estoque em 10 mL de acetonitrila, de forma a
conter 1,0 yg mL™" de ABA, 1,0 uyg mL™ de IVR, 1,5 ug mL™" de DOR, 2,0 ug mL™"
de EPR e 4,0 yg mL" de MOX. EMA foi preparada em solucdo separada na
concentragdo de 1,0 ug mL”", sendo utilizada como padrdo interno (Pl) nas
analises cromatograficas.

Também foram preparadas solugdes-padrao de cada analito na
concentracdo de 500 pg L' em acetonitrila e de 50 pug L™ em acetonitrila:tampao
acetato de amdénio 50 mM pH 5 (95:5) para o trabalho de otimizacdo dos

parametros de ionizacdo das LM no espectrometro de massas.
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4.1.3 Reacéo de derivagao

Para a analise das avermectinas e da milbemicina por LC-FL, foram
realizadas trés diferentes reagdes de derivagao, de acordo com os procedimentos
desenvolvidos por (A) Berendsen et al. (2007), (B) Pollmeier et al. (2002) e (C)
Tyler et al. (2006) modificada, conforme indicado na Tabela 5, com o objetivo de
selecionar a reagao de maior rendimento. Nessa etapa foram utilizadas solugdes
dos analitos em acetonitrila (ACN) com concentragdes equivalentes aos limites
maximos de cada residuo no leite. Foram adicionados diferentes volumes de 1-
metilimidazol (MI), de anidrido trifluoroacético (TFAA) e de outros aditivos, como
acido trifluoroacético (TFA), acido acético (HAc) e trietilamina (TEA). As reacoes

ocorreram em diferentes temperaturas durante periodos de tempos diferentes.

Tabela 5: Condicbes de derivacio avaliadas para as avermectinas e milbemicina.

Analitos Temperatura Tempo
Método Mi TFAA TFA HAc TEA
em ACN (°C) (min.)
A 805uL  S50uL 45puL 50 uL 0 50uL 70 30
B 145uL 45uL 60 puL 0 0 0 Ambiente 5
C 788 uL  81uL  81uL 0 50 pL 0 64 20

Apos a escolha do método de derivagao, foi avaliada a variagcdo do
rendimento com o aumento do tempo da reagdo e com o aumento da
concentracido dos analitos.

Por se tratar de uma reacao de desidratacado, também foram verificados os
efeitos da presenca de agua no Ml e no TFAA sobre o seu rendimento. Nessa
etapa, foram adicionados pequenos volumes de agua no Ml de forma a obter
percentuais entre 0 e 20%. Para o TFAA, ao invés da agua, foram adicionados
diferentes volumes de TFA perfazendo percentuais de fortificagdo entre 0 e 70%.
A alteragao da agua pelo TFA ¢ justificada pelo fato de que o TFAA pode explodir
na presenga de agua e, principalmente, pelo fato de que, quando este reagente

absorve umidade, forma duas moléculas de TFA.
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O procedimento de reacdo otimizado foi posteriormente utilizado na
derivacéo dos extratos de diferentes amostras de leite, como o UHT (desnatado e

integral) e leite in natura, obtidos com o procedimento de extragéo.

4.1.2 Procedimento de extracao

Os extratos das amostras de leite foram obtidos pelo procedimento
desenvolvido no capitulo |. Brevemente, aliquotas de 5 mL de cada amostra foram
transferidas para tubos de polipropileno de 50 mL, sendo fortificadas pela adi¢cao
do pool nas concentragdes de 0,5 x LMR, 1 x LMR e 1,5 x LMR e do Pl na
concentracdo de 5 ug L. Em seguida, foram adicionadas quatro aliquotas de 2,5
mL de acetonitrila, com agitagcdo de 30 segundos em Vortex entre cada adigao.
Apos a adigao da ultima aliquota do solvente, a mistura foi agitada por 20 minutos
em agitador circulatério. Em seguida, foram adicionados 2 g de cloreto de sodio
em cada tubo e nova agitacdo foi aplicada. As amostras foram centrifugadas a
3000 rpm por 10 minutos e a fase organica foi transferida para um novo tubo de
50 mL sendo armazenada em freezer durante 12h. Apds este periodo, o solvente
organico nao congelado foi transferido para novo tubo e evaporado a 45 °C, sob
fluxo de nitrogénio gasoso. Por fim, 1 mL de ACN foi adicionado ao extrato seco,
sendo utilizados 500 pL para a reacédo de derivacdo e 500 pL reservados para
analise por LC-MS/MS.

4.1.4. Cromatografia liquida com detector de fluorescéncia

Apos a reacdo, os derivados foram analisados em cromatégrafo equipado
com detector de fluorescéncia com comprimento de onda de excitagdo de 365 nm
e 470 nm de emissdo. A separacéo dos analitos foi realizada em coluna analitica
Phenomenex Luna, Cqg (60 mm x 2,1 mm), utilizando como fase moével agua e
acetonitrila. No método cromatografico a proporgéo de agua utilizada foi de 10%
nos primeiros 5 minutos de analise, passando para 5% e permanecendo nesta
propor¢ao durante 15 minutos. Em seguida, a proporgdo de agua da fase movel

foi novamente alterada, retornando a proporgdo de 10%, permanecendo nessa
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proporcéo por 10 minutos. O fluxo da fase movel foi de 0,3 mL min™ e o volume

de injecao foi de 5 pL.
4.1.3. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

Antes do inicio das analises, foi realizada a infusdo das solu¢des-padrao de
500 ug L™ de cada analito no espectrdmetro de massas, com o auxilio de uma
bomba infusora, com fluxo continuo de 10 L min™'. Nessa etapa foram obtidas as
informagdes das relagbes massa-carga dos ions de interesse bem como as
relagbes massa-carga dos produtos da sua fragmentagdo. Em seguida, foram
realizados os ajustes automaticos dos paradmetros da fonte de ionizacdo de
electrospray, utilizada no modo positivo, por analise de inje¢cdo em fluxo das
solugbdes-padrao de 50 pg L. Para avaliar a influéncia da temperatura na
ionizagdo das LM, foram realizadas novas inje¢des das solugdes-padréo das LM
com diferentes temperaturas (entre 300 e 600 °C) na fonte do electrospray. No
final do processo da otimizagcdo foi obtido um método de Monitoramento de
Multiplas Reagbes (MRM), cujos valores dos parametros otimizados estéo
presentes na Tabela 6.

A anadlise cromatografica foi realizada com colunas analiticas com diametro
de 2 mm e fase estacionaria de C4g, a fim de desenvolver um método com fluxo
de fase-movel de 200 pL min™'. Nesta etapa foi utilizada fase-movel composta por
acetonitrila:tamp&o acetato de aménio 50 mM pH 5 (95:5) e volume de injecdo de
10 L.

4.1.5. Conformidade dos sistemas cromatograficos

Para assegurar resultados satisfatérios nas analises cromatograficas por LC-
FL, foram avaliadas as conformidades desses sistemas em termos de fator de
retencao (k), fator de separagéo (a), resolugdo (Rs), numero de pratos teoricos
(N) e a altura equivalente dos pratos teoricos (HEPT). Os critérios de
aceitabilidade foram 1< k<5, a > 1, Rs > 2, N > 2000, HEPT < 0,06, de acordo

com Harvey (2000). Ja por LC-MS/MS, a conformidade do sistema foi avaliada
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segundo as recomendagdes da Comunidade Européia (EC 2002/657). Nessas
recomendagdes, as metodologias confirmatorias devem atender aos requisitos de
um minimo de quatro pontos de identificagdo, correspondentes a selegdo de um
ion precursor (1 ponto) e dois ions produtos (1,5 pontos por ion produto), e de
compreender os valores de variagdo das intensidades relativas dos ions

detectados indicados na Tabela 6.

Tabela 6: Variagcbes maximas permitidas para as intensidades relativas dos ions
com diversas técnicas de espectrometria de massas.

_ ] CI-GC-MS, GC-MS"
Intensidade relativa EI-GC-MS
_ _ LC-MS, LC-MS"
(% do pico de base) (relativa) _
(relativa)
> 50% + 10% 1+ 20%
> 20% - 50% + 15% + 25%
>10% - 20% 1+ 20% 1+ 30%
<10% + 50% + 50%

Legenda: (EI-GC-MS) Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas com ionizagdo por impacto de elétrons; (GC-MS") Cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em tandem; (LC-MS) Cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas; (LC-MS") Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem. Fonte: Comunidade européia (EC
2002/657).

4.1.5. Curvas de calibracao

A construcdo das curvas de calibracdo foi realizada adicionando-se
diferentes aliquotas de solugao-padrao tanto no solvente quanto no extrato branco
de analise, de forma a obter as concentragdes equivalentes a 0,05 LMR, 0,1 LMR,
0,5 LMR, 1 LMR, 1,5 LMR, 2 LMR e 2,5 LMR. Também foram adicionadas
aliquotas do padréo interno EMA de forma a obter a concentragdo de 5 ng mL™.
Nessa etapa, foram avaliadas dois tipos de padronizacdo analitica, a
padronizagcao externa e a padronizacdo interna. A definicdo do tipo de
padronizacgao (interna ou externa) aplicada nos métodos cromatograficos de LC-
FL e de LC-MS/MS teve como principio a obtenc¢do de coeficientes angulares com

valores semelhantes para as curvas de calibragao construidas em solvente e em
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matriz, de forma a diminuir os efeitos da matriz, e a obtencdo de valores de

coeficiente de correlacdo linear superiores a 0,98 (Paschoal, 2009).
4.1.5. Resultados
4.1.5.1. Cromatografia liquida com detector de fluorescéncia

Conforme ilustrado na Figura 7, os procedimentos de reacdo empregados
para a derivagdo das LM ndo apresentaram diferencas significativas nas
intensidades dos picos cromatograficos para a maioria dos analitos. Também néo
foram observadas diferengas nos niveis de interferentes (subprodutos da reagao),
porém, no meétodo A, a EPR apresentou um tempo de retencao de 1,75 min. No
meétodo B, ndo houve a formacgao do derivado deste analito. Ja pelo método C, a
EPR apresentou boa intensidade de sinal, sendo este o procedimento de
derivacao escolhido para a realizagao das analises das LM por LC-FL.

Variando o tempo de reacdo na temperatura de 64 °C das solugdes de
concentragédo de 10 e 100 ng mL™, foi percebido 0 mesmo comportamento para a
maioria das LM. A nao ser para EPR que, em baixos tempos de reacdo, ou nio
apresentou pico no seu tempo de retengao, ou apresentou picos com areas muito
reduzidas. Na figura 8, sdo apresentados os comportamentos destas solucdes-
padrao frente a variagao do tempo de reacdo, sendo também possivel observar
que, em concentragdes mais altas, os maiores rendimentos foram obtidos entre
10 e 20 minutos de reacdo. Para concentragbes menores, as LM a faixa de tempo
€ maior, com maiores rendimentos entre os primeiros minutos até aos 40 minutos
da reacao. Por esses motivos, o tempo de reagcdo adotado para a derivagao das
LM foi de 20 minutos.

67



,l 2
3, 0E+05
1 5
KJS\_U. E A
B
3 0E+05
> 5
= 3 1 G B
JWIAN S A
1 ||z
3, 0E+05 A
5
4
1 6 C
0,0E+00 - j\' ¥ 1
0 6 12 18 24

Time {min}

Figura 7: Cromatogramas das lactonas macrociclicas obtidos a partir dos
diferentes métodos de derivacdo das LM nas concentracdes referentes a cada
LMR, analisados por LC-fluorescéncia. Legenda: (1) EPR, (2) MOX, (3) EMA a 5
ng mL™", (4) ABA, (5) DOR e (6) IVR. Cromatograma (A) = método de derivacéo A;
cromatograma (B) = método de derivagdo B; cromatograma (C) = método de
derivacao C.
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Figura 8: Influéncia do tempo na reacao de derivacado das lactonas macrociclicas
nas concentracdes de 100 ng mL™" (A) e 10 ng mL™" (B).

O método final consistiu na utilizagdo de 500 yL de amostra em ACN com a
adicado de 288 uL de ACN e de 81 uL de TFAA, em tubo de centrifuga de 1,5 mL,
seguida de uma breve agitacdo em Vortex para a homogeneizagao da mistura.
Em seguida, 81 pL de Ml foram adicionados a mistura, formando um vapor branco
na superficie da solugdo. Apdés nova agitagdo, a reacdo foi finalizada com
incubacdo de 20 minutos em placa aquecedora a 64 °C. Por fim, os derivados
foram resfriados em temperatura ambiente e analisados no cromatografo.

Os resultados de conformidade do sistema foram satisfatérios (Tabela 7), a

nao ser para a EPR, que eluiu no tempo de retencédo proximo a um interferente.
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Com esse método, foi possivel obter linearidade numa faixa de concentragéo
coincidente com a faixa de trabalho tanto em solvente quanto na matriz (Tabela
8).

Tabela 7: Resultados da conformidade do sistema LC-FL para determinacao das
lactonas macrociclicas no leite.

EPR MOX EMA ABA DOR IVR

Parametros
Retencao Rel. 2,31 3,55 5,80 7,69 10,51 15,17
Fator de retencao 2,36 3,62 5,92 7,84 10,72 15,48
Fator de separacgao 0,71 1,27 1,39 1,42 1,49 >1
Resolugéo 2,2 30 37,8 56,4 29,7 >2
Pratos tedricos (N) 152 279 538 946 1460 1636
Alturade N 0,033 0,018 0,000 0,005 0,003 0,003

Utilizando padronizagdao externa, os coeficientes angulares das curvas
construidas no extrato variaram de 80 a 88% dos valores obtidos nas curvas em
solvente. Ja utilizando a padronizacéo interna com a EMA, foi possivel diminuir
esta diferenca para valores entre 92 e 100%. O método de calibragao adotado
para a analise dos derivados das LM, por LC-FL, foi o da padronizagdo interna
com adicdo em matriz devido e a menor variagao entre os coeficientes angulares
da curva de calibragdo construida em solvente e no extrato branco do leite,

minimizando os efeitos provenientes da matriz.
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Tabela 8: Resposta das LM frente a reacao de derivacdo em solvente e no extrato de leite in natura.

EPR MOX ABA DOR IVR
Parametros
S E S E S E S E S E
R? 0,995 0,996 0,991 0,995 0,993 0,985 0,993 0,995 0,987 0,994
Coef. Angular PI 0,172 0,165 0,271 0,250 0,170 0,178 0,128 0,124 0,167 0,167
Coef. Angular PE 123290 99905 18818 15175 118460 98997 88281 69389 11519 10116
Linearidade (ug mL'1) 1-50 2-100 0,5-25 0,75-37,5 0,5-25

Legenda: (S) curva de calibragédo construida em solvente; (E) curva de calibracdo construida no extrato de leite; (PI)
calibragao por padronizagao interna; (PE) calibragao por padronizagéao externa.
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4.1.5.2. Cromatografia Liquida acoplada a espectrometria de massas

Como resultado da ionizagao das LM na fonte de ESI, no modo positivo, foi
identificado a formac&o de adutos de aménio [M + NH,]", de relagdo massa/carga
890,4, 892,5 e 916,5, e de sddio [M + Na]*, de relagdo massa/carga 895,5, 897,6
e 921,5 para as avermectinas ABA, IVR e DOR. Para EPR, MOX e EMA, houve a
formacédo dos ions [M + H]*. Adicionando tamp&o acetato de aménio na solugdo
de infusdo das LM, houve a formacao preferencial dos adutos de aménio para
ABA, IVR e DOR, tornando o método mais sensivel para estas substanicas (figura
9).

Variando a temperatura na fonte do ESI a cada injecdo dos padrbes das LM,
foi possivel perceber um aumento nas intensidades dos seus picos na

temperatura proxima aos 400 °C, conforme é apresentado na figura 10.
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Figura 9: Espectros de massas das avermectinas formadoras de adutos de

amonio e sadio.
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Figura 10: Rendimento da ionizagdo das lactonas macrociclicas em funcao da
variagdo da temperatura na fonte do electrospray.

Legenda: Nos quadros de 1 a 6, as LM otimizadas, sendo (1) DOR; (2) ABA; (3)
EMA; (4) IVR; (5) EPR; (6) MOX. Colunas azuis para os fragmentos analiticos e
colunas amarelas para os fragmentos de confrimacgao.

No método de LC-MS/MS otimizado, as avermectinas e a MOX foram
resolvidas em menos de 10 minutos. O tempo total de analise foi de 12 minutos.
Para a quantificacdo das LM por LC-MS/MS, foi utilizado o método de
padronizag¢ao interna para minimizar os efeitos provenientes da perda de amostra
durante a extragdo. A conformidade do sistema LC-MS/MS foi considerada

satisfatoria com a obtencédo de baixa variacdo nas razbes de intensidades dos
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ions analisados, n&o superior a 8,7 % para as relacdes de intensidades entre 20%

e 50%, conforme apresentado na Tabela 9.

Tabela 9: Intensidades relativas dos ions das avermectinas analisadas no leite.

Concentragao na
amostra

Intensidades relativas (%)

DOR EPR MOX  EMA ABA IVR
( x LMR)

0,25 32,9 26,1 35,3 12,8 35,8 56,7
0,5 28,9 27,0 47 1 12,5 36,5 58,3
1,0 29,7 27,5 42,1 12,4 32,0 54,1
1,5 30,8 27 4 46,0 12,9 34,5 57,8
2,0 30,4 26,8 47,1 12,9 36,0 57,6
2,5 30,9 26,9 43,3 12,6 35,2 55,4
0,5 28,8 26,5 45,0 12,2 33,1 50,0
0,5 30,3 27,3 48,5 13,0 34,5 52,0
0,5 31,0 256 46,6 12,5 36,8 53,6
0,5 29,1 26,4 42,8 11,7 36,3 53,9
0,5 28,6 26,8 46,0 13,0 34,6 52,3
0,5 24,8 27 4 51,9 12,7 35,2 50,9
0,5 28,3 26,1 47,3 13,2 36,7 53,3

Média 29,6 26,8 45,3 12,6 35,2 54,3
Desvio Padréo 1,9 0,6 3,9 0,4 1,4 2,7
CV% 6,5 2,2 8,7 3,1 4,1 5,0

Legenda: (LMR) concentracdo referente ao limite maximo de residuos na
amostra; (CV%) coeficiente de variagéo relativo.
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5. DISCUSSAO GERAL

A Organizacdo Mundial de Saude estipulou que uma pessoa adulta de 60 Kg
pode ingerir até 1,5 L de leite diariamente (WHO, 1993) para estimar os valores
da Ingestao Diaria Aceitavel. Levando-se em consideragao a crescente ocorréncia
dos residuos das avermectinas no leite comercializado no mercado nacional,
embora abaixo dos limites maximos estabelecidos pela norma vigente na maioria
dos casos, esse alimento deve ser considerado como uma importante fonte de
exposicao humana a estes residuos.

De forma a contornar esse problema, muito tem sido feito pelas autoridades
responsaveis pela seguranga alimentar nacional, como a implantagado dos planos
PNCR e PamVet, pelo Ministério da Agricultura e pela ANVISA, respectivamente.
Outro exemplo dessa mobilizagéo € a iniciativa tomada pelo MAPA e o CNPq, no
ano de 2008, em implantar e financiar projetos de pesquisa com o objetivo do
fortalecimento das atividades nos Laboratérios Nacionais Agropecuarios
(LANAGROS) através do desenvolvimento e validagdo de métodos
analiticos/bioanaliticos para novas substancias em diferentes alimentos, como o
leite bovino, musculo e figado bovinos e suinos, musculo de frango, mel, etc., de
forma a atualizar e aumentar o escopo de analises nesses laboratérios.

O desenvolvimento de métodos para fins regulatérios representa um
constante desafio de superacdo das limitagbes instrumentais e das técnicas
existentes para possibilitar a determinacdo de substancias com concentracdes
cada vez menores em amostras de elevada complexidade. Necessariamente,
nesse desafio deve ser considerada a aplicabilidade do método analitico
desenvolvido, ou seja, utiliza-lo como uma ferramenta na rotina de laboratério
com baixos custos, simplicidade e com elevado nivel de confiabilidade.

No capitulo | desta dissertacdo, apresentamos um método de extragcao dos
residuos de LM do leite, baseado na particao liquido-liquido e purificagao a baixa
temperatura (LLE-LTP), ainda inédito na literatura para os mesmos fins. Com
esse método, foi possivel realizar a extracado das avermectinas e da milbemicina
moxidectina em amostras de leite previamente contaminadas, em niveis residuais,

tanto por LC-FL quanto por LC-MS/MS, com valores de recuperagado superiores
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aos obtidos por técnicas de extracdo convencionais, como a SPE. Dessa forma,
foi possivel quantificar e confirmar simultaneamente as avermectinas ABA, DOR,
EPR e IVR e a milbemicina MOX nas concentragdes abaixo dos LMR, com limites
de deteccdo e quantificacdo comparaveis aos presentes na literatura (Souza et
al., 2007, Sheridan, et al., 2006). A reprodutibilidade do método de extracao, tanto
para LC-FL quanto para LC-MS/MS, foi satisfatéria em todas as faixas de
concentracdo analisadas, com desvios padroes relativos inferiores a 13,3 e
14,4%, respectivamente. Utilizando o método LLE-LTP também foi possivel
extrair residuos de quinolonas, fluoroquinolonas e as sulfonamidas, com niveis de
recuperacao entre 47 e 98 %. Para as lactonas macrociclicas, foram obtidas
recuperacgoes entre 93 e 118%, por LC-FL, e entre 105 e 120%, por LC-MS/MS, e
foram considerados satisfatérios quando comparados a outros métodos. Aguilera-
Luiz e colaboradores (2008) determinaram os residuos das lactonas macrociclicas
na presenga de outras classes de medicamentos, como as quinolonas,
fluoroquinolonas, sulfonamidas, macrolideos e tetraciclina, utilizando o método
QUECHERS como procedimento de extracédo e UPLC-MS/MS para quantificagéo.
Nesse trabalho, foram apresentados os dados da recuperacdo da EMA, ABA e
IVR de amostras de leite integral entre 75 e 80%. Ortelli et al. (2009) utilizaram um
método de ultra-centrifugagdo para a extragdo de 150 medicamentos veterinarios
e posterior analise por UPLC-TOF-MS. Nesse método, apesar de serem
apresentados resultados de recuperagao entre 80 e 110% para maioria das
sulfonamidas, nitroimidazéis e corticoides, para as avermectinas ABA, DOR,
EMA, EPR e IVR os resultados das recuperacdes foram inferiores a 10%.

Os resultados satisfatérios obtidos pelo processo de extragdo LLE-LTP
proposto neste trabalho podem ser atribuidos a adicdo de cloreto de sodio, apds a
adicdo da acetonitrila no leite, que, por saturar a fase aquosa, forca a
transferéncia de substancias com propriedades hidrofilicas moderadas. Ha
também a transferéncia de substancias enddgenas do leite, como as gorduras,
porém, durante o processo de congelamento do extrato, essas substancias
precipitam e os analitos permanecem na fase liquida da acetonitrila.

Os extratos obtidos por LLE-LTP foram considerados adequados para a

determinacdo das LM por LC-FL devido a auséncia de a&agua e,
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consequentemente, por ndo proporcionar variagdes indesejaveis na reagao de
derivagcao das LM. Também foram adequados para as analises por LC-MS/MS,
pois atenuou os efeitos da matriz de forma comparavel a técnica de SPE.

No capitulo Il foram apresentadas informacbes adicionais do
desenvolvimento e otimizacdo das técnicas de LC-FL, com a otimizacdo da
reacao de derivacado, e LC-MS/MS para a determinacdo das LM em amostras de
leite previamente contaminadas com os analitos.

Foram testados trés procedimentos diferentes para a reacdo de derivagao
fluorogénica das LM, baseados nos trabalhos de Berendsen et al. (2007) (método
A), Polimeier et al. (2002) (métodoB) e Tyler (2006) (método C). No método A
foram utilizados na reagdo, além do anidrido trifluoroacético (TFAA) e do 1-
metilimidazol (MI), o acido trifluoroacético (TFA) e a trietilamina (TEA) que,
segundo os autores do trabalho, séo catalisadores que aceleram a producgéo do
derivado da EPR e inibem a conversdo dos derivados avermectinas-TFA em
avermectina-OH no caso da IVR, DOR e ABA. No método B, foi proposta uma
reacao instantadnea das avermectinas somente com a adi¢édo do TFAA e do MI,
porém, nao houve producido do derivado da EPR. No método C, os derivados
foram obtidos pela reacdo com TFAA e MI na presenca do acido acético, que
contribuiu para a estabilidade do derivado por um periodo de tempo maior
(Danaher et al., 2001). No método C, a EPR foi derivada satisfatoriamente, com
maior intensidade de pico em relagdo aos demais procedimentos e, portanto, foi
selecionado para a otimizagcdo das condigdes cromatograficas. Durante o
procedimento da otimizacdo, foram percebidas variacbes das respostas dos
derivados em fungdo da presenga de umidade nos reagentes e foi necessario
utilizar reagentes de alto grau de pureza, como a acetonitrila grau espectrométrico
tanto na reacdo de derivagdo quanto na composicao da fase-movel. Nao ha
relatos na literatura sobre esse tipo de influéncia na sensibilidade do método que,
principalmente, atribui custos a analise. Contudo, o método de LC-FL
desenvolvido, associado com o método de derivagdo das lactonas macrociclicas,
apresentou resultados de conformidade de sistema adequados para analises
sensiveis, bem como parametros de validacido semelhantes aos apresentados na

literatura (Souza et al., 2007), como baixos limites de deteccéo (entre 0,4 a 2,1 ng
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mL™"), baixos limites de quantificagdo (entre 1,2 a 6,0 ng mL™) e elevados valores
de regressdo linear (> 0,99), apresentando linearidade no intervalo de
concentragao coincidente com a faixa de trabalho dos analitos.

No método confirmatério por LC-MS/MS, a adequagao do sistema foi
avaliada pelas intensidades relativas de cada analito e do padrao interno, ja que
as interferéncias mais significativas numa técnica espectrométrica sé&o
provenientes da instabilidade do sinal do detector, devido as diferentes
caracteristicas de ionizagao dos analitos e dos componentes da matriz. Segundo
Briscoe e colaboradores (2007) a adequagdo do sistema LC-MS/MS deve ser
avaliada durante um lote de analise, no qual seja possivel monitorar a
instabilidade da resposta do instrumento no inicio, no meio e no final da analise.
As intensidades relativas entre duas transicbes de um mesmo ion (analito)
apresentaram baixa variacao intradia. Este comportamento foi observado durante
o desenvolvimento da validacdo e foi evidenciado nos ensaios de repetitividade,
conforme apresentado na Tabela 9. A variagado das intensidades relativas de cada
analito apresentou valores inferiores aos limites maximos permitidos para a faixa
de trabalho adotada.

As avermectinas ABA, IVR e DOR formam preferencialmente adutos de
amonio, porém, na presenga de sodio, podem formar adutos de sodio e diminuir a
sensibilidade do método. Para evitar perda na sensibilidade do meétodo
confirmatdrio, foi adicionado acetato de aménio na fase-mével para que as LM
formassem preferencialmente adutos de aménio na fonte do electrospray (ESI),
no modo positivo. Segundo Durden e colaboradores (2007), na forma de adutos
de sodio, as avermectinas produzem respostas nao lineares no detector devido a
presenca de quantidades diferentes de sdédio no extrato e na fase-movel. Dessa
forma, também foi possivel diminuir as variagdes de retengdo da EMA, ja que se
trata de uma amino-avermectina cujo tempo de retengcédo depende do pH da fase-
movel. Utilizando um tampé&o acetato de amonio em pH 5, foi possivel estabilizar
o tempo de retengdo da EMA em 9,4.

Embora os métodos de LC-MS/MS com ionizacéo por ESI apresentem maior
propensdo aos efeitos tanto da fase movel quanto do extrato injetado, com a

supressao ou o aumento da intensidade do sinal dos analitos (Taylor et al., 2005),
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sao considerados mais sensiveis que os métodos com fonte de ionizacdo quimica
em pressao atmosférica (APCI) e fotoionizagdo em pressdo atmosférica (APPI)
para a determinagao das LM (Turnipseed, et al., 2005).

Os métodos de determinagao das LM que utilizam técnicas de cromatografia
liquida s&o considerados adequados para as analises de residuos de
medicamentos veterinarios em matrizes como o leite, conforme indicado pela
Decisao da Comissao 2002/657/EC, devido as suas capacidades em fornecer
evidéncias suficientes para a identificacdo das substincias de interesse.
Entretanto, sdo baseados em procedimentos trabalhosos e, por vezes,
dispendiosos. Uma alternativa a esses problemas €& o desenvolvimento de
métodos alternativos que possam oferecer resultados semelhantes, aplicando-se
procedimentos mais simples. Neste contexto, a utilizacdo da técnica de
eletroforese capilar (EC) pode ser considerada adequada, tendo em vista as suas
vantagens sobre as técnicas cromatograficas, como o baixo consumo de
solventes, utilizando volumes de poucos nanolitros e, principalmente a sua
praticidade e facilidade de operagdo. O ponto negativo dessa técnica é a
sensibilidade, por vezes baixa, devido ao curto caminho o6ptico oferecido pelo
capilar.

O item Apéndice desta dissertacido apresenta um método de EC de zona
para a concentragdo on line de substancias-modelo (efeito conhecido como
stacking), como aminoacidos derivados, baseado nas propriedades de variagao
da mobilidade destas substancias em fungédo da aplicagdo de jung¢des térmicas
dindmicas, cuja diferenga das temperaturas entre duas regides do capilar chegou
a 70 °C. Assim, para substancias-modelo, que apresentam a propriedade de
baixa dpKa/dT, utilizando um BGE de alto dpH/dT, foi possivel comprimir a banda
dos analitos e obter um fator de concentragao de 2.

Com esse modelo de concentragdo, utilizando mais de uma jungao térmica
dindmica, as substancias de interesse serdo concentradas, sendo possivel
detecta-las em niveis residuais. Por enquanto, poucos métodos de EC foram
desenvolvidos para analises de carater regulatério. Também ndo ha relatos da
determinacdo das LM por EC com este objetivo, apesar de, pelo menos, ter sido

apresentado um trabalho de determinacédo de ivermectina em plasma bovino em
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concentracdes muito baixas, entre 1 e 30 ng mL™ por CZE-UV (Kowalski et al.,
2004). Nesse sentido, abre-se o pressuposto da busca pelo desenvolvimento de
um método sensivel para a determinagcdo destas substancias em matrizes como
leite e tecidos bovinos, em concentragdes em nivel trago, aplicando diversas
juncdes térmicas dinamicas para aumentar a sensibilidade do método, sem a
necessidade de manipulagdes dispendiosas, que gerem grandes volumes de
residuos.
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6. CONCLUSAO

O método de extragdo desenvolvido no capitulo | pode ser aplicado em
meétodos analiticos para a determinacao de avermectinas e milbemicinas em leite,
tanto por LC-FL quanto por LC-MS/MS.

O procedimento de derivagao modificado e descrito no capitulo Il se mostrou
adequado para a derivagao também da EPR. Na pratica, todos os derivados se
mostraram estaveis durante as analises e por, pelo menos, 12h.

Com os resultados da determinacdo das avermectinas e da milbemicina
moxidectina obtidos no capitulo Il, podemos concluir que os métodos analiticos
desenvolvidos podem ser utilizados satisfatoriamente para a analise, tanto
quantitativa quanto confirmatéria, de amostras de leite que contenham
avermectinas e milbemicina em concentragcdes proximas da metade do limites

maximos de residuos estabelecidos pelo PNCR-2009.
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7. PERSPECTIVAS

Validar métodos de cromatografia liquida com detecgdo de fluorescéncia e
por espectrometria de massa para a determinagcdo das avermectinas e
milbemicina nas matrizes de leite, musculo e figado bovino.

Desenvolver método de triagem das avermectinas em amostra de leite,
musculo e figado bovino, utilizando métodos de concentracdo on line por

eletroforese capilar em zona.

82



8. REFERENCIAS

2002/657/EC (2002). European Commission Decision of 12 August 2002,
implementing Council Directive 96/23/EC concerning the performance of analytical

methods and the interpretations of results. Official Journal of the European
Communities L 221:8-36.

Aguilera-Luiz M.M., Vidal J. L. M., Romero-Gonzélez R., et al., (2008) .Multi-
residue determination of veterinary drugs in milk by ultra-high-pressureliquid

chromatography—tandem mass spectrometry J. Chromatogr. A, 1205 pg.10-16.

Albers-Schonberg G., Arison B. H., Chabala J. C., et al. (1981). Avermectins.
Structure Determination. J. Am. Chem. Soc., vol 103, pg. 4216-4221.

Ali M. S., Sun T., McLeroy G E., et al., (2000). Confirmation of eprinomectin,
moxidectin, abamectin doramectin, and ivermectin in beef liver by liquid
chromatography /positive ion atmospheric pressure chemical ionization mass

spectrometry. JOAOC International. Vol. 83, no 1, pg. 39-52.

Alvinerie M., Lacoste E., Sutra J.F., Chartier C.. (1999) Some Pharmacokinetic
Parameters of Eprinomectin in Goats following Pour-on Administration, Veterinary

Research Communications, vol. 23, no. 7, pg. 449-455.

Alvinerie M., Sutra J.F., Galtier P., Mage C. (1999). Pharmacokinetics of
eprinomectin in plasma and milk following topical administration to lactating dairy

cattle. Research in Veterinary Science. vol 67, pg. 229-232.

ANVISA (2006). AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA — ANVISA.
Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
de Origem Animal (PAMVet). Relatério 2004/2005. Monitoramento de Residuos

em Leite Exposto ao Consumo. Brasilia.

83



ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo RDC n° 253. Cria o
Programa de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
de Origem Animal — PAMVet. Diario Oficial da Uniao 2003; 18 set.

Bailon-Pérez M. I., Garcia-Campafa A. M., Cruces-Blanco C., et al. (2007). Large-
volume sample stacking for the analysis of seven B-lactam antibiotics in milk

samples of different origins by CZE. Electrophoresis, vol. 28, pg. 4082-4090.

Baoliang P., Yuwan W., Zhende P., et al. (2006). Pharmacokinetics of
eprinomectin in plasma and milk following subcutaneous administration to local

lactating dairy cattle. Veterinary Research Communications, vol. 30, pg. 263-270.

Bassissi M. F., Alvinerie M., Lespine A., (2004). Macrocyclic lactones: distribution
in plasma lipoproteins of several animal species including humans. Comparative
Biochemistry and Physiology, Part C, vol. 138, pg. 437—444.

Berendsen B.J.A., Mulder P.P.J., van Rhijn H. (2007). The derivatisation of
avermectins and milbemycins in milk: New insights and improvement of the

procedure. Analytica Chimica Acta, vol. 585, pg. 126—133.

Briscoe C. J., Stiles M. R., Hage D. S. (2007). System suitability in bioanalytical
LC/MS/MS. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, vol. 44, pg. 484—
491.

Burg R. W., Miller B. M., Baker E. E., et al. (1979). Avermectins, New Family of

Potent Anthelmintic Agents: Producing Organism and Fermentation. Antimicrobial

Agents and Chemotherapy, vol. 15, no. 3, pg. 361-367.

84



Celestina T. V., Kolar L., Gobec I., (2010). Factors influencing dissipation of
avermectins in sheep faeces. Ecotoxicology and Environmental Safety, vol. 73, pg.
18-23.

Cerkvenik-Flajs V., Grabnar ., Erzen N. K., (2007). Kinetics of Abamectin
Disposition in Blood Plasma and Milk of Lactating Dairy Sheep and Suckling
Lambs. J. Agric. Food Chem., vol. 55, no. 23, pg. 9733-9738.

Cerkvenik-Flajs V., Grabnar I., Kozuh-Erzen N., et al. (2005). Pharmacokinetics of
doramectin in lactating dairy sheep and suckling lambs. Anal. Chim. Acta, vol. 529,
pg. 353-359.

Cerkvenik-Flajs V., Milcinski L., Sussinger A. (2010). Trace analysis of
endectocides in milk by high performance liquid chromatography with fluorescence
detection. Analytica Chimica Acta, vol. 663, pg. 165-171.

Chou H., La C., Chen T., Yen G. (2004). A Multiresidue Method for the
Determination of Abamectin, Doramectin, Moxidectin, Ivermectin, Milbemectin A3,
and Milbemectin A4 Residues in Bovine Muscle Using HPLC with Fluorescence

Detection. Journal of Food and Drug Analysis, Vol. 12, no. 2, pg. 146-153.

CODEX ALIMENTARIUS (2009). Maximum Residue Limits for Veterinary Drugs in
Foods. Updated as at the 32nd Session of the Codex Alimentarius Commission
(July 2009). Disponivel em http://www.codexalimentarius.net/
vetdrugs/data/MRL2_e 2009.pdf. Acessado em 05.01.2010.

CPVS. Compendio de Produtos Veterinarios, 2010. http://cpvs.com.br/

cpvs/pesquisa.aspx. Acessado em 25.05.2010.

Cropp T. A., Wilson D. J., and Reynolds K.A. (2000). Identification of a

cyclohexylcarbonyl CoA biosynthetic gene cluster and application in the production

85



of doramectin. Nature Biotechnology, vol 18, 980-983

Danaher M., O’Keeffe M. and Glennon J. D., (2000). Validation and robustness
testing of a HPLC method for the determination of avermectins and moxidectin in

animal liver samples using an alumina column clean-up. Analyst, vol. 125, pg.
1741-1744.

Davies H. G. and Green R. H. (1991). Avermectins and milbemycins Part I. Chem.
Soc. Rev., vol. 20, pg. 211 — 269.

Durden D. A. (2007). Positive and negative electrospray LC-MS—-MS methods

for quantitation of the antiparasitic endectocide drugs, abamectin, doramectin,
emamectin, eprinomectin, ivermectin, moxidectin and selamectin in milk. Journal
of Chromatography B, vol. 850, pg. 134-146.

Durden D. A., Wotske J. (2009). Quantitation and Validation ofMacrolide
Endectocides in Raw Milk by Negative lon ElectrosprayMS/MS. Journal of AOAC
International vol. 92, no. 2, pg 580-596.

EC 2002/657. Commission Decision of 12 august 2002. Official Journal of the
Eurpean Communities, L221, pg.8.

EMEA (1998). European Medicines Agency Veterinary Medicines and Inspections
EMEA/MRL520/98-FINAL. Disponivel em http://www.emea.eu.int. Acessado em
23.04.20009.

EMEA (2002). European Medicines Agency Veterinary Medicines and Inspections.
EMEA/MRL/838/02-FINAL. Disponivel em http://www.emea.eu.int. Acessado em
23.04.20009.

86



EMEA (2004-A). European Medicines Agency Veterinary Medicines and
Inspections. EMEA/MRL/915/04-FINAL. Disponivel em http://www.emea.eu.int.
Acessado em 23.04.20009.

EMEA (2004-B). European Medicines Agency Veterinary Medicines and
Inspections. EMEA/MRL/906/04-FINAL. Disponivel em http://www.emea.eu.int.
Acessado em 23.04.20009.

EMEA (2006). European Medicines Agency Veterinary Medicines and Inspections.
EMEA/CVMP/126676/2006-FINAL.  Disponivel em  http://www.emea.eu.int.
Acessado em 23.04.20009.

FAO (2009). Food and agriculture organization of the United Nations.
ftp://ftp.fao.org/es/esn/je-cfa/vetdrug/41-11-eprinomectin.pdf. Acessado em
23.10.20009.

FAO (2010). Food and agriculture organization of the United Nations.
http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx. Acessado em 25.05.2010.

Garcia-Ruiz C., Marina M. L. (2006). Recent advances in the analysis of

antibiotics by capillary electrophoresis. Electrophoresis, vol. 27, pg. 266—282.

Goulart S. M., Queiroz M. E. L. R. , Neves A. A., et al. (2008). Low-temperature
clean-up method for the determination of pyrethroids in milk using gas

chromatography with electron capture detection. Talanta, vol. 75, pg. 1320-1323.
Harvey, D. (2000). Modern analytical chemistry. Ed. McGraw-Hill, New York, USA.
Hoff R. B., Barreto F., Kist T. B. L, (2009). Use of capillary electrophoresis with

laser-induced fluorescence detection to screen and liquid chromatography—

tandem mass spectrometry to confirm sulfonamide residues: Validation according

87



to European Union 2002/657/EC. Journal of Chromatography A, vol. 1216, pg.
8254-8261.

Hou X. I.,, Wu Y., Shen J., et al. (2007) Multi-Residue Analysis of Avermectins in
Bovine Liver and Muscle by Liquid Chromatography—Fluorescence Detector.

Chromatographia, vol. 65, pg. 77-80.

Howells L. and Sauer M. J. (2001). Multi-residue analysis of avermectins and
moxidectin by ion-trap LC-MS". Analyst, vol. 126, pg. 155-160.

Imperiale F. A., Farias C, Pis A., et al. (2009). Thermal stability of antiparasitic
macrocyclic lactones milk residues during industrial processing. Food Additives &
Contaminants: Part A, vol. 26, no. 1, pg. 57-62.

ISI Web of Science. www.isiknowledge.com. Acessado em 17.01.2010.

Kinsella B., Lehotay S. J., Mastovska K., et al. (2009). New method for the
analysis of flukicide and other anthelmintic residues in bovine milk and liver using
liquid chromatography—tandem mass spectrometry. Analytica Chimica Acta, vol.
637, pg. 196-207.

Kohler P. (2001). The biochemical basis of anthelmintic action and resistance.

International Journal for Parasitology, vol. 31, pg. 336-345.

Kowalski P., Bieniecki M., Oledzka |., et al. (2004). Validated capillary
electrophoretic method for the analysis of ivermectin in plasma after intragastric

administration in pigs and horses. Biomed. Chromatogr., vol. 18, pg. 302-310.
Kowalski P., Oledzka I., Lamparczyk H. (2003). Capillary electrophoresis in

analysis of veterinary drugs. Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis,
vol. 32, pg. 937-947.

88



Krogh K.A., Bjorklund E., Loeffler D., et al. (2008). Development of an analytical
method to determine avermectins in water, sediments and soils using liquid
chromatography—tandem mass spectrometry. Journal of Chromatography A, vol.
1211, pg. 60-69.

Lespine A., Chanoit G., Bousquet-Melou A., et al. (2006). Contribution of lymphatic
transport to the systemic exposure of orally administered moxidectin in conscious
lymph duct-cannulated dogs. European Journal of Pharmaceutical Sciences, vol.
27, no. 1, pg. 37-43.

Lifschitz, G. Virkel, A. Pis, F. Imperiale (1999). lvermectin disposition kinetics after
subcutaneous and intramuscular administration of an oil-based formulation to

cattle. Veterinary Parasitology, vol. 86, pg. 203—-215.

Lobato V., Rath S., Reyes F. G. R. (2006). Occurrence of ivermectin in bovine milk
from the Brazilian retail market. Food Additives & Contaminants: Part A, vol. 23,
no. 7, pg 668-673.

MAPA (2005). Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria N° 77,
de 17 de julho de 2005. Publicar os resultados do acompanhamento dos
Programas de Controle de Residuos em Carne, Leite e Pescado do exercicio de
2004. Diario Oficial da Unidao de 19/07/2005 , Sec¢ao 1, Pagina 9.

MAPA (2006). Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria N°
154, de 13 de junho de 2006. Publica os resultados do monitoramento dos
Programas de Controle de Residuos em Carne (Bovina, Aves, Suinas e Equina),
Leite, Mel, Ovos e Pescado - PNCR - do exercicio de 2005. Diario Oficial da
Uniao de 22/06/2006 , Secao 1, Pagina 15.

MAPA (2007). Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrucdo

Normativa N° 8, de 30 de margco de 2007. Publica os resultados do

89



acompanhamento dos Programas de Controle de Residuos e Contaminantes em
Carnes (Bovina, Suina, Aves e Equina), Leite, Ovos, Mel e Pescado do exercicio
de 2006, na forma do anexo a presente Instrugdo Normativa, em conformidade
com a Portaria n°® 50, de 20 de Fevereiro de 2006. Diario Oficial da Unido de
03/04/2007 , Secgéo 1, Pagina 2.

MAPA (2008). Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrugao
Normativa N° 9, de 10 de abril de 2008. Publica os resultados do
acompanhamento dos Programas de Controle de Residuos e Contaminantes em
Carnes (Bovina, Suina, Aves e Equina), Leite, Ovos, Mel e Pescado do exercicio
de 2007, na forma do Anexo a presente Instrucao Normativa, em conformidade
com a Instrucdo Normativa n°® 9, de 30/03/2007. Diario Oficial da Unido de
17/04/2008 , Secao 1, Pagina 28.

MAPA (2009a). Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Instrugao
Normativa N° 15, DE 25 DE MAIO DE 2009. Publica os resultados do
monitoramento dos Programas de Controle de Residuos e Contaminantes em
Carnes (Bovina, Suina, Aves e Equina), Leite, Ovos, Mel e Pescado do exercicio
de 2008. Diario Oficial da Unido de 28/05/2009 , Sec¢é&o 1, Pagina 31.

MAPA (2009b). Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Anexo lllI:
Manual de Procedimentos do PNCRC para laboratérios - Area Animal. Diario
Oficial da Unido de 22/07/2009 , no. 138, Secao 1, Pagina 13.

MAPA (2010). Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Plano de
Controle de Residuos em Carne, Leite, Mel, Ovos e Pescado. Limites maximos de
Residuos. Diario Oficial da Unido, Brasilia, DF, quinta-feira, 03 de maio de 2010,
Secgao 1, p. 29. No. 82.

Mckellar Q.A. & Benchaoui H.A., (1996). Avermectins and Milbemycins. J. Vet.
Pharmacol. Therap., vol. 19, pg 331-351.

90



McManaman J. L., Neville M. C. (2003). Mammary physiology and milk secretion.
Advanced Drug Delivery Reviews, vol. 55, pg. 629-641.

Miller,T. W. Chaiet L., Cole D. J., et al. (1979). Avermectins, New Family of Potent
Anthelnintic Agents: Isolation and Chromatographic Properties. Antimicrobial

Agents and Chemotherapy, vol. 15, no. 3, pg. 638-371.

Montigny P., Shim J.S.K., Pivnichny J.V., (1990). Liquid chromatographic
determination of ivermectin in animal plasma with trifluoroacetic anhydride and N-
methylimidazole as the derivatization reagent. J. Pharm. Biomed. Anal., vol. 8, pg.
507-511.

Mushtaq M., Feely W. F., Syintsakos L. R., et al. (1996). Immobility of Emamectin
Benzoate in Soils. J. Agric. Food Chem. vol 44, pg. 940-944.

Ong S., Liu H. Pidgeon C. (1996). Immobilized-artificial-membrane
chromatography: measurements of membrane partition coefficient and predicting

drug membrane permeability. Journal of Chromatography A, vol. 728, pg. 113-128.

Ortelli D., Cognard E., Jan P., et al. (2009). Comprehensive fast multiresidue
screening of 150 veterinary drugs in milk by ultra-performance liquid
chromatography coupled to time of flight mass spectrometry. Journal of
Chromatography B, vol. 877, pg. 2363—-2374.

Paschoal, J. A.R., Rath, S., AiroldiF. P. S, et al. Validagdo de métodos
cromatograficos para a determinagado de residuos de medicamentos veterinarios

em alimentos. Quimica Nova, vol. 31, pg. 1190-1198.

Pitterna T., Cassayre J., Hiter O. F., et al. (2009). New ventures in the chemistry

of avermectins. Bioorganic & Medicinal Chemistry, vol. 17, pg. 4085-4095.

Pollmeier M., Maier S., Moriarty K., DeMontigny P. (2002). High-performance

liquid chromatographic assay for the determination of a semisynthetic avermectin

91



analog (eprinomectin) in bovine milk at parts per billion levels—method

development and validation. Journal of Chromatography B, vol. 772, pg. 99-105.

Roudaut B. (1998). Multiresidue method for the determination of avermectin and
moxidectin residues in the liver using HPLC with fluorescence detection. Analyst,
vol. 123, pg. 2541-2544.

Shoop W. L., Egerton J. R., Eary C. H., et al. (1996). Eprinomectin: A Novel
Avermectin for Use as a Topical Endectocide for Cattle. International Journal for
Parasitology, vol. 26, no. 2, pg. 1237-1242.

Sheridan R., Desjardins L. (2006). Determination of abamectin, doramectin,
emamectin, eprinomectin, ivermectin, and moxidectin in milk by liquid
chromatography electrospray tandem mass spectrometry. Journal of AOAC

International, vol. 89, no. 4, pg. 1088-94.

Shoop W. L., Mrozik H., Fisher M. H. (1995). Structure and activity of avermectins
and milbemycins in animal health. Veterinary Parasitology, vol. 59, pg. 139-156.
SINDAN. Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Saude Animal, 2009.
http://www.sindan.org.br/sd/sindan/index.html. Acessado em 25.05.2010.

Souza S V. C,, Silva G., Diniz M. H. G. M., et al. (2003). Determinacado de
residuos de avermectinas em figado bovino por cromatografia liquida de alta

eficiéncia. Ciénc. Tecnol. Aliment., vol. 23, no. 1, pg. 54-58.

Souza S. V. C,, Lima J. A., Teodoro J. C., et al.(2007). Validagao intralaboratorial
de método quantitativo para determinagcao multipla de residuos de avermectinas
em leite bovino por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccédo de

fluorescéncia. Ciénc. Tecnol. Aliment.,,vol. 27, no. 4, pg. 823-836.

92



Spisso B. F., Nébrega A. W., Marques M. A. S. (2009). Residuos e contaminantes
quimicos em alimentos de origem animal no Brasil: historico, legislagado e atuagao
da vigilancia sanitaria e demais sistemas regulatérios. Ciéncia & Saud

e Coletiva, vol. 14, no. 6, pg. 2091-2106.

Stolker A.A.M., Zuidema T., Nielen M.\W.F. (2007). Residue analysis of veterinary
drugs and growth-promoting agents. Trends in Analytical Chemistry, vol. 26, no.
10, pg. 967-979.

Toutain P., Campan M., Galtier P., Alvinerie M. (1988). Plasma and milk kinetics of
therapeutic doses of ivermectin for dairy cows. J. Vet. Pharmacol. Ther. vol.11, pg.
288.

Turnipseed, S. B., Roybal, J. E., Rupp, H. et al. (1999). Confirmation of
Avermectin Residues in Food Matrices with Negative-ion Atmospheric Pressure
Chemical lonization Liquid Chromatography/Mass Spectrometry. Rapid Commun.
Mass Spectrom. vol. 13, pg. 493—499.

Turnipseed S. B., Roybal J. E., Andersen W. C., et al. (2005). Analysis of
avermectin and moxidectin residues in milk by liquid chromatography—tandem
mass spectrometry using an atmospheric pressure chemical ionization/
atmospheric pressure photoionization source. Analytica Chimica Acta, vol. 529,
pg. 159-165.

Tway P.C,. Wood J. S., Downing G. V., (1981). Determination of ivermectin in
cattle and sheep tissues using high-performance liquid chromatography with

fluorescence detection. J. Agric. Food Chem., vol. 29, pg. 1059-1063.

Tyler, D. (2006). Method 2, Issue 12, fevereiro de 2006. CSL, Sand Hutton, York,

Inglaterra.

WHO, World health organization (1993). Evaluation of certain veterinary drug
residues in food. Fortieth Report of the Joint FAO/WHO Expert Committee on

93



Food Additives. Technical Report Series No. 832, pg. 06. Disponivel em:
http://whqlibdoc.who.int/trs’WHO_TRS 832.pdf. Acessado em 04.03.2010.

Yu C., He Y.,Fu G, et al. (2009). Determination of kanamycin A, amikacin and
tobramycin residues in milk by capillary zone electrophoresis with post-column
derivatization and laser-induced fluorescence detection. Journal of
Chromatography B, vol. 877, pg. 333—338.

94



9 APENDICE - Sample stacking in CZE using dynamic thermal junctions .
Analytes with low dpKa/dT crossing a single thermally induced pH junction
in a BGE with high dpH/dT.

Este artigo foi publicado no periddico Electrophoresis, em 2009, e apresenta um
novo método de pré-concentragao online, por CZE-LIF, para moléculas-modelo de
baixo dpKa/dT, que sdo concentradas pela diminuicdo das suas mobilidades
eletroforéticas devido passagem por uma juncao formada por zonas de diferentes
condicdes de pH, induzidos pela aplicacdo de uma diferenca de temperatura de

70 °C sobre tampdes com alto dpH/dT.
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1 Introduction

1501
Research Article

Sample stacking in CZE using dynamic
thermal junctions |. Analytes with low
dpK,/dT crossing a single thermally induced
pH junction in a BGE with high dpH/dT

The poesibility to compress analyvie bands at the beginming of CE runs hos many
advantages. Analytes at low concentration can be analyzed with high sigmolto-noise
ratice by using the so-called sample stacking methads, Mareover, sample inject ons with
wery marmow initial band widths (small inital standacd deviations) ape sometirnes nseful,
especially il high resoalutions among the baneds ate required i the shartest run time. In
the present work, a method of zample stacking is propesed and demonstrated. 1t is based
on BGEs with kigh thermal sensitive pels (high dpblfd Ty and analytes with low dp R AT,
High thermal sensitivity means that the working pK, of the BGE las 2 kigh dp&,dT
midules. For instance, Triz and Ethanolamine have dpH AT = —00387°C and —002%]
°C, respectively, whereas cirboxylic acids have low dp i AdT valies, 1.6 in the —D02SC
bk DLO02C range. The action of cooling and heating sections along the capillary during
the inzs athects also the lom] viscosity, conductivity, and eledric Aeld strength, The etfect
of these variables on electrophoretic welocity and band compression is theoretically
calculated wsing a smple model. Finally, this scking method was demonstrated for
aminn adds derivatized with naphthalene-2, 3-dicarbaxaldelyde and thaorescamine wsing
a tem perature difference of 70°C hebworn two neighbor sections and Tris as separation
buffer. 1n this cae, the BGE has a high pH thermal coefficient whersas the carborybic
groups of the apalytes have low pk, thermal coetheients. The application of these
dymnamic thermal gradients inoreased peak height by a factor of two (and decreased the
standard deviations of peaks by a fdor of two) of aspartic acid and glutamic acid der-
vatized with naphthalene-2, 3-dicarboscaldehvde and serine derivatized with  flusor-
cscamine, The etfect of thermal compression of bands was not observed when runs were
accomplished using phosphate buffer st pH 7 (negatve cootrol). Phosphate has o low
dpHMT im thiz pH range. similar to the & dT of analvtes [t = shown that [d8;)
dT—dpH fd T is one detenminant factor to have signibcant stacking produced by
dynzmic thermal jusctian.

Keywords:

Amino acids [ Band compression [ Sample stacking / Thermally induced pH
juncticns DO 10 A2 e lpes, 200800584

[1-49]. Mast of these methods are based on storple principles,
bt are sometimes very bboriows in practice. A sample

Several methods of sample stacking i CE have been
proposed, studied, apd improved during the Last tvo decades
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naphthalene-2,5-dicarboxal dehyde; Ser, serina
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stacking method i microchannels that wees wmperatine
gradicnt: which are autematically built up dee to Joule
heating from the electrophoresis ionic current was demon
strated by Ross and Locascio [10], The basic concepts and
theory regarding a broad range of sample stacking methods
were studiesd and improved by Beckers and Bocek [11]
Recent reviews on sample stacking are given by Mala et @l
{12} and Breadmaore [13]. In the next pamgraph, the simple
theory that relates the dependence of pi, on temperature is
brietly seviewed,

The van't Hoff equation  dingi)) 4T = (AH)/RT
expresses the clange of an eguilibriem constant (K] as a
function of temperature (T} [14]. Where In stands for
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Tabda 1. Tharmdyrnamic pk, axpacied pH ol & pure scid sodution, appareni {warkingl pE', and 1empargiure cosllicients (dpHd T aTe
solected list of buffers in the 1.55-12.33 p&, rarge™
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Chiomscets acd 285 ['IJ_,pﬂ | 4 iy | =0z [17, I-FLEI'IIH
Ciriata iph, 1l EFE0E pp A B, Q02 b ] H0E —[004 [, e 3
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Formic ood LY R 3l =, Lo M 2D ouoog 18, . |
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Carsa BLH, . TH 5M HRE ~[a M, gp. 741
Poemans o7z [, R 3| =, oo 5.7 58T ~00es [16]
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Fgaritire 1112 |16, pp. 195 = 64l 1t ~0El 16 pg. 19|
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cl The evpectsd pH of & pure acid or base solution at 2% C and 0,02 M cancentratian, calculabed using the eguilibrium quadratic equation
but without the Baes-Guggenbaim conventian. This variable is used to calcwlate 1he apparent (wordngl pi'

dl Caloutated wsing the Debye-Hockel approximation, konic strergth of 0.02 0, and 25°C.
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mabural logarithm, A is the heat of reaction (dissodation),
R is the gas constant, and T 2 in Kelving, Becnse pk, are
detined = minus decimal logarithm of K, then dpil)
dT = —[AH)[RT n[10]). As a rule, pK, changes litle with
temperature becnme AR are generally small and T are
large mumbers (note that T is in Kelvinl), If AH is negative
[cxothermic  dissoctalion), then pK, inceeses  with
temperature, and dpid T 0. This is the behavior exhib-
ited by chlomacetc acd and with the hirst dissociation of
phosphoric: acid  jdenoted by pEL). I AH is positive
feredathenmic dissociation) then the opposite effect will be
abwerved, dpi,/dT=10, as it happers with most amines.
imidazoles, and benzimidazales. Moresver, the heats of
dissoctation [AH) of amines, imidaroles, and benzsmida-
zabes are  amorg  the largest In these  cases, pk,
changes symificantly per degree Celsius, typieally dpK,f
dT = —{h5 1 b —0U030/C [Table 1), Omn the other hand,
mast carbonvlic acids exhibit & dpkodT dose to zero
fhetworn —(.002°C and G.0027°C). Therefore, the pH of
Tafhers made of carbosylic acds o maost acids 1% moee stallbs
sgminst temperature changes, if compared with those
preparcd with amines, imidazales, and benzimidazoles, Yet,
there are exceptons 1o this rule. For instance, for the thind
dissockation of phosphoric acid {denoted by pil3 = 12.33),
dp R, dT = —02e/ " C.,

When one section of 2 cipallary 1 heated v 75°C and a
peighbor soction B simultinesuzly cooled o 5°C, for
instance, then o pH difference between these two sedtions
may be created. In this case, the pH difference may be as
high a= two pH umits [Table 1), The degree of disseciation of
analytes cressing such a junction can be changed substan-
tially by metrely choosing the cight BGE, the right BGE pH,
and large temporature  differences.  Comversely, it the
snnlytes have temperatuere-sensitive pk, end if BGE pH is
les sensitive to tempeniure, then the acidity or basicty of
snalytes can alao be modulated by tempersture, These fwn
praperties have the potential to be wsed in the development
of new stacking methsds. The dependence of acidity
constanis of analytes and BGEs on temperature and their
effect on selectivity was already sfudied and applicd in CE by
Redjenga el al. [22].

The present work investigates the ability of these ther-
mally irdwced pH jundions o promote band stacking of
analytes carrying groups with pk, that are less sensitive 1o
temperature, namely carboglic adds which exhibit dpk/dT
close to zero, 1o another paper [13], the opposite effect is
demanstrated, e analytes amving amdnes ame stacked m
BGEs with low dpH T, In this sccond case, the hot and
cold zores induce temporary changes on the acidity of these
amalytes, whereas BGE pH remains unchangsl. By orossing
such a thermal junction, the apalyte also experiences a
mahility dumping, which i= the basiz of thiz second type of
dyrarnic themmally induced stacking [23).

A mouchare of Buomrescarmmedervatized serine (Ser) and
maphthalenes-1.5-dicarboxaldehyde  (NDA|-derivatized  Asp
fuspartc acd) and glotenic add (Gla) were chasen as
analvtes, All these dedvwatized analvtes share 4 few proper

2008 WILEY-YCH Verlag GmbH & Co. KGad, YWeinham
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ties in coiromon: (i) all are Auorescent and can be detected by
LED:imchocesd Auorescence detector under low ooncaentra-
tionz in BGE, which = important f one s looking for
injected sample plugs that are electrochemically similar to
BGE, (i) all have two carboghe groups and oo amino
groups left, {Gi] cach derivative has ome carbosylic group
with low pk, and a second oe with higher pK,, {iv) all
carbaxylic groups exhibit low dpE/dT. These properties ane
important bocause the theoretical model developed is
suitalbde for these separants and will be tested m a BGE with
high dpH/dT a5 well 2510 a BGE with low dpH fd T (negative
control),

2 Materials and methods

2.1 Apparatus

The mstramenital setep used in this work has been described
i detzil by Hillebrand [24]. The homeimade CE instniment
was equipped with & fused-silica capillary (id = 50 jm,
oif = 3395 ok, and total length = 59 om, with 54 cm to the
LED-induced fuorescence detectar] btermally coated witk
MYA. This detector is also described in Bef. [24], The only
modification made in this equipment was that the capillary
had two definite successive 20em long segments (regaons b
ard © of Fig, 1) pleoed imside two silicon tubes for
temperature control, 1n the present work, theomal control
was obtained by water ciculation throagh three tules using
g threc-way valve [Fig, 2). Three thermal baths kept the water
at ', 25, and T5°C, respectively. The temperatunes of 5 and
15°C were coirtrolled uging themmastatized baths  model
SEL00AG (Servylab, 580 Lleopoldo, RS, Brzil) and the
temperature of 75°C was confralled vsing a normal thermal
bath rodel 68 {Delen, Porto Alegre, BS, Bral).

2.2 Reagents

Amalytical grade reagents were used throughomt the experi-
mient. Deionized water with a specihc resistiviby af 15,2 MO
was used for the prepamtion of buffers and standardz, The
primary standards were Asp 35 mM, Glu 25 mM, and Ser
S0 mM, prepared in water and pH adjpsted to 9.0 with
WalH (amino acids were purchased from Sigma, 5t Louks,
MO, USA). In all cxperiments, &sp oand Glu woere
derivatized with NDA (Aldrch Chin, Milw., WI, USA)
arsd Ser was abways derivatized with flucrescamine |Sigma)
The pH was combimimesly adjosted during the addition
of derivatization reagents and oo excess of these repents
was used, to avoid the pesoce of onreacted DA ac
Huwsrescamine in final solutions.  After  derivatization,
the solutions of derivatized Asp, Glu, and Ser wers
diluted 540 times, respecively, for sach BGE used, to final
concentrations of &5, 0.5 and 1mM, respecively, The
BGEs most wsed were 5 mM Tris (Sigma) and 30mM
phosphate [Menck, Dermstadt, Gemmany). Foc bath, pll was
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adljusted ta 7.0 with NaOH. pH was measured using & pH-
meter mode] MTG10 |Metroterm, Porte Alegre, RS, Brazil),
Conductvity was measured wsing condwctivimeter madel
WMCCH 0 (Metratorm).

3 Theoretical results
The poal of the following model is b predict the band

compression  factor of  anabytes  with small  dpRo/dT
(dpEfdT]~0] when they cross a thermal junction in a

L=5% cm .

| 280 To 1P 2500

a=dcom  b=20cm  c=20cm  d=10cm

b = 2

i e

g

Inkst 5 cm

Detection

Fgure 1. The capillary used with four sections. Termperaturs
wiae condridled in sacrions brand ¢ using walar circulatian from
thsrmal Dathe, Sectiong g ard O wang B0 & rogm Temparaluns
|stagnant air at 28°Cl.

b o i

Rgure 2. The valve used to change the tomperatures of sections
and ¢ during elsctophoresia ruird,
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BGE with high dpHMAT ijdpH/d T30y The thearetical
miodel discussed hereafter is only valid in the absence
of electroosmotic Aow. Therefore, i the experimental
section, only internally coated  capillaties were used.
Moreover, the apillary was divided in four sections, as
shown in Fig 1, Section o {inlet poction] was left at 25°C
(stagnant air), soctions boand © were maintained &t
tempemtures Te and T, respectively, and section d was left
at X570 (stagnant airh.

31 A caplliary with four sections at differemt
temparatures

Far this simple model, 2 cipllacy with four seetons ja, b, ¢,
ard d] held &t temperstures IS°C, T T oand 257C,
respoctively, will be considered (a8 shown in Fig. 1), Where
E,, B, E, and Ej are the elecric feld srengths, o, o o,
amlay are the eledtric conductivities, and n,, Mg, 1, 2od 19,
are the viscesities of the BGE of sections a, b, ¢ and 4.
resipesciively.

The electrophoretic  velocity e, of a oo of
charge 4, which is subjected to free solution elecrophoress
vnder a fBeld shrength E i wsmally refemed to as
given by v.= gE/Z, where 2 is the Eictional coefhaent
which iz related to the hydrodynamic valume and shape of
the jon and o the viscosity 1 of the BGE The goal of the
present maodel i o calealate the compression Getar of an
anxlvie band when it cresses thermally induced pH - junc-
tins using synchronized steps of valve operation (Fig. 3)
arel electropharesis tme. Nate that this procedure enables
the analytes to crcss only ane temperatire  juncion
{between sections b and ¢, a5 explained in Fig. 3. Therefore,
the compression factor will be given by

55k ()

Voo @ESy

Fromm bagic electhodymamics, B resuls that Eger, =
B, = Eo.= Eyog; in other words, EJ/E = o0, Note
that the ratio BJ/E. depends anly an oy, and &, oo matter
what the temperatures in sedions a and d are, Moreover,
using Eq. (1) and the approdmation 2T = n/me rosulls
that

Ve _ @Dl 2]
Ver Oyl

The ratios o o and 1My are casily measwred in the
labacatory. Therefore, anly the rato g,fe remaing fo be
calculated. As stated before, these are very simple appros
imations  (when the effect of moving boundaries are
peglected [25]), developed only 1o provide guidelines
to interpret tendences of the effects of femperature an
Vital Tl el Tl It miast be notod also that the approximation
LS = introduces large emors in some cases. For
mstance, the methanoate on has 2 lasger lydoodynamic
volume a5 compared with its neutral form, methanoic acid.
This is & result of the solvataton of the carboxylate fon.
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Themfore, £ E #0000, even when the only difference of
the BGE in b and ¢ is pHL.

I the present case, we are dealing with addic analvies,
because the primary amdne growps are dedvatized with NDA
or Huocescamine, and anly the carboalic groups remain, The
NDAdermatized Asp and Gh have two carbeolic grops
mach, and the fleccesciminededvatioed Ser also hag fwo
carbowylic groups (one from the odginal amino acd and 3
socond one resulting from the derivatization reaction), In all
three cases, pk2 i% abowt two units higher than pRL1. The
pist wahees are 209, 219, and 2.21, for "umsderivatiosd " Asp,
Glu, and Ser, respectively [26], The pE2 are 386 and 4,25 for
underivatizedd Asp and Glu, respectively.  Measurements
made o the laboratory (dat mot shown) give pEK2=4.9 fur
derreatied Sor, Therefore, two dissociations should be taken
it acconnt HyAc— H '+ HAC and HA: —H "+ ac % In
our expeciments, BGE pH was many units abowe pll.
Vnder these conditions, the dissociation constant K2 will
play the mest important role, because thee groups related to
pk,1 will remain completely dissoctated all the tine. In this
casg, the charge of the analyte will be g= efm+ g5 1+,
where ¢ represcnts the maximum carge per carboslic
proup, @y representsthe degree of dissociation of the first
carboaylic growp. and w; of the second carbosylic group
irepresented by pEL2p Therefore

G alptuds 14y

q_,: : m 1+ =2

Using the defmiticn of K2,

A [H?
! I Il | | (4]

and the definition of a; resul= in:

i3]

Ki=

ﬁ_”% '+{'+ﬁ7‘f"}|

5]
ks &4 _r_l"- + - JHTL :
1 Iﬂr : II‘l L I {] .J T }

Uzing Ege. {2y axed (5), the ratio of v Ty toviTd 1=
given by

Vil Th)

Ve T )

{14+ {1 & 1PSATI-SHTI )~V (T (T,
{1+ [1 + 1% -pHL o (T b, (T
]

The ratio vg,[ Tyl fie T} gives the campression factor for
an analyte cres=ing the pH junction indsced by a tempera-
ture difference: To—T,. Tio be abile o plat Eq. (6] for different
BGE and analytes, one has first to find the EXprESsions af the
BGE's pHIT), o Ty, and niTh 2= a hmcton of tempemture,
Mate that pE2 is comidered constam in the present wack,

te dpE2dT=10

3.2 pH, conductivity, and viscosity as a function of
tempaerature

Ins this work, the buffers Tris and phosphate (pH 7] were
chicen  becanse they present high and low dpHMT,

= 2008 WELEY-VCH Vedag GmboH & Ca. KGadh, Wainhaim
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1) Along plug of a diute sample is injectad

— —
g o 2
Dgﬂ‘a o b c d
o o
oo o o
25°C 25°C 25°C 25°C
2y The sample is drven inte section b
-t
| u:hu&a
[0 T
| o @a’
21 Temperatures are changed
T W
DDQE-&E'
oo o0
- - |
25 9 e o 25%C
4) Stacking occurs J'\_
%
L?-EE
5} Tempsratures are
changes again
1&35’
o=
o
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Flgure 3. Diagram showing stop-by-siep how the stacking axpeni
menls ware conducad, W T pH 7.0 lat 25771 is used as BGE, than
H will b 7.0 in all seciong durnp @epe 1 and 2. Bul during siep
3, pH will rise 1o B4 irside sactian b and drop 1o G644 irsido
sgctian ¢ Tharalors, o pH dffenrds of < 1,06 urmits will be creatsd
&L e inlelacs helwiian Sacions U and ¢, This is caussd by tha
temperature difference of 70°C and the tempermune sensitfeity of
Trig [pRAd T= —00281 O tha other hand, if phogpha i bulfer pH
T.0n Lot 28°C) is used, then a differonca of only -40.2 wnits will ba
absersod betwoen b and o duning siop 3, bocause phosphate
tufler his o dpfd T= —UDOZE in this pH range (Tabls 11,

respectively [Table 1). Triz has a dpH AT = 00028 °C and
phosphate has a dpHfdT = —UHI2E'C i the pH ange
from 7 o 9. The baffer Tris undergoes a chamge of L76
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units of pH in the temperature mge of 700C [from 5 1o
75 C and presented a dphfdT = —00025/°C 10 the data, as
shown in Fig, 44 This is a litfe different from the expected
—L 028, as shown in Tabde 1. This difference i the result
of many fr-fromeideal  experimental  conditions,  and
becase of the fact thot dpHdT imelfl changes with
temperatuice, Therefore, the less fvarable data Frﬂenr.ed
in Fig- 3a will be e to plot Eg. (6).

The meassupement of conductivity for cach BGE is
mecessary o plot B, (6). As shown in Fig. 4B, the electric
conductivity increased with the inoease n!'tzmpmlml.l, a8
expocted. & change in temperature from 5 o W0C cunsed an
increase of 864 mS om i the electic onductivity of Tris
buber and of 1275 m5/om of phosplate buffer, These dao
will be also used to plot Eq. (6],

Firally, an expressian of the viscosity of the ndffer solution
a5 o Buretion of temperabere s 2bo requieed bo pht Eq. (6L
Buffer sohaticns ane weually diluted sohstions, Theretare, os an
approsimnation, an expression of the visoosity of puoe wate will
e wiseel. Froum [27], the viscasity 0| 7] af pure wates 25 a fnction
af temperabure is given by

131
998,333 + 8.1855( T — 20) = D.00585(T — 207

ifh<T=2rc

.lmm"-lr -

i)

and
o R _ 132720 - T) — 001053 T — 2007
Han T 103 (]
if =T < 1W°C

Therchore, by using Bqz. (8], the variation of viscosin of
the buffers 25 a hocton of tEmperatiice can also be aken
into account in Eq. (e, The behavior of visoosity against
temperature i shown in Fig 5

3.3 Theoretical predictions for the compression
factor vl Ty liv (T

With the data of pH(T), clectric conductvite,s(T), and
viscosity, n(T), of the buffers Tris amd phosphate as a
hotiction of temperatore, the hand COTT PrEss i factor
[stacking factor) given by Eq. (6) cin be caloulated Using
3 list of wpothetical addic analytes with pk, varving in the
range of 49 and applying the results presented in Figs. 4
and 5 imto Eg. {6), the band compression of the respectve
analyvtes was caloulated in buther Tris 50mM and pH 7.0
[Fig. 6A) and phosphate buffes 30 M at pH 7.0/ Fig. 43 as
a funchon ofAT = (T, — Tod, whitre Ty, was 5°C.

A oapoctod, the best result for band compression was
abtzined with He neffer 50 m33 T, pi 7.0, with a difference
al 77T in the temperature uncton (hob region 2t 75°C and cald
regon at 570, This shows that onalytes with small dpkyfdT
mxjuire buffers with kigh thermal awfficent o get sgnifcant

2 2009 WILEY-V'CH Verlag GrmbH & Co. KGah, WWeinham
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4 Results

A home-made CE equipenent was madified to get four areas
with contrelled fempemtare jsee Fig 1), As shown in Fig 1,
four sections (a-d) were crezted. But only sections b and ©
were stbjected to femperatisre changes. Note that sections a
and d were lett at room temporatuee (25°C) all the time, In
this regurd, this experiment wees a single-band passape
through a temperature junction.

Az shown in Fig. 3, the derivatized samples were elec
trokinctically injected, using 16 kY for 45 5, with all sections
af the capillary set b 25°C. Dhuring the frst 6 min of the run,
the tempembure was also kept at 25°C in all sections,
According to our estimates, & min is the time required far sl
bamsds to reach the center of saction b of the capillary [see

A
300 - st
] o5
LT R p-bid
2504 —o—7 s "
- —4— A & "
I'-“ 225 - __{H,_g s o i
ot o . Ja
2100 4 s + - .'.-: : 3 A
[ . &
1.75 - e O
3 AN el
1,50 -
126
1000
0 10 2 B0 4 50 B0 TO
ATC)
B
A00 T g g
gy, "ok
k-
2604 —4-7
o -
t" 225- " ]
,a_i 2.00 4
b::.’. 1.75 -
* 150
1.25
1.00 1

Rgure 8. Flol of the thooraticaly pradicied ratio ved Thl¥ed T:l
as a function of AT=IT.- ek with Ta=%0C. (&) Using Tris
S0 1 pH =T a1 25°Ch and (B1 pheephate buffar 50 mk a1
pH =T lat 25°Ch. Six hypothatical snakyies aré teeod. aach o
has two ackd proups: ane with a bow pi, {pRs1} which is
complataly dissocisled and a facond omg witly o highar pk,
|pfL2. The degree of dissocistion & of this sscond group is
maodulated by BGE pH. which in turn is moduiated by
emparaiunas Ty, and T, The curves in (A} snd (Bl show b=
behaviar for p&,2 =48

© 2008 WILEY-VCH Werlag GrnbH & Co. KiGaA Weinhaim

CE and CEC 1507

Figs. 1 and 3], At b min of the mn time, the temperatone
was chanped to 5°C in section b and to 75°C in ssction ¢ for
the next four minuies of the om, Ge ] 10min of n
time, This = the ttme required for the bands to move from
thie center of b to the center of ¢ This temperatare change
was made using the valve shown n Fig. 2. Consequently,
thi bands crossed a femperatore-mediated pH junction,
located on the border of sections b and © when Tris was
used. But oo pH junction is expected when phosphate
buffer is wsed. bocavse phosphate has & low dpH/dT.
Finally, at run tirne of 10 min the temperature of all soctions
was reset to 25 "C using the valve shewn in Fig. 2, unt] the
end of the run,

Figure ¥ shows the clodopherograms: of the denvtized
arninn acdds subjsted 1o 5|.m|_:||.r.- ﬂ:d'.ing via therrrally mdwed
pH junctions: [a) wsing Tris bufter at 5°C in section b, 75°C in
soction ., and 25°C in all other sections (a and <di; (b) ws=ing Tris
bnaffier ansd all sections at 25°C: () phosphate bufler 2t 5°C
section b, 75°C in section ¢ and 25°C in all other sedions (& and
dy; and ) phesphate buffer with all sections Gt 25°C, The
rums acomplished in Tris boffer prsemied 2 comprssion
fachr of tawo for dernabized Ssp Ghe, and Ser, whereas
phosphate idler thore was littie or no bard compression, as
expeched.

5 Discussion

A shown in Fig. 44, Tris butfer pH changes significantly in
the 5'-75"C temperature ange, whereas phosphate buffer
charipes only a little faroumd pH 7 when subjeded o the
BAME ICTNPCTAILIEG FATEE.

Eguation (6 javes guaidelines to the search for the best
buffers and pH for a given clas of analvies. This eguation
wab derived for analytes with one acidic group completely
dizsociated and a second one (pE,) partially dissociated, This
shows that the mastmsm stackng will be achieved by soome
buffers, m some pH ranges, and in some temperabone
ranges, thowgh oot for 2l buffers or any pH mnge. As
shown in Figp 64, maximum stacking is achieved using
large tempemtire differences between Te and T, Moreover,
according to Figs. 6A and B, using the buffer pH dose to
PRy gives better resulls thao buffers with pHepk, or
pHEpK, Le pH =pk2=7 is much betber than pH =7
and pi2=+4or 9,

Figmeres 64 and B also predict that the compression of
carboxylic acids [wath low dpE/dT) is higher in a buffer
with hagh dpbif/dT (buffer Tris shown m Fig. 6A) as
compared with a buffer with low dpH AT {ndfer phosphate
shown in Fig. 6B). The experiments gave the same result
Fig. 74 shows the bands that were ran in Tris budfer with
the application of thermal wones |T.— Ty = 75°C) using the
steps shown in Fig 3. Figure 7B shows the band shapes that
were man in the same buffer without the application of
thermal woes; Figuras 70 and D show the Sme 2 Figs. TA
amd B, but using pheephate buffer. A= predicted by Figs. 6A
ared B, no cffects were observed in phosphate bather,
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Figure T, Sampla siecking using dynamis sarmal junclions
apphed 10 & mikture of NDA-derivatized Aap and Glu ard
fluorescamine-derivatized Ser, in this arder. (4] In Tris buffer
wills L application of tharmal snee | T,— Ty = TEChL 1B} in Trie
buffer withouwt the application of thermal zones, (Chin phasphate
buffer with the application of thermal zones (7.~ Ty = 75°CI, and
00 i phas phate Bullar withau the application of armal zones,
Thie applied high voltage was ¥= 16kY and the obsereed current
Was i= ~23pb

Az shown in Fig. TA, a band compression by a factor of
twor was achieved in 2 single cressing throwgh 2 thermally
inxduced pH junction, The use of multiple passes, wing fGcth-
and-back clectrophoresiz with  symchromized  temperature
chanpe is something that deserves to be further studied
Alternatively, another poimt that deserves attenmton & the
experimental demorstration of & factor of compression of 1
obtzined using n+ 1 sections amxd switching the tempemtures
ifroen cold to hot and Gom kot 1o wld) at the dght tmes.

Fromn the results shown in Figs. & and 7 comes the
conchigion that the basic mles that must be atsfied to e
rradrnaen stackingg are: (i the buffer pEHl ernast be dose o the
pk, of analytes (pH = pEJ): i) temperature differences must
be as large as possible {[Ty—T 200 and ib) there onast be a

© 2008 WILEY-WCH Werdag GmibH & Co. KGas, Wainkigim
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difference between the themmal cocthidents of the analytes and
that af the buffer, ie |dplyd T-dpH A7)0 In the present
work, the dpk dT of the analytes was close to zero and the
dpH /AT of ome buber was lange [Tris has a dpH/dT = —(L028]
and small tar the negative control (phosphate has 8 dpH|
dT= —0u028; Anather paper prepared by our group stdies
and demonstrates the opposite condition., in which dpk,fdT of
the analytes i=s large and the dpHfd T of the bufter is dose to
zero [23].

The iethors have declared ne conflict of interest,
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