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RESUMO

A deterioracdo dos alimentos de origem animal esta relacionada com
uma vasta gama de reagdes, destacando-se as de origem microbioldgica.
Dentre as substancias antimicrobianas utilizadas para inibir micro-
organismos em produtos lacteos industrializados destacam-se: as
bacteriocinas, os antibioticos macrolideos polienos e os acidos
organicos. Com o intuito de garantir a seguranga alimentar e a
conformidade com a legislagdo, reprimindo fraudes, métodos de
detecg¢do rapida e simultinea para a determinagdo desses compostos
estdo em alta demanda. Neste trabalho, foram desenvolvidos métodos
com simplificada extracdo, curto tempo de analise cromatografica (cerca
de dez minutos) e aplicados a diversas matrizes lacteas para
determinacdo simultanea de natamicina, acido sérbico, nisina e tilosina
por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS). Todos os parametros de validagdo avaliados ficaram de acordo
com os critérios estabelecidos pela Decisdo 657/2002/EC. Os métodos
foram utilizados para avaliar a conformidade de 135 amostras
comerciais, o que demonstra versalidade e aplicabilidade. A ocorréncia
de ndo conformidades em 30% das amostras demonstra a importancia de
controlar o uso de conservantes em produtos lacteos. Muitas das
amostras violadas ndo apresentavam o conservante declarado no rétulo.
Métodos rapidos e com confiabilidade (validados) como os
desenvolvidos neste trabalho, constituem de ferramentas importantes
para a fiscalizagdo de alimentos no Brasil, contribuindo para a seguranca
alimentar.

Palavras-chave: analise de alimentos conformidade; conservantes
antimicrobianos; produtos de origem animal; validagao.






ABSTRACT

The deterioration of foods of animal origin is due to several reactions,
especially of microbiological origin. Among the antimicrobial
substances used to inhibit microorganisms in processed dairy products
are bacteriocins, macrolide polyene antibiotics and organic acids. In
order to ensure food safety and compliance with the laws, fast and
simultaneous detection methods for determining these compounds are
in high demand. In this study, we developed methods with simplified
extraction, short chromatographic analysis time (about ten minutes),
which were applied to various dairy products for simultaneous
determination of natamycin, sorbic acid, nisin and tylosin by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (Ic-ms/ms). All validation
parameters evaluated were in accordance to the criteria established by
commisssion decision 657/2002/ec. The methods were used to assess
the compliance of 135 commercial samples, demonstrating its
applicability and versatility. The occurrence of non-compliance in
30% of the samples demonstrates the importance of controlling the use
of preservatives in dairy products. Many of the violated samples did
not have the preservative informed on the label. Fast and reliable
methods as the developed in this work proved to be a significant tool
for surveillance of dairy products in brazil, contributing to improve
food safety.

Keywords: food analysis; conformity; antimicrobial conservatives;
foods of animal origin; validation.
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INTRODUCAO

Agentes antimicrobianos sdo utilizados na industrializagdo de
alimentos para evitar ou diminuir a multiplicagdo de micro-organismos
indesejaveis. A multiplicagdo de micro-organismos deteriorantes pode
gerar odores desagradaveis, deformagdo das embalagens, formacdo de
peliculas, perda do sabor e de forma geral, diminuir a qualidade dos
alimentos. Além de perdas econdmicas para a indudstria, perigos
microbiolégicos podem ocorrer quando micro-organismos patogénicos
se multiplicam nos alimentos, como por exemplo, Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus e Clostridium botulinum, os
quais podem gerar doencas veiculadas por alimentos (DVA) e
consequentemente danos a saide do consumidor.

Dentre as substincias antimicrobianas utilizadas para inibir
micro-organismos em produtos lacteos industrializados destacam-se: as
bacteriocinas, os antibioticos macrolideos polienos e os acidos
organicos. A utilizagdo de uma dessas classes ou em conjunto, tem sido
uma forte aliada do campo a industria alimenticia. Isso ocorre por terem
acdo eficiente na conservagdo dos alimentos, ndo promover em
alteracdes sensoriais, poderem ser utilizadas em conjunto com culturas
iniciadoras (starter) e por serem consideradas seguras, quando utilizadas
de acordo com a legislag@o pertinente.

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)
autoriza o uso do acido sorbico, nisina e natamicina em diferentes tipos
de queijos, requeijoes e doce de leite. A bacteriocina nisina ¢ utilizada
em queijos com alta umidade para inibir a acdo de bactérias Gram
positivas e seus endoesporos. A natamicina ¢ um antibidético macrolideo
polieno utilizado na prevengdo de fungos em superficies de queijos
curados e em doce de leite. O acido sorbico € utilizado para prevenir o
desenvolvimento de leveduras e mofos em diversos alimentos
processados, tais como produtos derivados do leite.

O antibidtico macrolideo tilosina foi proposto como medida
preventiva de intoxicagdo alimentar estafilococica em alimentos lacteos
na década de 60. Atualmente, o uso da tilosina diretamente em
alimentos ndo ¢ permitido no mundo. Seu controle em alimentos ¢é
realizado pela analise de seus residuos persistentes, ja que existe a
regulamentagdo para seu uso na produgdo animal como medicamento
veterinario para prevenir doengas bacterianas € como promotor de
crescimento.

Apesar desses antimicrobianos serem considerados aditivos
seguros GRAS (do inglés, Generally Recognized As Safe) no controle de
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micro-organismos em alimentos ¢ na produg¢do animal, algumas
pesquisas sobre a toxicidade desses aditivos utilizando cobaias foram
realizadas. Esses estudos alertaram sobre o cuidado ao utilizar
abusivamente estes compostos na industria de alimentos. Estes podem
ser prejudiciais se a absor¢do pelo ser humano for maior do que dos
limites regulatorios preconizados. O uso dessas substincias podem estar
relacionadas a alteracdes na resposta imune, efeitos genotoxicos,
intolerancia idiossincratica, urticarias e pseudo-alergias em pessoas
sensibilizadas a esses compostos.

Com o intuito de garantir a seguranca alimentar, dos alimentos
e a conformidade com as legisla¢3es, reprimindo fraudes nos alimentos,
métodos de detecg¢do rapida e simultdnea para a determinacdo desses
tipos de compostos estdo em alta demanda. Diversos métodos
empregando distintas técnicas tém sido desenvolvidos para a
identificagdo e quantificacdo de antimicrobianos em alimentos, tais
como: a cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de
arranjos de diodo (HPLC-DAD, do inglés, high performance liquid
chromatography- diode array detector), de fase reversa (RP, do inglés,
a reversed-phase), detec¢do UV (do inglés, Ultraviolet-visible), a
cromatografia eletrocinética micelar (MECK, do inglés, micellar
electrokinetic ~ chromatographic), entre outras. Entretanto, a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em modo
tandem (LC-MS/MS, do inglés, mass spectrometry in tandem by liquid
chromatography) ¢é considerada uma técnica scletiva, sensivel e
moderna para a determinagdo desses compostos, além de possuir a
capacidade de detec¢des simultaneas com confiabilidade.

As substincias antimicrobianas podem ser utilizadas
indevidamente na produg@o de alimentos, seja por desrespeito ao limite
maximo residual, por aplicagdo indevida com intengdo de mascarar uma
baixa qualidade de matéria prima, ou ainda, para mascarar as
deficiéncias nas boas praticas de fabricacdo. Na produgdo animal, o
monitoramento de residuos de antimicrobianos como tilosina no leite e
seus derivados também ¢é requerido, a fim de garantir a seguranga da
populagdo. O desenvolvimento de metodologias modernas, rapidas e
confiaveis para a avaliagdo da conformidade do wuso desses
antimicrobianos em diversas matrizes lacteas, permite que a
fiscalizag@o, para antimicrobianos como natamicina e nisina no Brasil,
seja mais eficiente e atuante, e que o consumidor possa desfrutar de
produtos mais seguros do ponto de vista dessas substancias.

Motivado pela importancia e pela caréncia de dados analiticos
relacionados a quantificacdo desses conservantes em produtos lacteos
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industrializados no Brasil, este estudo teve como objetivo desenvolver e
validar métodos analiticos para a determinagdo simultdnea de acido
sorbico, natamicina, nisina, e tilosina em produtos lacteos por LC-
MS/MS, tornando-os ferramentas de fiscalizagdo.






CAPITULO 1

REVISAO DA LITERATURA
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1 ANTIMICROBIANOS
1.1 Uso de antimicrobianos em produtos de origem animal

A deterioracdo dos alimentos de origem animal deve-se a uma
vasta gama de reacdes, destacando-se as de origem microbioldgica. O
processo industrial de matura¢do promove alteragdes sensoriais a partir
de reagdes bioquimicas e bacteriologicas como protedlise, lipolise e
fermentagdo, resultando em melhorias do sabor, palatabilidade e
conservagdo do produto (OLIVEIRA, 1986). Embora nio substitua a
aplicagdo das boas praticas de fabricacdo, a maturagdo ¢ frequentemente
uma forma de prevenir a ascensdo de micro-organismos patogénicos e
deterioradores sem a utilizagdo abusiva de conservantes quimicos
(SCHULZ, BONELLI, BATISTA, 2009). Infelizmente, somente um
processo de fabricagdo natural como a maturacdo, ndo ¢ eficaz na
conservacao e longevidade dos produtos comerciais industrializados.

Os fungos sdo micro-organismos filamentosos conhecidos por
seu potencial em alterar o sabor e qualidade de alimentos (MAZIERO,
BERSOT, 2010). A ag@o deteriorante de leveduras pode gerar
deformacdo de embalagens pela producdo de elevada quantidade de gés,
formagdo de peliculas, ligeiro odor de fermentagdo e perda do sabor
(LOUREIRO, QUEROL, 1999).

Dentre o0s micro-organismos patogénicos contaminantes
presentes em produtos de origem animal destacam-se a Listeria
monocytogenes, o Staphylococcus aureus ¢ o Clostridium botulinum, os
quais podem gerar danos a satde do consumidor, como por exemplo,
aborto, intoxicagdo e botulismo, respectivamente. Apesar de o Brasil
apresentar deficiéncias no controle epidemioldgico em relacdo a
doengas veiculadas por alimentos de origem animal, frequentemente
relatos de toxinfecgdes sdo apresentados pela comunidade cientifica
internacional (SABIONI, HIROOKA, SOUZA, 1988; SILVA,
BERGAMINI, DE OLIVEIRA, 2010). Os Produtos lacteos sao
potenciais veiculadores de patégenos e a utilizagdo de antimicrobianos ¢
uma estratégia de prevencdo sobre micro-organismos patogénicos e
deteriorantes, sem causar alteracdo sensorial significativa no produto
(OLIVEIRA, SIQUEIRA, SILVA, 2012). Dentre os antimicrobianos
utilizados em produtos lacteos destacam-se: as bacteriocinas, 0s
antibidticos macrolideos polienos e os 4cidos organicos (ROSS,
MORGAN, HILL, 2002; RAJCHL et al., 2010; MORAES et al., 2007
BRUSTOLIN, 2009; KALLINTERI, KOSTOULA, SAVVAIDIS,
2013).
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O regulamento técnico de identidade e qualidade de produtos
lacteos autoriza o uso da bacteriocina nisina e do antibidtico macrolideo
polieno natamicina, em queijos, requeijoes e doce de leite, sendo
permitido neste tltimo produto apenas a natamicina (BRASIL, 1996).

Estudos demonstraram que a utilizagdo da cultura de
Lactococcus lactis produtora de nisina é uma forma eficaz na prevengio
do estufamento tardio causados pelo Clostridium beijerinckii em queijos
(GARDE et al., 2011). J& a natamicina atua contra bolores e leveduras,
melhorando a aparéncia, o tempo de vida comercial e reduzindo os
riscos de formagdo de micotoxinas nos alimentos (BRUSTOLIN,
2009). Em pesquisa realizada por Kallinteri, Kostoula, Savvaidis et al.
(2013), os autores determinaram que o uso da natamicina isolada ou
combinada com a nisina foi eficiente na inibicdo da multiplicacdo de
fungos (leveduras e bolores), mantendo as caracteristicas do produto
durante o tempo de vida comercial. Estudos reportando a utilizacdo de
natamicina em filmes biologicos para revestimento de queijos também
foram relatados, aumentando consideravelmente o tempo de prateleira
dos produtos lacteos estudados (RESA, GERSCHENSON, JAGUS,
2014; RESA, JAGUS, GERSCHENSON, 2014).

Apesar da legislagdo brasileira permitir a utilizacdo desses
conservantes na fabricacdo de queijos, existem restricdes e limites a
serem respeitados, sendo que a natamicina podera ser aplicada apenas na
superficie de queijos cortados e fatiados, ndo podendo ser detectada a 2
mm de profundidade (ausente na massa). Ja a nisina tem como limite
regulatorio (LR) méximo de concentragdo 12,5 mg kg' (BRASIL,
1996). Da mesma forma, a nisina ¢ a natamicina podem estar presentes
em requeijoes em até 12,5 mg kg’ e 1 mg dm” na superficie,
respectivamente. Em doce de leite a adi¢do de conservantes inclui
apenas a natamicina, sendo aplicada na superficie ¢ com um LR de 1 mg
dm™ (BRASIL, 1996).

Nos anos 60, o antibiotico macrolideo tilosina foi estudado em
alimentos. A utilizagdo direta nos alimentos foi investigada a fim de
evitar a multiplicagdo de Staphylococcus sp. e Clostridium botulinum
(Greenberg & Silliker, 1962; Denny, Sharpe & Bohrer, 1961).
Atualmente, a utilizagdo da tilosina em alimentos ndo ¢ permitido em
todo o mundo. Estudos tém demonstrado que o consumo regular de
alimentos contendo tilosina pode causar efeitos indesejaveis, tais como
manifestacdes  alérgicas, citotoxica, efeitos mutagénicos e
carcinogénicos  nefrotoxicos,  disturbios  reprodutivos e o
desenvolvimento de microrganismos resistentes a antibioticos utilizados
em terapia humana (Nisha, 2008; FAO, 2015 ). Agéncias como USDA
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(United States Department of Agriculture) e EMA (Agéncia Europeia de
Medicamentos) determinam o limite maximo de residuos (LMR) de 50
mg L™ no leite (USDA, 2015; EMA, 2002). O Codex Alimentarius e o
MAPA determinam um LMR de 100 mg L' (Codex Alimentarius
Commission, 2009).

A utilizacao de acidos organicos para conservagao de alimentos
também merece destaque, visto que, possuem maior solubilidade em
relagdo aos antimicrobianos bioldgicos natamicina e nisina, baixo efeito
no sabor dos alimentos e dispdem da liberagdo para adicdo em muitos
tipos de alimentos processados, caracteristicas essas, ideais para um
conservante (BAIRD-PARKER, 1980).

O acido sorbico e seus sais de Ca e K tem apresentado efeitos
inibitorios sobre leveduras, fungos filamentosos e uma vasta gama de
bactérias (LIICK, 1976; SOFOS, 1995; RAJCHL et al., 2010; MORAES
et al., 2007). A principal acdo inibitdria dos sorbatos é contra leveduras
e bolores, onde pequenas concentracdes ja causam efeito antifungico.
Em leveduras, é necessaria uma maior quantidade do conservante para
que seja eficiente. Estudos reportaram que a dose minima letal para
Saccharomyces cerevisiae foi de 1600 mg kg™ (KUBO & LEE, 1998) e
que sua agdo foi eficaz na reducdo de fungos filamentosos e leveduras
em experimentos realizados com produtos lacteos (MORAES et al.,
2007). Apesar dos sorbatos serem mais efetivos na inibicdo de fungos e
leveduras, eles também sdo capazes de inibir algumas bactérias, tais
como: Staphylococcus aureus, Salmonella sp., Vibrio parahaemolyticus
e bactérias psicrotroficas deteriorantes, como as Pseudonomas sp.

A legislagdo brasileira permite a utilizagdo do acido sérbico em
queijos, requeijdo e doce de leite com um LR de acordo com as
caracteristicas de cada matriz (BRASIL, 1996). Na Tabela 1 sio
apresentados os LR contidos na legislagdo brasileira para os
antimicrobianos acido sorbico, natamicina, nisina e tilosina em produtos
lacteos.
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Tabela 1.

Parametros

regulatorios da

legislagdo brasileira para os

antimicrobianos 4cido sorbico, natamicina e nisina em produtos lacteos.

Produto lacteo Antimicrobiano Parimetro Maximo

Referéncia

Acido sorbico

1000 mg kg™’
5 mg kg (ndo

Queijos .
cortados e o detectavel a2 mm de  grasil (1996)
fatiados Natamicina profundidade)
Nisina 12,5 mg kg-l
Acido sorbico 1000 mg kg'1
Queijos . Uso ndo permitido .
frescos e ricota INatamicina Brasil (1996)
-1
Nisina 12,5 mg kg
Acido sorbico 600 mg kg_l
. 1 mg dm™ (em .
Doce de leite Natamicina superficie livre) Brasil (1996)
Nisina Nao estabelecido
Acido sorbico
E;?:: e de Natamicina Uso ndo permitido  Brasil (1996)
Nisina
Acido sorbico 1000 mg kg’
1 mg dm” (em
Requeijio Natamicina superficie livre) Brasil (1996)
-1
Nisina 12,5 mg kg
Acido sorbico
Leite Natamicina Uso ndo permitido  Brasil (1996)
Nisina

Fonte: o proprio autor

Embora esses conservantes sejam legalmente utilizados em
alimentos, eles podem ser prejudiciais se a ingestdo pelo ser humano for
maior do que nos LR preconizados. A nisina e a natamicina foram
consideradas seguras para o consumo humano com ingestdo diaria
aceitavel (IDA) de 2,9 mg kg (FDA, 1988) ¢ 0,3 mg kg por peso
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corpdreo, respectivamente (JECFA, 2002). Ja a IDA para tilosina ¢ de
0,03 mg kg de peso corpéreo (JECFA, 2008) e para o 4cido sorbico e
seus derivados, foi estipulado um IDA de 25 mg kg™ por peso corporeo
(JECFA, 2002).

Paseiro-Cerrato et al. (2013) analisaram 26 produtos alimenticios
oriundos da Espanha e Argentina, os quais incluiam diversos tipos de
queijos, e detectaram amostras com niveis de natamicina acima do
permitido e indevidamente adicionadas nas zonas ndo permitidas das
amostras. Em estudo realizado por Fuselli et al., (2010), a irregularidade
do uso da nisina foi observada quando detectados niveis acima do
permitido em queijos. Ja o acido sorbico foi determinado em diferentes
tipos de alimentos processados disponiveis no mercado brasileiro,
apenas produtos lacteos ndo estavam de acordo com a legislacdo quanto
ao LR do antimicrobiano (TFOUNI, TOLEDO, 2002).

Foi realizado um estudo por Gradinaru, Popescu & Solcan, onde
realizaram o monitoramento da tilosina no leite durante trés anos
seguidos. Constatou-se que os valores de tilosina estavam acima do
LMR estabelecido pela Unido Européia em uma fracdo significativa do
estudo, concluindo-se que a contaminagdo do leite por residuos de
tilosina acima dos valores considerados seguros pode constituir um risco
potencial a saide do consumidor (GRADINARU, POPESCU,
SOLCAN, 2011). Em revisdo realizada por Ferreira et al., (2012),
revelou-se que de trinta e trés publicagdes sobre o monitoramento de
residuos de antimicrobianos, 9,1% citavam tilosina, constatando-se uma
pequena margem de estudo diante da sua importancia (FERREIRA et
al., 2012).

Considerando o amplo emprego da tilosina na cadeia produtiva
do leite, aliado a inclusdo recente no escopo analitico dos programas de
residuos de medicamentos veterinarios no Brasil, do Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes em Produtos de Origem Animal
(PNCRC) do MAPA e da ANVISA, o Programa de Analise de Residuos
de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal
(PAMVet), a necessidade de um estudo mais detalhado sobre essa classe
se faz necessario, assim como a conformidade dos produtos derivados
de leite (BRASIL, 2003; BRASIL, 2015).

1.2 Bacteriocinas

As bacteriocinas sdo peptideos de baixa massa molecular (3 a
10 kDa) ou proteinas biologicamente ativas que apresentam agdo
bactericida e/ou bacteriostatica. Possuem ponto isoelétrico elevado,
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apresentam regides hidrofobicas e hidrofilicas em sua estrutura. A
maioria desses peptideos sdo termoestaveis e mantém suas atividades
antimicrobianas a temperaturas normalmente utilizadas nas industrias de
alimentos (JOERGER, KLAENHAMMER, 1990). Segundo Kaiser e
Montvill (1993), para uma substancia ser chamada de bacteriocina, basta
apenas ser de origem proteica e ndo ter agdo inibitoria sobre o proprio
micro-organismo que a produziu.

Segundo Drider et al. (2006), as bacteriocinas sdo divididas por
classes e subclasses de acordo com suas caracteristicas genéticas e
bioquimicas (Tabela 2).

Tabela 2. Classifica¢do das bacteriocinas.

Classificacdo Caracteristica Subcategoria Exemplos
- Tipo A (moléculas Nisina A,
Classe I ou Lantionina ou lineares) Nisina Z
o peptideos contendo . . o
Lantibidticos B-lantionina Tipo B (moléculas Subtilina,
globulares) Mersacidina
Pediocina,
Enterocina
Subclasse Ila-
(bacteriocinas tipo
antilisterial-pediocina)  Plantaricina,
Classe heterogénea Lactacina-F
de pequenos Subclasse IIb
Classe II peptideos (composto de dois Lactococcina
termoestaveis peptideos)
Subclasse Ilc- (outras
bacteriocinas)
Grandes peptideos Helveticina J,
Classe LI termolabeis Millericina B

Fonte: (DRIDER et al., 2006)

As bacteriocinas diferem dos antibidticos em alguns aspectos.
As bacteriocinas sdo definidas como metabolitos primarios sintetizados
via ribossomal, com mecanismos de acdo nas membranas
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citoplasmaticas dos micro-organismos. J& os antibidticos sdo
metabodlitos  secundarios  (extrolites) que apresentam  diversos
mecanismos de agdo sobre os micro-organismos, tais como: inibi¢do da
sintese proteica, inibicdo da sintese de acidos nucléicos, replicacao
cromossOmica, alteragdo de permeabilidade de membrana.

A pediocina é uma bacteriocina pertencente a classe II,
subclasse Ila. Com aplicagdo antilisterial, a pediocina possui grande
potencial como conservante de grau alimentar para produtos de origem
animal (ALBANO et al, 2009; GARSA et al, 2014). Com
caracteristicas importantes e fundamentais de uma bacteriocina, ja esta
sendo muito estudada em processos industriais e surge como uma
promessa futura para atuar como antimicrobiano (GARSA et al., 2014).

1.2.1 Nisina

A nisina ¢ uma bacteriocina classe I (Lantibidtico) produzida
pela bactéria 4cido latica Lactococcus lactis, descoberta inicialmente por
Rogers e Whittier (1928). E um polipeptideo catiénico composto de 34
residuos de aminoacidos, com aminoacidos terminais isoleucina (NH,) e
lisina (COOH). Ocorrem dois tipos naturais de nisina: nisina A (Figura
1) e nisina Z, que diferem em um aminoacido na posicdo 27. A
asparagina na nisina Z ¢ substituida por histidina na nisina A. Isso
ocorre devido uma simples troca de par de bases para o codon
correspondente (MULDERS et al., 1991).
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Figura 1. Molécula da nisina A.
Fonte: http://www.chemicalize.org/structure/#!mol=nisin&source=fp
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Suas atividades biologicas sdo altamentes dependentes do pH,
temperatura e natureza do substrato. A nisina apresenta solubilidade em
agua e estabilidade em meio acido, sendo insoluvel em condic¢des
alcalinas. Possui um ponto isoelétrico muito elevado de 10,12. Este
polipeptideo apresenta estabilidade térmica, podendo ser submetido a
tratamentos térmicos a 120°C por 15 min em condi¢des de pH 2, sem
que ocorra sua desnaturacdo (DELVES-BROUGHTON, 2005).

E utilizado como conservante de grau alimentar para inibir
acdo de bactérias Gram positivas e seus esporos, ndo sendo eficaz contra
micro-organismos Gram negativos, bolores, leveduras e virus contidos
em alimentos (SCHULZ, BONELLI, BATISTA, 2009). Dependendo de
sua concentracdo, pode ser bactericida ou bacteriostatico. Apesar das
diferencas, os mecanismos de agdo envolvem danos na membrana
plasmatica dos micro-organismos alvos, resultando em alteracdo na
permeabilidade e biossintese da parede celular (COTTER, HILL, ROSS,
2005). Esses danos se devem basicamente pela atragdo eletrostatica
entre as cargas positivas do peptideo e cargas negativas da superficie das
membranas das bactérias, carater anfipatico do peptideo e translocagdo
do peptideo através da membrana dos micro-organismos, ocasionando a
morte celular (JENSSEN, HAMILL, HANCOCK, 2006).

Os principais estudos toxicologicos envolvendo bacteriocinas se
referem aos testes realizados para a aprovag@o do uso da nisina como
bioconservador em alimentos (FDA, 1988). Entretanto, posteriormente
alguns estudos de toxicidade sobre esses aditivos utilizando
administrag@o oral em cobaias foram relatados. O uso de bacteriocinas
pode estar relacionado a alteragdes na resposta imune e a efeitos
genotdxicos. A nisina foi capaz de modular a resposta imune de
roedores, aumentando a quantidade de linfocitos T (CD4 e CD8) e
também aumentando a quantidade de macréfagos e mondcitos na
circulagdo periférica (PABLO et al., 1999).

1.3 Anbioticos macrolideos

Os macrolideos sdo antibidticos que apresentam um anel
macrolideo de lactona, ao qual se ligam agticares. Estes antibioticos sdo
classificados de acordo com o numero de atomos do seu anel
macrociclico. Essas substancias constituem a segunda classe de
antimicrobianos mais utilizados em animais produtores de alimentos,
sendo a tilosina e a espiramicina presente em um maior nimero de
formulagdes disponiveis para bovinos e aves. Sdo capazes de atingir
altas concentragdes no interior das células com uma boa distribuicao nos
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tecidos, além de possuirem um tempo de meia-vida longa (burkin,
galvidis, 2012).

Os polienos sdo estruturas planas de anéis macrolideos.
Estruturalmente, os macrolideos poli€nicos sfo caracterizados pelo
macrociclo hidrolisado contendo um agtcar, no caso da natamicina, esse
agucar constitui-se de uma piranose. Mas sua caracteristica distinta é a
presenca de um cromoéforo formado por um sistema conjugado de 3 a 7
duplas ligacdes no anel macrolactona (MENDES et al., 2001).

Em uma reunido conjunta entre as entidades internacionais FAO
(Food and Agriculture Organization), WHO (World Health
Organization) ¢ OIE (World Organization for Animal Health)
reportaram que o uso de macrolideos em quantidades acima do
recomendado, podem criar condigdes favoraveis ao surgimento,
persisténcia e difusdo de micro-organismos antibidtico-resistentes
(FAO, 2015). Ja a Comunidade Europeia proibiu o uso da tilosina como
promotor de crescimento apds reconhecer que o vasto uso dessa
substdncia na alimentagdo animal contribui, a longo prazo, para a
selecdo de micro-organismos resistentes e sua provavel transferéncia
para o homem ou dos seus genes de resisténcia para outros patdégenos
(UE, 1998).

1.3.1 Natamicina

A natamicina, também conhecida como pimaricina, ¢ um
antibidtico antifungico de largo espectro (fungistatico e fugicida) do
grupo macrolideo polieno, produzido por fermentagdo aerdbia de
Streptomyces natalensis e espécies relacionadas (APARICIO et al.,
2000). Foi descoberta inicialmente por Ceder em 1964, e consiste em
um grande anel de lactona de vinte e cinco atomos de carbono e um anel
de agticar piranose, unidos por ligagdo glicosidica na posi¢ao C;s (Figura
2). Em forma de po6, ndo apresenta gosto e odor, sendo estavel a
degradacdo pela luz e temperatura. Possui estabilidade na faixa de pH
4,5- 9,0. A natamicina ¢ insoluvel em agua ¢ em Oleos minerais,
apresentando solubilidade em metanol (CEDER, 1964).
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Natamicina (Cas- 7681-93-8)

M CyHeNOy
MM 665,73 g mol*
Pka 338e0.11
LogP 1.7e33

Figura 2. Molécula da natamicina.
Fonte:http://www.chemicalize.org/structure/#!mol=natamycin&source=fp

A acdo da natamicina se da ao fato de se ligar irreversivelmente
a membrana celular dos fungos, devido a sua elevada afinidade com o
ergosterol, pertubando as fungdes das proteinas dependentes do esterol.
As bactérias sdo insensiveis aos agentes poliénios, j4 que a membrana
celular ndo apresenta ester6is em suas estruturas (TE WELCHER et al.,
2008).

A natamicina ¢ reconhecida como GRAS e com aprovacgdo em
40 paises para combater fungos e bolores em produg¢do de queijos
curados e embutidos carneos fermentados (BRUSTOLIN, 2009;
KALLINTERI, KOSTOULA, SAVVAIDIS, 2013). Entretanto, foram
relatados estudos sobre efeitos genotdxicos da natamicina em roedores
apos a administracdo de doses acima das recomendadas para alimentos
(MARTINEZ et al., 2013).

1.3.2 Tilosina

A tilosina ¢ um antibidtico macrolideo, produzido por
Streptomyces fradiae. Foi descoberta por McGuire e colaboradores em
1959, isolado a partir de culturas de solo originalmente obtidos da
Tailandia (MCGUIRE et al., 1961). Consiste predominantemente de
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tilosina A (fator A) e quantidades variadas de tilosina fator B
(desmicosina), tilosina fator C (macrosina) e tilosina fator D
(relomicina), dependendo da fonte de producdo. A tilosina A degrada-se
gradualmente em tilosina B em condi¢des acidas e, apesar de ser
considerado o residuo marcador, a presenca dos outros tipos de tilosina
pode levar a uma diferenca de 15% na quantificagdo de seus residuos
totais (SISMOTTO, PASCHOAL, REYES, 2013).

A tilosina (Figura 3) é considerada uma base fraca. Em sua
forma cristalina, possui solubilidade em solventes organicos e a
capacidade de formar sais soliveis em agua com estabilidade na
temperatura ambiente e faixa de pH 4-9 (TROLLDENIER,
ARENILLAS, 1980).

(WOH

CH, Tilosina (Cas- 1401-69-0)
O/ff\\n""
FM CsHrNOy;
" MM 91610 g mol?
Pka 72e 1244
HiC
r'J LogP  146e232
CH

Figura 3. Molécula da tilosina
Fonte: http://www.chemicalize.org/structure/#!mol=tylosin&source=fp

Possui agdo contra bactérias Gram-positivas, micoplasmas e
certas bactérias Gram-negativas. Sua acdo ¢ principalmente
bacteriostatica. A tilosina, na forma de tartarato de tilosina ou fosfato de
tilosina ¢ utilizada no controle de doencas e na promocdo do
crescimento de animais produtores de alimento. Ela aumenta na
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eficiéncia alimentar e reduz a incidéncia de abscessos no figado. Ja no
controle de doengas, previne a pneumonia associada ao micoplasma,
tratamento da pneumonia, podriddo dos cascos, difteria, metrite e
mastite aguda em animais adultos e a Pasteurella multocida em
bezerros, podendo ser administrada diretamente na ragdo ou via venal
(FAO/WHO, 2009).

O modo de agdo da tilosina esta no fato de ela inibir a sintese de
proteinas do micro-organismo através da ligacdo a subunidade 50S do
ribossomo. Macrolideos em geral, ndo se ligam a ribossomos de
mamiferos, o que os promovem a um grupo potencialmente seguro para
uso como antimicrobiano (RIVIERE, PAPICH, 2013).

Os primeiros estudos sobre a toxicidade da tilosina em
mamiferos foram realizados por Anderson et al. (1966). Com base nos
dados apresentados, o nivel da substincia sem efeitos adversos foi de
10.000 mg kg'1 e 4000 mg kg'1 de tilosina para ratos e cées,
respectivamente. Este estudo demonstrou a seguranga da tilosina como
aditivo alimentar direto. Entretanto, estudos subjacentes demonstram
que a ingestdo prolongada de alimentos contendo tilosina podem
acarretar efeitos diretos indesejaveis como: manifestacdo alérgica em
individuos  hipersensiveis, efeitos citotoxicos, carcinogénicos,
mutagénicos, nefrotoxicos, toxicidade para a medula 6ssea e desordem
reprodutiva. Alguns efeitos indiretos também foram constatados nos
estudados como, por exemplo, o desenvolvimento de micro-organismos
resistentes a antimicrobianos usados na terapia humana (NISHA, 2008;
FAO, 2015).

1.3 Acido sorbico

O 4cido sorbico foi isolado primeiramente por A.W. Hofmann
(1859) (Figura 4), a partir da destilagdo do 6leo do fruto Sorbus
aucuparia (HOFMANN, 1959). Esse acido ¢ encontrado na forma de
cristais ou po6 branco, de odor caracteristico, possui pouca solubilidade
em agua, mas ¢ bastante solivel em alcoois. Os sorbatos sdo os sais do
acido sérbico, como o sorbato de potassio ¢ de calcio. O sorbato de
potassio tem uma coloragdo branca e apresenta um formato de esferas
obtidas por extrusdo. Possui uma maior a¢do na forma nio dissociada,
portanto sendo mais eficaz em alimentos com pH abaixo de 6,5
(STOPFORTH, SOFOS, BUSTA, 2005).
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CH,

Acido sérhico (Cas-110-44-1)

M CsHO,
p— MM 112.13 g mol*
Pka 501
O LogP 18el5

OH

Figura 4. Molécula de acido sorbico.
Fonte: http://www.chemicalize.org/structure/#!mol=sorbic&source=fp

Os sorbatos podem ser utilizados para prevenir a formagdo de
leveduras e mofos em alimentos processados, tais como produtos
curados derivados do leite, sem intervir na acdo das culturas iniciadoras
(MORAES et al., 2007).

O mecanismo de agdo do acido sorbico sobre as bactérias ainda
ndo estd totalmente elucidado, porém podem causar modificagdes na
morfologia de células microbianas, alteragdes nas fungdes da membrana
celular inibindo fungdes de transporte ¢ da atividade metabodlica
(SOFOS, 1986). Ja estudos relacionados ao mecanismo de defesa em
fungos filamentosos, relatam a redugdo da assimilagdo de carbono, e
substratos de glicose, acetato, succinato, lactato e enzimas vitais, tais
com: malato, isocitrato, a-cetoglutarato, desidrogenase, fumarase e
aspartase, entre outras. A inibi¢do da desidrogenases, interferindo na
assimilacdo oxidativa também foi observada (SOFOS, 1986; LIICK,
1976; MORAES et al., 2007;).

O sorbato de potassio ¢ legalmente utilizado em alimentos, mas
seu controle ¢ requerido para a conformidade de acordo com a
legislacdo pertinente evitando danos para a saide do consumidor
(KUPROVSKYTE, PRANAITYTE, & KUDARAUSKAS, 2002;
MAZDEH et al., 2014). A legislagdo brasileira permite a utilizagdo do
acido sorbico em queijos com um limite méximo de 1000 mg kg™ e 600
mg kg em doce de leite (BRASIL, 1996).
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Investigagdes toxicologicas extensivas foram realizadas com o
acido sorbico e seus sais, incluindo os testes de toxicidade aguda e
cronica, estudos sobre carcinogenicidade (GAUNT, 1975; HENDY et
al, 1976), teratogenicidade e mutagenicidade também foram relatados
(FDA, 1975). Apesar dos sorbatos apresentarem baixa toxicidade nos
estudos, foram reportados casos de intolerancia idiossincratica,
urticarias e pseudo alergias em pessoas sensibilizadas a esse composto
(DEUEL et al., 1954; HANNUKSELA, HAAHTELA, 1987; JUHLIN,
1981; WALKER, 1990).

2 TECNICAS ANALITICAS EMPREGADAS NA
DETERMINACAO DE ANTIMICROBIANOS EM PRODUTOS
DE ORIGEM ANIMAL

Com o intuito de garantir a seguranga alimentar e proteger os
consumidores, o uso de conservantes em alimentos ¢é estritamente
regulado por autoridades nacionais e internacionais (FUSELLI et al.,
2012). O controle na adi¢do de antimicrobianos tais como acido sorbico,
natamicina, nisina e residuos tilosina em produtos de origem animal sdo
requeridos a fim de garantir a conformidade aos parametros
regulamentados.

Devido as exigéncias pelo desenvolvimento de métodos
analiticos para determina¢do de antimicrobianos regulamentados em
alimentos lacteos, ja existe a aprovacao de métodos normalizados pela
ISO (do inglés, International Organization for Standardization). A
determina¢do de natamicina em superficie de queijos curados pela
técnica de (HPLC-UV) (ISO 9233:2008), determina¢do de nisina em
queijos por LC-MS (ISO/TS 27106:2009) e a determinagdo de acido
sorbico em leite e derivados pela técnica HPLC- RP (ISO 9231:2008).

Diversos métodos tém sido desenvolvidos utilizando diferentes
técnicas analiticas para a identificacdo e quantificacdo desses tipos de
conservantes em alimentos de origem animal, como a cromatografia
eletrocinética micelar MEKC (SOLIMAN, DONKOR, 2010), a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de arranjos de
diodo (HPLC-DAD) (PASEIRO-CERRATO et al., 2013;
ESFANDIARI et al., 2013), a cromatografia liquida de fase reversa
(HPLC- RP) com deteccio de UV (GUARINO et al, 2011), a
espectrometria de ressonancia nuclear magnética quantitativa (QHNMR,
do inglés Quantitative proton nuclear magnetic resonance
spectroscopy) (OHTSUKI et al., 2012), entre outras.
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No entanto, métodos mais seletivos e de analise simultanea
desses aditivos, aplicados em matrizes lacteas sdo escassos
(ESFANDIARI et al., 2013). A cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (HPLC-MS, do inglés mass
spectrometry by high-performance liquid chromatography) ¢
considerada uma técnica seletiva e sensivel para a determinagdo de
antimicrobianos em matrizes lacteas (SCHNEIDER, BECKER,
PISCHETSRIEDER, 2010;  SCHNEIDER, WERKMEISTER,
PISCHETSRIEDER, 2011; SCHNEIDER et al., 2011; FUSELLI et al.,
2012; TOLIN et al., 2012; KO, KYUNG YUK et al., 2015; GOREN et
al., 2015). A andlise simultdnea de antimicrobianos frequentemente
utilizados em queijos (&cido sorbico, natamicina e nisina) por meio de
sistema de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em modo tandem (LC-MS/MS) mostrou-se um método rapido, seletivo
e confiavel, com recuperagdes acima de 80%. Entretanto, ressalta-se que
apresentou um efeito de matriz consideravel, sendo um fator importante
a considerar em processos de validagdo analitica (FUSELLI et al., 2012;
GOREN et al., 2015).

A cromatografia em fase liquida de ultra-eficiéncia (UPLC, do
inglés ultra-performance liquid chromatography) consiste em uma
evolugdo tecnoldgica do (HPLC do inglés high-performance liquid
chromatography). Desenvolvida e adequada para as necessidades do
emprego de particulas sub-2-um em altas pressdes, possui uma maior
resolucdo cromatografica e confere uma redugdo do tempo de retencdo
dos analitos. (JERKOVIH, LOBRUTTO, VIVILECCHIA, 2005;
RAINVILLE, PLUMB, 2007; WREN, 2005; WREN,
TCHELITCHEFF, 2006). O acoplamento da cromatografia liquida de
ultra eficiéncia a espectrometria de massas em modo tandem (UPLC-
MS/MS, do inglés mass spectrometry in tandem by high-performance
liquid chromatography), apresenta algumas vantagens em relagdo ao
acoplamento com um HPLC, como: varreduras mais rapidas, maior
sensibilidade em monitoramento multiplo de reagdes (MRM, do inglés
multiple reaction monitoring), melhor adequacédo as fontes de ions por
APCI (do inglés, Atmospheric Pressure Chemical lonization), anélises
mais rapidas e melhor resolucdo, utilizando ciclos mais altos em
resposta aos altos fluxos empregados.

A aplicabilidade da UPLC acoplada a espectrometria de massas
em modo MS/MS (do inglés, mass spectrometry in tandem) foi
constatada quando utilizada para o monitoramento simultaneo de 150
analitos em leite, incluindo os antibidticos macrolideos tilosina ¢
natamicina. Esse método permitiu a triagem para mais de 50 amostras
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por dia, permitindo a determina¢do da maioria dos compostos com
baixos limites de deteccdo, apesar da supressdo de sinal obtido devida a
complexidade da matriz (ORTELLI et al., 2009).

Na Tabela 3 sfo apresentados alguns métodos com suas
respectivas técnicas analiticas empregadas na determinagdo de
antimicrobianos em alimentos.
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Devido a importancia do monitoramento dos antimicrobianos
visando sua conformidade de uso em alimentos, assim como a caréncia
de métodos analiticos com esse fundamento, o desenvolvimento ¢ a
validacdo de métodos analiticos tornam-se necessarios. A técnica LC-
MS/MS ¢é considerada uma técnica seletiva, sensivel para a
determinacdo de antimicrobianos e possui a capacidade de conferir
medidas simultaneas com confiabilidade.

2.1 Espectrometria de massas

A espectrometria de massas consiste em uma técnica versatil e
de carater universal (Unica condigdo para um composto ser analisado por
ms ¢ o mesmo ser ionizavel em uma dada fonte de ionizacdo) (iglesias,
2014). A técnica apresenta boa seletividade e sensibilidade em ensaios
de baixas concentra¢des de compostos organicos e misturas complexas e
também possibilita a obtencdo de informagdes estruturais ¢ da massa
molar dos analitos de interesse (langas, 2009).

Um espectrometro de massas € constituido basicamente por
fonte de ionizagdo, analisador de massa, cdmera de colisdo ¢ um
detector (Figura 5).

Sistema de dados

Alto vacuo 10108 mbar

1
|
— |
Sistema : - -
de | Fontedeions —! |Analisador| — | Detector
|
|

Insercao
- Quadrupolo
HPLC T C;-' P Fotomultiplicader
serinaa Mutiplicador de eletrons
N lontrap Mictochannel Plate

*Fante de fons a pressdo atmosférica

Figura 5. Esquema geral de possibilidades de conformagdo para um
espectrometro de massa.
Fonte: adaptado de IGLESIAS (2014).
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A fonte de ionizagdo € responsavel pela conversdo dos analitos
em fase liquida para ions em fase gasosa, fundamental para qualquer
ensaio por MS. Quando se opera em pressdo atmosférica, trés tipos de
ionizagdo sdo comumente acoplados a um LC, sdo eles: electrospray
(ESI, do inglés electrospray ionization), ionizagdo quimica a pressdo
atmosférica (APCI) e fotoionizagdo a pressdo atmosférica (APPI, do
inglés atmospheric pressure photospray ionization).

A fonte de ionizagdo mais utilizada e estudada para o
acoplamento a LC-MS/MS ¢é a de electrospray (FENN, 1989;
COLE,1997; YANG et al, 2015; HU, XIANQIAO et al., 2015).
Consiste em uma técnica de branda ionizagdo (ions formados com baixa
energia interna) e aplicavel a uma grande faixa de compostos. E ideal
para compostos polares, i06nicos ¢ de alto peso molecular, como
peptideos e proteinas. Basicamente, analitos dissolvidos em solventes
misciveis em agua (acetonitrila e/ou metanol) sdo ionizados quando
atravessam um capilar metalico aplicado de voltagem. Um fluxo de gas
inerte coaxialmente a solucdo ¢ aplicado, diminuindo as gotas
previamente formadas gerando um spray. Esse método de ionizagdo
permite a formagdo de ions positivos ou negativos, de acordo com a
seletividade da molécula no ensaio (COLE,1997; HARRIS, 2005).

Dentre os analisadores de massas existentes, os mais populares
sdo o quadrupolo (Q), o aprisionador de ions (IT, do inglés ion trap) e
os do tipo tempo de vbo (TOF, do inglés time-of-flight) (LANCAS,
2009). Analisadores de massa em sequéncia (MS/MS, do inglés mass
spectrometry in tandem) sdo empregados quando a fragmentagdo de ions
passa a ser desejada, conferindo maior seletividade em métodos
quantitativos e obten¢do de informagdes estruturais dos analitos.

Analisadores do tipo Q sdo considerados robustos e sdo
empregados em andlises qualitativas e quantitativas. Este tipo de
analisador utiliza a condugdo de moléculas ionizadas, em razido de sua
massa/carga (m/z), entre quatro cilindros metalicos (quadrupolo),
conectados a fontes de radiofrequéncia, que fazem com que um
determinado niimero de ions chegue ao detector.

J4 os analisadores em modo MS/MS, por sua vez, empregam
dois ou mais analisadores de massas, em sequéncia, onde o ion
focalizado por aprisionamento (Q0) ¢ selecionado no primeiro
quadrupolo como ion percursor (Ql), analisado e em seguida
fragmentado na camera de colisdo (Q2), para posterior andlise dos
produtos de fragmentag@o no terceiro quadrupolo (Q3). A possibilidade
da seleg@o de apenas um ion a ser analisado, exclui todos os demais ions
gerados no processo de ionizagdo, reduzindo o ruido do sistema e
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aumentando a seletividade da técnica (LANCAS, 2009). Alguns
equipamentos com esse tipo de analisador sdo capazes de fragmentar
MS), isto é, MS/MS/MS quando se necessita de uma maior
especificidade no método ou critérios para elucidacdo de moléculas. A
Figura 6 ilustra a estrutura interna de um espectrometro de massa do
tipo triploquadrupolo ion trap, com seus respectivos analisadores de
massas capaz de fazer MS,,,

Linear Trap (Q,)
,s/.& o=

Curved
Collision

Cell (Q.)
Quadrupole (Q,)

Collisional focusing
and ion trapping (Q,)

Ion quide

Figura 6. Esquema interno de um espectrometro de massa, do tipo
triploquadrupolo fon trap.
Fonte:http://www.chromacademy.com/Mass_Analyzers Traps_and TOFs_The
_Essential_Guide.html

Apo6s passar pelos analisadores de massas, o detector tem a
fungdo de converter feixes de ions em corrente elétrica, passivel de ser
medido. Os detectores devem ser sistemas com resolu¢ao adequada para
processar as informacdes recebidas. Os detectores mais utilizados sdo:
multiplicadores de elétrons, placa de multicanais e fotomultiplicadores.

O acoplamento do espectrometro de massa em tandem com a
LC confere grande vantagem, ao unir um sistema de separacao robusto e
eficiente (separacdo de 90% dos casos encontrados em analises de
alimentos) com um sistema de deteccdo de alta seletividade e
sensibilidade, possibilitando a identificacdo inequivoca dos analitos
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presentes nas amostras ao utilizar os parametros de tempo de retencdo e
espectro de massas (TODESCHINI, 2013).

3 Validacao analitica

As diversas etapas envolvidas em um processo analitico sdo
passiveis de erros que podem distorcer os resultados considerados
convencionalmente verdadeiros. Independentemente da técnica
empregada, a confiabilidade dos resultados gerados deve ser verificada
por procedimentos de validag¢do. De acordo com a NBR ISO/IEC 17025
de 2005, validacdo ¢ a comprovacdo, através do fornecimento de
evidéncia objetiva, de que os requisitos para uma aplicagdo ou uso
especificos pretendidos foram atendidos (NBR ISO/IEC 17025:2005).
Na pratica, a adequacdo ao uso dos métodos analiticos aplicados a
ensaios rotineiros ¢ geralmente avaliada por meio de estudos de
validacdo de métodos.

Entre guias oficiais de validacdo, podemos citar alguns
nacionais como a RDC (Resolugdo da Diretoria Colegiada — RDC N°.
216, de 15 de dezembro de 2006), a RE 899 (Resolugdo —RE N° 899, de
29 de maio de 2003) ambas da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e o denominado Orienta¢des Sobre Validacdo de Métodos
para Ensaios Quimicos (DOQ-CGCRE-008), publicado pelo o6rgao
fiscalizador e a principal referéncia de processos de medicdo no Brasil o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e
Qualidade) (ANVISA, 2003; ANVISA, 2014; INMETRO, 2003). Ainda
se tratando de guias de validacdo nacionais, foi publicado pelo MAPA
(Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento) o Guia Validacao
de e Controle da Qualidade Analitica: Farmacos em Produtos para
Alimentagdo Animal e Medicamentos Veterinarios, com o objetivo de
estabelecer procedimentos e pardmetros aos laboratorios pertencentes a
Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios (BRASIL, 2011).

Dentre os guias de validagdo internacionais, destacam-se os da
(TUPAC, do inglés International Union of Pure and Applied Chemistry),
a segunda versdo da rede organizacional europeia EURACHEM e a
Decisdao 657 da Unido Europeia (THOMPSON, ELLISON, WOOD,
2002; EURACHEM, 2014; EUROPEAN COMMISSION, 2002).

A Decisdo 657 ¢ considerado um guia mais amplo, com grande
aceitacdo internacional. De fato, atualmente, se trata do guia de
validagcdo com maior niumero de publica¢des envolvendo sua aplicagdo
(PIRARD et al, 2007; SAMANIDOU, NISHA, 2008; DE
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BRABANDER et al., 2009; BLASCO, TORRES, PICO, 2007;
MARAZUELA, BOGIALLI, 2009; MACDONALD, MANNION,
RAFTER, 2009; KINSELLA et al, 2009; LUCATELLO et al 2014).
Além do prestigio internacional, o guia possui a caracteristica de
combinar experimentos, diminuindo tempo, carga de trabalho ¢ gastos
envolvidos em processo de validagido (EUROPEAN COMMISSION,
2002). O guia também dispde de abordagens especificas de validacdo de
acordo com a técnica analitica empregada, como por exemplo, validagéo
utilizando a técnica de LC-MS/MS (EUROPEAN COMMISSION,
2002).

De acordo com os critérios da Decisdao 657, a valida¢dao dos
métodos analiticos quantitativos empregando a técnica de LC-MS/MS,
devem seguir os procedimentos convencionais de validagdo em termos
de seletividade/especificidade, robustez/estabilidade,
veracidade/recuperagdo/exatiddo, precisdo e linearidade. Os limites
analiticos, comumente descritos em termos de LOD e LOQ, sio
baseados no limite de decisdo (CC,) e na capacidade de detecgdo (CCp).
Na Tabela 4 definem-se os pardmetros de validagdo de acordo com
Decisao 657 (EUROPEAN COMMISSION, 2002).

Tabela 4. Defini¢cdes dos parametros convencionais de validagdo de acordo
com a Decisdo 657.

Parametro Definicio

Capacidade de um método ser seletivo
ao ponto de distinguir a substancia a
analisar de outras substincias em
potencial a interferir.

Susceptibilidade de um método
analitico as pequenas alteragdes.
Podem se relacionar com as condigOes
experimentais das substincias a
analisar, das condigdes de
armazenamento, das condigdes
ambientais e/ou de preparagdo da
amostra em que o método pode ser
aplicado tal como apresentado ou com
pequenas alteragdes especificas.

Grau de concordancia entre o valor
médio de uma longa série de resultados
de ensaios e um valor de referéncia

Seletividade/Especificidade

Robustez/Estabilidade

Veracidade/Recuperacao/E
xatiddo




aceito como  convencionalmente
verdadeiro.

Grau de concordancia entre resultados
de ensaios independentes obtidos em
condi¢des (pré-estabelecidas)
especificas. O valor da precisdo ¢
geralmente expresso em termos de
imprecisdo e normalmente calcula-se

Precisao sob a forma de um desvio padrio do
resultado do ensaio. Trés formas de
avaliagdo sdo empregadas:
repetitividade, reprodutividade
intralaboratorial e  reprodutividade
interlaboratorial.

Capacidade de o método produzir

Linearidade. resultados diretamente proporcionais a

concentracdo do analito nas amostras,
dentro de um intervalo especificado.
Fonte: Adaptado de EUROPEAN COMMISSION (2002).

3.1 limite de decisio (cc,) e capacidade de detec¢ao (ccp)

O limite de decisdo (cc,) e a capacidade de detecgdo (ccp) sdo
parametros definidos na decisdo 657 que medem o desempenho do
procedimento analitico e auxiliam na interpretag¢do dos resultados. Leva-
se em consideracdo a incerteza de medi¢dao no nivel de concentragdo ao
qual se toma alguma decisdo, o chamado nivel de interesse. Essa
incerteza de medi¢do abrange a variabilidade do sistema, causado por
efeitos randoémicos gerados por analistas e equipamentos em faixas de
concentragdes especificas (european commission, 2002).

Para ensaios fisico-quimicos de substancias ao qual foram
preconizados LR, como, por exemplo, os antimicrobianos acido sérbico,
natamicina, nisina e tilosina em produtos lacteos, deve-se calcular o
limite de decisdo (CC,) e a capacidade de detecgdo (CCyp).

O CC, ¢ o limite a partir do qual se pode concluir que uma
amostra ¢ ndo conforme com uma probabilidade de erro a, que ¢é a
probabilidade da amostra analisada ser conforme, apesar de ter-se obtido
um resultado ndo conforme. J4 o CCy € o teor mais baixo da substancia
que pode ser detectado, identificado e/ou quantificado numa amostra
com uma probabilidade de erro P, que é a probabilidade da amostra
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analisada ser na realidade nao conforme, apesar de ter-se obtido um
resultado conforme (EUROPEAN COMMISSION, 2002).

Os ensaios laboratoriais devem apresentar um limite minimo de
desempenho requerido (LMDR), definido como a concentragdo minima
que determinado método deve estar apto a quantificar, ou um limite
maximo de analito, expresso como limite regulatério (LR), definido
como a concentragdo maxima de analito admissivel em uma
determinada matriz. O LMDR deve ser aplicado para ensaios de
substancias banidas na matriz (ALBANO, RAYA-RODRIGUEZ, 2009).
Além da obtencdo do LMDR e do LMR, o laboratorio deve aplicar o
estudo da estimativa da incerteza de medi¢do utilizando um método
adequado.

4 Incerteza de medicio em processo analitico

A estimativa da incerteza de medicdo em processo analitico ndo
¢ requerida no protocolo de validacdo da Decisdo 657, ja que as decisdes
sdo tomadas levando em consideracdo somente os niveis de interesse.
Entretanto, a confiabilidade dos resultados em qualquer faixa de
quantificacdo de um método também ¢ de fundamental importancia.
Diversos setores da industria, da saude e areas do meio ambiente
utilizam de medidas realizadas em laboratorios para que sejam tomadas
decisdes de produzir, modificar, fiscalizar ou controlar um processo
(ELLISON; ROSSLEIN; WILLIAMS, 2000; CHUI; ZUCCHINI,
LICHTIG, 2001; TRAPLE, 2014; THEODOROU; ZANNIKOS, 2014).
Além da interpretacdo dos resultados e conclusdes que, sem duvida, irdo
subsidiar uma tomada de decisdo, com o estudo da incerteza de
medicdo, os analistas ganham conhecimento detalhado do método e suas
medidas adquirem confiabilidade metrolégica (ELLISON; ROSSLEIN;
WILLIAMS, 2000).

Segundo o Vocabulario Internacional de Metrologia (2008)
define-se a incerteza de medi¢do como um pardmetro associado ao
resultado de uma medi¢do, que caracteriza a dispersao de valores que
poderiam ser razoavelmente atribuidos ao mensurando (BIPM, IEC et
al. 2008). O calculo da incerteza de medicdo modela estatisticamente o
processo de medicdo, considerando todas as variaveis de medigdo e as
suas caracteristicas para determinar o resultado final do modelo,
explicitando a extensdo e a natureza da sua exatiddo (ISO GUIDE
98:1995).
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Um estudo de validagdo produz dados de desempenho global de
um método que pode ser aplicado no calculo da incerteza de medigdo
(ISO GUIDE 98:1995). Desse modo sdo determinados os pardmetros
para interpretagdo de resultados, como o CC, e CCs J4 para a
determinacdo da incerteza de medicdo em processo analitico, além dos
estudos de validagdo ao qual geram variaveis para o calculo, pode-se
considerar outras fontes de incerteza, entre elas: erros de amostragem,
processos analiticos de pesagem, de dilui¢do, impureza de padrdes,
interpolagdo do sinal analitico em curvas de calibragdo, resolucdo de
equipamentos, incertezas de instrumentos de medida, entre outras
(SAVIANO; MADRUGA; LOURENCO, 2015).

4.1 Etapas da estimativa da incerteza de medicio

O célculo da incerteza de medicdo pode ser simples em seu
principio quando dividido em etapas, como: modelagem do
mensurando, identificagdo e avaliagdo das incertezas-padrao,
determinacdo da incerteza-padrdo combinada e expandida e o relato da
incerteza global (iso guide 98:1995).

4.1.1 Modelagem do mensurando

Na maioria dos métodos analiticos desenvolvidos, o analito
(mensurando) nao ¢ medido diretamente, mas ¢ determinado através de
outras grandezas por uma relagdo funcional. Nesse caso, o modelo de
medi¢do pode ser representado por uma expressdo explicita de suas
varidveis ao longo do processo analitico de medicdo (ISO GUIDE
98:1995). A relacdo entre o mensurando (y) e suas variaveis
independentes de medig¢do (x;), pode ser representada através da
equacao:

y= f(xllXZ' ""xn)

As variaveis também conhecidas como incertezas-padrdo de
entrada (x;), também podem representar outros mensurandos e depender
de outras grandezas. Isto pode levar a uma complexa relacdo funcional
(f), que talvez seja dificil ser escrita de modo explicito. Portanto, se os
dados indicam que a fung¢do f ndo modela estatisticamente a medi¢ao no
grau imposto pela exatiddo requerida do resultado de medicdo, devem-
se incluir outras grandezas de entrada adicionais em f para eliminar esta
inadequacdo (ISO GUIDE 98:1995).
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4.1.2 Identificacio e avaliacio das incertezas-padrio de entrada

A identificagdo das fontes de incerteza é necessaria para a
avaliagdo e posterior quantificacdo da incerteza de medicao utilizando
uma modelagem proposta. Pode-se registrar e organizar as fontes de
incertezas que sdo relevantes no estudo utilizando ferramentas da
qualidade. O diagrama de causa e efeito, conhecido como diagrama de
ishikawa, representado na figura 7, consiste de uma estrutura hierarquica
que culmina em um unico resultado analitico especifico (buchmann;
sarkis, 2002). As ramificagdes que levam ao resultado sdo os efeitos
contributivos, que incluem os resultados das medigoes intermediarias e
também outros fatores como os efeitos ambientais, analistas,
equipamentos, a matriz, entre outros. Cada ramificagdo pode ter outros
efeitos que afetam o resultado seja ele variavel ou constante (ellison;
rosslein; williams, 2000).
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Figura 7. Diagrama de causa e efeito com fases do processo de analise.
Fonte: (BUCHMANN & SARKIS, 2002)

A avaliagdo das (x;) podem ser classificadas em dois tipos
dependendo da fonte de geracdo. A incerteza denominada tipo A ¢é
aquela obtida por métodos que empregam uma analise estatistica de uma
série de observagdes repetidas no momento do ensaio. Ela pode ser
expressa por um desvio-padrdo experimental da média, por exemplo. Ja
a incerteza do tipo B é aquela obtida por outros meios que ndo a analise
estatistica de uma série de observagdes repetidas no momento do ensaio.
Nesse caso, a avaliagdo da incerteza tipo B ¢ baseada em outros
conhecimentos, tais com: incertezas herdadas dos instrumentos
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calibrados, condi¢des ambientais, padrdes analiticos, dados historicos de
desempenho do método de medigdo, entre outros (ISO GUIDE
98:1995).

4.1.3 Determinacio da incerteza padriao combinada e expandida

As informagdes obtidas nas etapas para o calculo da incerteza de
medi¢cdo consistem de diferentes contribuicdes quantificadas para a
incerteza total, sejam elas associadas a fontes individuais ou aos efeitos
combinados de diversas formas (ELLISON; ROSSLEIN; WILLIAMS,
2000).

As contribui¢des sdo expressas na forma de incertezas-padrao
(u), para se obter em seguida uma incerteza padronizada combinada (u,)
e com um fator de abrangéncia apropriado para se chegar a incerteza-
padrao expandida (U) (ISO GUIDE 98:1995).

a) Incerteza padrdo (u)

Antes da incerteza padrdo combinada, é conveniente expressar
todas as contribuicdes de incerteza como incertezas padrdo, isto €,
desvios- padrdo. Isso envolve a conversdo de alguma outra medida de
dispersdo. A incerteza padrdo ¢ a margem cujo tamanho pode ser
pensada como “mais ou menos um desvio padrio” (ISO GUIDE
98:1995). Para isso € necessario a classificacdo das fontes de incerteza
avaliando cada fonte individual, como proposto no item 4.1.2, o céalculo
de cada fonte de incerteza individual necessita do conhecimento das
principais distribui¢des de probabilidade (Tabela 5), que através de sua
devida abordagem incluird importincia aos calculos (ISO GUIDE
98:1995).
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b) Incerteza padrao combinada (u.)

A determinago da incerteza padrdo combinada é obtida com a
combinacdo das diferentes incertezas-padrao de saida u(y;), envolvida
no processo de medi¢do global. Sempre tera um nivel de confianga de
68% (ISO GUIDE 98:1995).

Utilizando o modelo de medi¢ao obtido no item 4.1.1, temos:

y =[xz, 00 Xn)

A variagdo do y, em fun¢do de cada uma das varidveis
infinitesimais de cada um dos x;, ¢ dada pela diferencial exata de y:

dy = (;—9{1) dx; + (;_9{2) dx, + -+ (%) dx,

a . . ~ ~
Onde os (a_;j:-) representam as derivadas parciais da funcdo f em relagdo a
1A

cada uma das variaveis de medicdo de entrada x; de que depende.
Portanto ¢ possivel fazer uma analogia entre as diferenciais exatas e os
desvios (incertezas- padrdo u) das variaveis (Ax;), uma vez que ambos
representam variagdes. Assim:

Ay = (:Ti) Axq + (:—i) Axy + -+ (%) Axy,

Como se pretende determinar a incerteza de uma medida
deve-se considerar a situa¢do na qual as incertezas, atuando no mesmo
sentido, propagam-se. Isto s6 é possivel tomando-se o modulo das
derivadas parciais na equacdo anterior. Assim obtemos a equagdo no
seguinte formato:

of
Ay— a—xl

d
Axy + |—f

A
0x, n

af
sz + -+ |a

As derivadas parciais sdo chamadas de coeficientes de
sensibilidade (c;), e descrevem o quanto a saida (y) o mensurando é
influenciado por suas variaveis de medicdo (x;) nas entradas. Contudo
pode-se concluir que a incerteza padrio combinada ¢ dada pelas
equagoes abaixo, ambas baseadas numa aproximagdo da série de Taylor
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de y = f (xy, Xz, ..., Xp), com base no que se pode denominar lei de
propagacdo de incertezas:

won= Y (L)
i=in '

Quando a ndo linearidade de f ¢ significativa, termos de
ordem superior devem ser incluidos na expansao da série de Taylor para
a expressio de u.2(y ), como demonstrado abaixo:

af a3f
dx; (’)x] axi 0x;0x;

UCZ(J’) - 2] uz(xi) uz(xj)

i= 1 nj=1n [
¢) Incerteza padrido expandida (U)

A incerteza padrdo expandida define um intervalo em torno do
resultado de uma medicdo que pode englobar uma grande fracdo da
distribui¢do de valores atribuidos ao mensurando. A incerteza expandida
¢ expressa com um nivel de confianca de aproximadamente 95% ou
99% (ELLISON; ROSSLEIN; WILLIAMS, 2000).

A partir dos graus de liberdade efetivos (Veg) (nimero de termos
de uma soma menos o niimero de restrigdes aos termos da soma), o fator
de abrangéncia (k) ¢ calculado na tabela de t-Student utilizando a
formula de Welch-Satterthwaite. Quando numericamente predominar a
incerteza tipo A, determinar (veg) da incerteza padrdo combinada do
mensurando u, (y):

oo ute) _ w)
eff g (euGa))® oy w()
i=1 V; I1=1 Ul

Onde: y é o mensurando, u. (y) € a incerteza padrdo combinada,
n ¢ o nimero de grandezas de entrada, u(x;) ¢ a incerteza padrio das
grandezas de entrada tipo A e v; € o grau de liberdade de cada grandeza
(x;) que ¢ igual ao numero de repetigdes de uma medi¢do menos 1.

Por fim, a incerteza expandida (U) é calculada multiplicando-se
a incerteza padrdo combinada (u.) pelo fator de abrangéncia (K):
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U=ku.(y)
4.1.4 Relatando a incerteza de medi¢ao

A informagdo necessaria para se relatar um resultado de
medi¢do depende primeiramente da intencdo de seu uso (ELLISON;
ROSSLEIN; WILLIAMS, 2000). Entretanto, incluindo atividades
reguladoras de mercado, desenvolvimento industrial, pesquisa
académica e laboratdrios nacionais de metrologia, todas as informagdes
necessarias para a reavaliacdo da medicdo devem ser apresentadas (ISO
GUIDE 98:1995). Portanto, deve-se constar:

e Descrever claramente os métodos utilizados para o célculo do
resultado da medigdo e a sua incerteza a partir de observagdes
experimentais e dados de entrada;

e Listar todos os componentes da incerteza e documentar
amplamente como foi avaliado;

e Apresentar a andlise dos dados de tal forma que cada uma das
etapas importantes possa ser prontamente seguida e, que os
calculos do resultado relatado possam ser independentes
repetidos caso necessario;

e Fornecer todas as corregdes e constantes utilizadas na analise e
suas fontes;

e No relato dos resultados de analise de rotina, pode ser suficiente
declarar apenas o valor da incerteza expandida e do coeficiente
de abrangéncia (k).
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DESENVOLVIMENTO DE UM METODO SIMULTANEO PARA
A DETERMINACAO DE ACIDO SORBICO, NATAMICINA E
TILOSINA EM DOCE DE LEITE POR CROMATOGRAFIA
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DEVELOPMENT OF A LC-MS/MS METHOD FOR THE
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RESUMO

Um método rapido com extragdo simplificada foi desenvolvido e
validado para a determinag@o simultinea de acido sorbico, natamicina e
tilosina por cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas
em modo tandem em doce de leite, um produto tradicional da América
do Sul. Os limites de detecgdo obtidos foram de 24,41 mg kg para
acido sérbico, 0,10 mg kg™ para natamicina e 2 pg kg™ para tilosina.
Foram analisadas 35 amostras comerciais provenientes do Brasil,
Argentina e Uruguai para verificar a aplicabilidade do método. Embora
a tilosina ndo tenha sido detectada em nenhuma das amostras, foi
observada uma elevada taxa de amostras ndo conformes, com 71% das
amostras acima do maximo permitido para o acido sérbico, com uma
concentragio média de 920,95 mg kg'. Proporcionalmente, a
padronizacdo interna foi mais eficiente do que a padronizagdo externa,
obtendo uma menor incerteza de medig¢do. Este estudo demonstra a
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importancia de controlar o uso dos conservantes em produtos lacteos e
constitui-se uma ferramenta eficiente para a inspe¢do do uso de
natamicina, tilosina e acido sérbico em doce de leite.

Palavras-chave: avaliagdo da conformidade, validacdo de metodologia,
incerteza de medigdo, conservantes, medicamento veterinario, LC-
MS/MS.

ABSTRACT

A simple extraction, rapid method for the simultaneous determination of
sorbic acid, natamycin and tylosin in Dulce de Leche, a traditional South
American product, by tandem mass spectrometry-liquid chromatography
has been developed and fully validated. The limits of detection were set
to 24.41 mg kg™ (sorbic acid), 0.10 mg kg™ (natamycin) and 2 ug kg’
(tylosin). A total amount of 35 commercial samples from Brazil,
Argentina and Uruguay have been assessed. Although tylosin was not
detected in any sample, a high rate of non-compliant samples was found,
with 71% of samples above the maximum allowed for sorbic acid and
an average concentration of 920.95 mg kg'. Proportionally, internal
standardization was more efficient than external standard, achieving a
smaller measurement uncertainty. This study demonstrates the
importance of controlling the use of conservatives in dairy products and
provides an efficient tool for the inspection of natamycin, tylosin and
sorbic acid in Dulce de Leche.

Keywords: conformity assessment, method validation, uncertainty
measurement, conservatives, veterinary drug, LC-MS/MS.

1. Introducao

O doce de leite (DL) ¢ um produto lacteo obtido a partir da
concentragdo do leite fluido adicionado de sacarose e outros
ingredientes (Hough, Buera, Martinez & Resnik, 1991). O DL ¢
amplamente consumido na América do Sul, especialmente na Argentina,
Uruguai, Brasil e Chile (Zalazar e Perotti, 2011). DL também ¢ utilizado
como matéria-prima para fabricacdo de outros produtos de confeitaria e
sorvetes (Demiate, Konkel & Pedroso, 2001).

O uso de aditivos em alimentos, tais como os conservantes
antimicrobianos, € estritamente regulado por autoridades nacionais e
internacionais, dado o potencial risco para a saide e a seguranca dos
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consumidores. No Brasil, existe a regulamentacdo para a utilizagdo de
conservantes como acido sérbico e natamicina em DL nas concentragdes
de 600 mg kg ¢ 5 mg kg, respectivamente, para inibir a acdo de
leveduras e bolores. A natamicina ¢ um agente antifungico produzido
por fermentagdo de Streptomyces natalensis, e pode ser adicionada
somente a superficie do DL, ndo podendo ser detectada no interior do
produto (Brasil, 1996).

Nos anos 60, o antibidtico macrolideo tilosina foi estudado na
aplicacdo direta em alimentos, a fim de evitar a multiplicacdo de
Staphylococcus sp. e Clostridium botulinum (Greenberg & Silliker,
1962; Denny, Sharpe & Bohrer, 1961). Atualmente, a utilizacdo de
tilosina em alimentos ndo ¢ permitida em todo o mundo. Estudos t€m
demonstrado que o consumo regular de alimentos contendo tilosina
pode causar efeitos indesejaveis, tais como manifestagdes alérgicas,
citotoxica, efeitos mutagénicos e carcinogénicos nefrotdxicos, disturbios
reprodutivos ¢ o desenvolvimento de micro-organismos resistentes a
antibioticos utilizados em terapia humana (Nisha, 2008; FAO, 2015).
Agéncias como USDA (United States Department of Agriculture) e
EMA (Agéncia Europeia de Medicamentos) determinam um limite
méximo residual (LMR) de 50 pg L' no leite (USDA, 2015; EMA,
2002). Ja o Codex Alimentarius ¢ 0 MAPA determinam um LMR de
100 pg L' (Codex Alimentarius Commission, 2009; MAPA, 2015).

Varios métodos utilizando variadas técnicas analiticas tém sido
empregados para a identificacdo e quantificacdo de conservantes
antimicrobianos, como: HPLC-DAD (Paseiro-Cerrato, Otero-Pazosa,
Rodriguez-Bernaldo de Quirdsa, Sendéna, Angulob & Paseiro-Losada,
2013; ISO 9231: 2008), HPLC-UV (Guarino, Fuselli, La Mantia &
Longo, 2011; ISO 9233: 2008), MEKC (Soliman & Donkor, 2010),
imunoensaio enzimatico (ELISA) (Burkin & Galvidis, 2012), gHNMR
(Ohtsuki, Sato, Sugimoto, Akiyama e Kawamura, 2012), entre outras.
Entretanto, a técnica LC-MS/MS ¢ considerada seletiva e sensivel,
sendo amplamente utilizada para a determina¢do simultinea dos
conservantes em alimentos (Ortelli, Cognard, Jan & Edder, 2009;
Schneider, Werkmeister &  Pischetsrieder, 2011; Schneider,
Werkmeister, Becker & Pischetsrieder, 2011; Fuselli, Guarino, La
Mantia, Longo, faberi & Marianella, 2012; Ko, Park, Lee & Kim, 2015).

A utilizag¢do de conservantes antimicrobianos em alimentos tem
sido amplamente avaliada, mas pela primeira vez no Brasil foi realizada
e apresentada uma pesquisa que aborde a determinagdo quantitativa de
acido sorbico, natamicina, tilosina em DL. Na Espanha, Paseiro-Cerrato
et al. (2013) analisaram 26 amostras de alimentos, entre eles produtos
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lacteos, detectando natamicina acima do nivel permitido. Na Roménia,
Gradinaru, Popescu e Solcan (2011) investigaram a presenca de residuos
de tilosina no leite durante trés anos consecutivos. Verificou-se que a
tilosina estava acima do MRL estabelecido pela Unido Europeia em uma
fracdo significativa do estudo. Assim, ¢ evidente a necessidade de um
maior controle sobre o uso desses agentes antimicrobianos em
alimentos. A fim de melhorar o controle e monitorar o DL
comercializado na América do Sul, este estudo teve por objetivo
desenvolver e validar um método analitico por LC-MS/MS para a
determinacdo simultanea de acido sorbico, natamicina e tilosina.

2. Material e métodos
2.1. Padrdes, reagentes e amostras brancas

Natamicina (CAS n ° 7681-93-8) obtida de Streptomyces natalensis foi
fornecida pela Danisco (DuPont Nutrition and Health, EUA), acido
sorbico (CAS n © 110-44-1) e tilosina (CAS n © 1401-1469 -0) foram
obtidos da Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Alemanha).
Cloridrato de robenidina (CAS 25875-50-7), utilizado como padrao
interno para a quantificacdo de natamicina e tilosina, foi obtido da
Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen, Alemanha). Todos os
padrdes utilizados foram de grau analitico (> 98% de pureza) e os
solventes de grau cromatografico. O metanol utilizado foi fornecido por
Tedia Co. (Fairfield, EUA) e a acetonitrila pela Merck KgaA
(Darmstadt, Alemanha). Foi utilizado acido férmico fornecido por JT
Baker Chemical Co. (Phillipsburg, EUA). Agua ultrapura foi obtida de
um sistema de purificacdo de agua MegaPurity (Billerica, EUA). As
solugdes-padrdo estoques foram preparadas separadamente em
concentra¢des de 1000 mg L' em metanol. As solucoes de trabalho
foram preparadas por dilui¢do de cada solugdo estoque também em
metanol. As solug¢des foram armazenadas a 4°C. As amostras brancas
utilizadas foram produzidas na Usina de Processamento de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina e armazenadas a -18°C.

2.2. Extracao dos antimicrobianos do DL

Foram pesados 2,0 + 0,1 g de DL diretamente em tubos de
polipropileno para centrifuga e posteriormente adicionados 5 mL da
solugdo de acido férmico 0,1% em agua:metanol (1:9, v/v) a cada tubo.
Os tubos foram entdo submetidos a agitacdo vigorosa, utilizando um
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agitador orbital (Tecnal Equipamentos para Laboratorio, Piracicaba,
Brasil), durante 20 min. Em seguida, foram centrifugados (Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, EUA) a 4.000 rpm durante 10 min a
4°C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo de polipropileno e,
em seguida, foi mantido a -18°C durante uma hora. Os tubos foram
novamente centrifugados a 4.000 rpm durante 10 min a 4 °C.
Finalmente, uma aliquota de 100 pl de extrato foi diluida em fase movel
inicial e transferida para um microtubo de polipropileno de 1,5 ml e
centrifugado utilizando uma ultracentrifuga (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, EUA) a 14.000 rpm durante 20 min. O extrato foi
transferido para um vial e injetado no sistema LC-ESI-MS/MS.

2.3. Analise por LC-MS/MS

A cromatografia liquida foi realizada utilizando um sistema
HPLC Alliance 2795 (Waters Corporation, Milford, EUA), acoplado a
um espectrOmetro de massas triplo quadrupolo Quattro Micro
(Waters/Micromass UK Ltd., Manchester, Reino Unido) com ionizagdo
por electrospray em modo positivo (ESI+) e interface no modo de
monitoramento  multiplo de reagdes (MRM). A  separagdo
cromatografica foi realizada utilizando uma coluna Venusil XPB C5 (50
mm de didmetro x 2,1 mm, 3um) (Bonna-Agela Technologies Inc.,
Wilmington, DE, EUA) e coluna de guarda (4,0 mm DI x 3,0 mm, 5
pm) (Phenomenex Inc., Torrance, CA, EUA) mantidas a 30°C por um
forno de coluna. A fase movel consistiu em solugdo aquosa com 0,1%
de acido formico (fase mével A) e metanol acidificado com 0,1% de
acido formico (fase movel B). O gradiente linear de elui¢do foi realizado
como se segue: 0-2 min 95% de A; 2-4 min 15% de A; 4-7 min 10% de
A; 7-9 min 95% de A com quatro minutos de equilibrio para a coluna.
Foi utilizado um fluxo cromatogréfico de 0,3 mL min™ ¢ um volume de
inje¢do de 10 pL. Nitrogénio de alta pureza foi utilizado como gés de
dessolvatacdo, com fluxo de 600 L h™. Argodnio foi utilizado como gas
de colisdo. As temperaturas de dessolvatagdo e da fonte de ionizacdo
foram de 130°C e 450°C, respectivamente. O controle do sistema ¢ a
aquisicdo dos dados foram realizados utilizando o software MassLynx
versdo 4.1 (Waters Corporation, Milford, EUA).

2.4. Validagdo do método e estimativa da incerteza de medi¢ao

A validagdo do método foi realizada de acordo com os critérios
da Decisdao 2002/657/CE (Comissdo FEuropeia). Foram também
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avaliados o efeito de matriz, limites de detecgdo (LD) e de quantificacao
(LQ), de acordo com 0 MAPA (Brasil, 2011). A estimativa da incerteza
de medicao foi calculada de acordo com o método GUM (ISO GUIDE,
1995).

2.4.1. Curvas de calibragéo, linearidade e efeito de matriz

As curvas de calibracdo foram construidas em seis niveis de
concentragdo (incluindo o zero), usando relagdo funcgdo linear de
concentracdo (eixo x) versus area do pico (eixo y). A linearidade foi
avaliada por meio de trés replicatas por nivel, em trés dias distintos. A
robenidina foi utilizada como padrdo interno para a quantificacdo de
natamicina e tilosina. O critério de aceitagdo foi que o coeficiente de
regressdo médio fosse maior que 0,95. Foi realizada a analise de
variancia ao nivel de 5% de significancia para avaliar se havia diferenga
significativa entre os dias, utilizando-se o software Microsoft Excel
2010.

O efeito de matriz foi avaliado pela construgdo de trés tipos de
curvas de calibragdo. A curva tipo I (curva em solvente) foi preparada
pela dilui¢do da solugdo padrdo em fase movel inicial. A curva tipo II
(curva em matriz) foi preparada fortificando-se uma amostra branca
com as concentra¢des adequadas dos padrdes, submetendo-se depois a
extragdo como amostras convencionais. A curva tipo III (curva em
extrato de matriz branca) foi preparada adicionando-se solugdes-padrao
a extratos de matriz branca. Adicionalmente, foram comparadas as
inclina¢des das curvas lineares de acordo com Hoff et al. (2015).

2.4.2. Seletividade/especificidade

A especificidade foi avaliada analisando-se 20 amostras, com o
objetivo de verificar possiveis interferéncias endogenas da matriz. Os
resultados foram avaliados pela presenga de picos interferentes nas
proximidades dos tempos de reten¢do dos analitos, em comparagdo a
amostra branca fortificada.

2.4.3. Recuperacdo e precisdo

A recuperagdo e a precisio foram avaliadas unindo
experimentos. Amostras brancas (18 aliquotas) foram fortificadas em
0,5, 1,0 e 1,5 vezes o limite regulatorio de cada analito. A avaliagdo foi
realizada pelo coeficiente de variacdo e pela taxa de recuperagdo. A
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precisdao foi avaliada em termos de repetitividade e de precisdo
intermediaria, considerando dois analistas e trés dias de analise. Foi
realizada a andlise de varidncia ao nivel de 5% de significancia para
avaliar se havia diferenca significativa entre os dias e os analistas.

2.4.4. Limites analiticos

O limite de decisdo (CC,) e a capacidade de detecgdo (CCp)
foram calculados a partir da incerteza de medigdo nos niveis de
interesse. CC,, foi calculado a partir da incerteza de medi¢do no nivel
regulatorio. CCy foi calculado a partir da incerteza de medigdo no limite
de deteccdo, usando efeitos randomicos observados nos estudos de
recuperagdo e precisdo do método. Os limites de deteccdo foram
estabelecidos como a concentragdo dos analitos que gerou um sinal trés
vezes maior que a relagdo sinal/ruido. Os limites de quantificagdo foram
determinados pela concentracdo dos analitos que gerou um sinal dez
vezes superior a relagdo sinal/ruido com precisdo aceitavel.

2.4.5. Robustez

A robustez foi avaliada de acordo com o método de Youden
(Youden & Steiner, 1975), através do planejamento fatorial fraciondrio.
Sete fatores que poderiam influenciar na rotina do método foram
ligeiramente variados e avaliados. Esses fatores foram identificados
através de letras e consistiram de: concentracdo do acido na fase movel,
concentra¢do do acido na extragdo, tempo de congelamento do extrato,
propor¢do de fase movel inicial para diluicdo do extrato, tempo de
agitagdo do extrato, temperatura da coluna cromatografica e a
concentracdo de solvente organico para extragao.

2.4.6 Estabilidade do extrato

Os extratos foram realizados em triplicata para cada periodo de
1, 5, 10 e 15 dias de armazenagem sob diferentes condi¢des de
temperatura (25°C, 4°C e -18°C). A andlise de variancia ao nivel de 5%
de significancia foi realizada para determinar diferencas significativas
entre as concentragdes dos extratos de cada periodo com os extratos
preparados no tempo zero.
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2.4.6. Incerteza de medicéo (IM)

A incerteza de medicdo foi calculada utilizando dois modelos
distintos de medi¢do. No primeiro, foi utilizado um padrao interno (PI)
para a quantificacdo de natamicina e tilosina. J4 no segundo, o acido
sorbico foi quantificado utilizando padrdo externo (PE). As fontes de
incertezas identificadas nos modelos foram: processo analitico da
pesagem, diluicdo, interpolagdo do sinal analitico em curvas de
calibragdo e a incerteza associada a precisdo do método (variabilidade).
As incertezas foram calculadas considerando o nivel regulatorio de cada
analito. As equagdes para o calculo da concentragdo de conservantes em
mg kg™, utilizando PI ou PE foram dadas por:

(I%Z—;z)im-b)-cpl-v

+ R&R

C =
conservantes (PI
D am

Onde Ceonservantes (p1): concentragdo do analito na solugdo estoque (mg kg’

; m: massa de amostras (g); Agmalio: area do analito (unidade de area
(u.a)); Ap;: area do PI (unidade de area); Cpi: concentragdo do PI na
solucdo (mg kg'l); V: volume da solu¢do de extragdo (mL); a:
coeficiente angular (unidade de area . mg" kg); b: coeficiente linear
(unidade de area) e R&R: repetitividade e precisdo intermedidria
(adimensional).

LV
Ceonservatives (PE) = 7 + R&R

Onde Ceonservatives (pE): concentragdo do analito na solugdo estoque (mg
kg'); m: massa de amostras (g); V: volume da solucdo de extrag:ao
(mL); L: resultado da interpola¢do na curva de calibragio (mg kg') e
R&R: repetitividade e precisdo intermediaria (adimensional).

2.4.6.1. Incerteza na pesagem (m)

A incerteza padrio referente a pesagem levou em consideragio
o erro da excentricidade e a massa indicada na balanga. Esta incerteza
foi calculada utilizando a incerteza de medigd0 no erro maximo
aceitavel pelo laboratorio, considerando a resolu¢do do instrumento.
Essa incerteza foi calculada de acordo com a equacao:
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u? (m(Ext, M,, Ex, M))
2 2 2

B (6met) (oFx)* + (g—,T\Z) (6M)* + (%) . (0Ex)?
)

Onde u(m): incerteza padrio da pesagem; Ex: erro de excentricidade (g);

M: valor indicado na balanga (g); t: indice indicativo para o processo
- . ~ , am?
analitico de tara da balanga; (o x;)?: incerteza padrio de saida e a—m :

Xi

coeficiente de sensibilidade.
2.4.6.2. Incerteza no processo de dilui¢ao (V)

A incerteza padrdo referente aos processos de dilui¢des foram
calculados utilizando as incertezas, erros ¢ dados de desempenho dos
instrumentos volumétricos. Esta fonte de incerteza foi calculada
utilizando a equagdo:

aD
an inal

aD \* 2 2 2
u? (V( Vpip: Vfinal)) = (m) '(O-Vpip) + ( ) ' (UVfinal)

Onde u(V): incerteza padrio do volume; V,;, incerteza no valor
pipetado (mL); V. incerteza no volume final (mL); (o x;)?: incerteza

~ , av 2 . e
padrdo de saida e Pyl coeficiente de sensibilidade.
i

2.4.6.3. Incerteza relacionada a curva de calibracdo (L, ae b)
A incerteza padrao relacionada a concentragdo da amostra como

resultado da interpolag@o na curva de calibragdo (L), utilizando PE e o
método dos minimos quadrados foi calculada por:

u(L):SbTy*\]{%_l_l_l_ (C—f)z

n YN (- %)?

Onde u(L): incerteza padrdo referente ao residuo da curva de
calibrago; Sy: desvio padrio residual (mg kg™"); b: coeficiente angular
(unidade de 4rea. mg'kg); n: niimero de medidas em X;; C: concentragdo
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determinada do conservante (mg kg'); N: numero de medidas
determinadas de C; x: valor dos padrdes de calibragdo e i: indice para o
numero de medigdes para se obter a curva de calibragao.

A incerteza padrdo dos coeficientes angular (b) e linear (a)
utilizados no modelo PI foram calculados de acordo com as equagdes:

@ o? Y x}
u(a) =
N Xxf — (Zx)?
®) No?
u =
N ¥xf - (Xx)?
)2
Onde o formato da equagdo é AY; = Y;—a—bx; 0 = va(_yzl) e N:o

numero de medidas determinadas.
2.4.6.4. Incerteza associada a concentracdo (Cpy) € as areas (A;)

A incerteza padrao referente a area do analito (A;) foi calculada
de acordo com o item 2.4.6.3. J4 a incerteza padrdo da concentracdo do
PI (Cpy), foi calculada através de uma modelagem composta pelo valor
da pureza do padrio, da pesagem e do volume final da solugdo de
estoque utilizada, de acordo com a equagao:

om

ACh\> aCe \ 2
aPI) -(UP)2+< P ) -(UVfinal)

2
.(om)? + (
) ( ) 14 aninal

u? (CPI(m: D, Vfinal)) = (

Onde u(Cjs): incerteza padrio referente a concentragio do PI (mg kg™);
p: incerteza referente a pureza do PI (%); m: incerteza da massa (g);
Viinal: incerteza do volume final (mL); (o x;)?: incerteza padio de saida

ac;s?

Pl coeficiente de sensibilidade.
i

€

2.4.6.5. Incerteza associada a variabilidade (R&R)

Esta fonte de incerteza foi calculada utilizando o desvio padrido
relacionado com medidas repetidas do padrio controle em condigdes de
repetitividade e de precisdo intermediaria.

2 2

2(R&R) = (E)R&R) Rep)? +( OR&R ) R .
u =\ FRep .(dRep) 3Repro .(dRepro)
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Onde u(R&R): incerteza padrido combinada da repetitividade e precisdo
intermediaria do método (adimensional); (oRep)?: desvio padrio da
repetitividade; (cRepro)?: desvio padrio da precisdo intermediaria e
OR&R?

- coeficiente de sensibilidade.
i

2.4.6.5. Incerteza padrdo combinada e expandida

A determinagdo da incerteza padrio combinada foi obtida
combinando as incertezas padrdes de saida do modelo de medigdo
global correlacionadas. O célculo foi realizado de acordo com a lei de
propagacao das incertezas utilizando a equagao:

wor= Y (LY wewz Y Y (j—f;)z(S—Q)zuZ(xi)uZ(x,-)r(xixj)

i=1n i=1,n-1 j=i+1,n=1

. . af .
Onde u,: incerteza combinada; y: mensurando; %,%: coeficientes de
i J

sensibilidade; uz(xi)euz(xj): incertezas padroes de saida de cada
variavel do modelo de medi¢ao global e r: coeficiente de correlagéo
estimado.

Por fim, incerteza padrao expandida (U) foi calculada através da
multiplica¢do da incerteza padrdo combinada pelo fator de abrangéncia

(k):
U=ku.(y)

Onde U: incerteza padrio expandida; u.(y): incerteza padrao
combinada e k: fator de abrangéncia.

2.5. Aplicabilidade do método

A aplicabilidade do método foi avaliada através da analise de 35
amostras reais de DL, contendo 29 marcas comerciais de
estabelecimentos inspecionados da Argentina (n = 3), Uruguai (n =2) e
Brasil (n = 30). Para a determinag@o de natamicina, as aliquotas foram
retiradas da superficie e do interior, apés homogeneizagdo. Para a
determinagdo da tilosina e do acido sorbico, foram retiradas aliquotas a
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partir de todo o contetido homogeneizado. As analises foram realizadas
em duplicata.

3. Resultados e discussao
3.1. Extracdo dos conservantes do DL

DL ¢é uma matriz complexa com altas concentragdes de
carboidratos, proteinas e gorduras. Assim, foi necessaria a utilizagdo de
um solvente organico em elevada concentragdo para reduzir a extragido
de interferentes endogenos. A utilizagdo de metanol com 0,1% acido
férmico diminuiu a extracdo dos interferentes e proporcionou uma
melhor recuperagdo dos analitos. O processo de extragdo combinado
com o passo de congelamento levou a precipitagdo satisfatoria das
proteinas e, por conseguinte, os extratos ficaram mais claros e de
aparéncia limpida. Procedimentos adicionais para extra¢do da gordura
utilizando solventes apolares ndo foram necessarios.

Quando se utiliza um sistema LC-MS/MS, a valvula desviadora
pode ser utilizada como um dispositivo para eliminar a interferéncia de
hidratos de carbono, dirigindo o fluxo para a descarga antes da eluigéo
dos analitos. Neste trabalho, a valvula foi mantida aberta durante os
cinco minutos iniciais de cada corrida, evitando a contaminagdo da fonte
de ESI e aumentando a eficiéncia de separacdo dos analitos, como
também observado por Bretanha, Piovezan, Sako, Pizzolati e Micke
(2014).

3.2. Otimizaco da analise por LC-MS/MS

Diferentes métodos utilizando LC-MS/MS para a analise de
acido sorbico tém sido relatados. Acetato de amoénio combinado com
acido acético e acido trifluoroacético (TFA), t€m sido utilizados como
aditivos para a fase movel (Fuselli et ai, 2012;. Goren et ai, 2015.). Para
analise de natamicina e tilosina, o uso de TFA, acido formico, acido
acético ¢ acetato de amonio tém sido relatados (Ortelli et al., 2009;.
Fuselli et al., 2012;. Bourdat-Deschamps, Leang, Bernet, Daudin &
Nélieu de 2014 ; Chitescu, Oosterink, de Jong & Stolker, 2012). Neste
trabalho, utilizou-se acido formico como aditivo para a analise de 4cido
sorbico, tilosina e natamicina. Esta ¢ a primeira vez que um estudo
utiliza um método para identificar e quantificar esses trés compostos
simultaneamente em DL. Vdrios testes foram realizados utilizando
solventes organicos e aditivos para se obter melhores condig¢des
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cromatograficas. A utilizagdo de 4cido féormico a 0,1% em metanol
proporcionou a melhor condig@o.

A otimizacdo do MS/MS foi realizada para se obter a maxima
sensibilidade possivel. De acordo com Decisdo 2002/657/CE, para
satisfazer os critérios de confirmacdo e quantificagdo de substincias tais
como natamicina, acido soérbico e tilosina por LC-MS/MS, ions
precursores ¢ seus fragmentos sdo necessarios. Com este objetivo, foi
realizada a infusdo de compostos na concentragio de (200 mg L) em
metanol: solugdo de acido férmico a 0,1% 1: 1 (v/v) para a procura de
jons moleculares protonados [MH]~ como precursores. Foram
monitorados dois fragmentos: o mais intenso foi utilizado para a
quantificacdo e a outro para a confirmacdo da substancia. Foi realizada a
otimizac¢do dos parametros monitorados para cada transi¢do utilizando o
ESI-MS/MS (Tabela 1).



“B[NOQP[OWU BP OBILZIUOI 3P OpeIsy ,

ST 0T 0°SS1 (1D 0veEe 09 (I1d) eurprueqoy

0S w 1‘s1 (D ¥916 BUISO[L],
68°s

0S (114 YLl (D ¥916 BUISO[L],

SI 0T 0°S8Y . (1) 7999 BUIOTWR)EN
209

Sl 0T €°€0S . (1) T999 euroTweleN

€T 0T 6°99 LD TENT 001qI0S OpIOY
06°S

€T 01 056 LD TENT 001qI0S OpIOY

(A) (A)
U0 0p 0esI[0d (zjw) (z/w) Gy
wASBI0A Jp vIdUY SOJUdWIG R ] J0sanda3d uog 08Iud331 9p odwd I, so)ieuy

90

‘SIN/SIN-D'T 10d 9319] 9p 900p WIS SIJUBAIOSUOD p opdeuruidjop eied oanisod opow
wo ([SH) Aeidsonoa[d op 9juoj opuezinn (JAYIN) soodear op ojdnnw ojuswerojyuow o sode sonowered SOp SAIO[BA ] BAQR],



91
3.3. Validacdo do método

Independentemente da técnica analitica empregada, a
confiabilidade dos resultados gerados devem ser verificados por meio de
procedimentos de validagdo (NBR ISO/IEC 17025:2005). Neste
trabalho, foi desenvolvido um método para a analise de conservantes em
DL e realizada uma valida¢do completa, em que todos os pardmetros
foram de acordo com os critérios estabelecidos pela Decisao
2002/657/CE.

3.3.1. Linearidade e efeito de matriz

O método foi linear nas faixas de concentragdes de 0 a 200 mg
kg™ (tilosina), 0 a 10 mg kg™ (natamicina) e de 0 a 1200 mg kg™ (acido
sorbico). As curvas ndo mostraram nenhuma diferenca significativa na
inclinacdo e no intercepto entre os dias estudados (p > 0,05) e os valores
dos coeficientes de regressdo foram satisfatorios (R* > 0,95). O estudo
das diferentes curvas de calibragdo mostrou interferéncias na resposta do
analito quando a matriz estava presente. Curva tipo I (solvente), quando
comparado com a do tipo III (fortificada antes da extrac¢do), provou ter
uma inclinacdo diferente (Figura 1). O efeito de matriz foi confirmado
porque a curva do tipo II (fortificada apds extragdo) também apresentou
diferenga na inclina¢do quando comparada com a curva I, de acordo
com o célculo apresentado por Hoff et al. (2015), que encontraram
valores de ME inferiores a 0,9. Assim, foram adotadas curvas de
calibracdo ajustadas em fun¢do da matriz.
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Figura 1. Representacgdo grafica dos trés tipos de curvas de calibragdo utilizadas
para a avaliago do efeito de matriz do doce de leite por analise de LC- MS/MS.
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3.3.2. Seletividade/especificidade

Nao foi observada interferéncia nos tempos de retencdo dos
analitos e o padrdo interno, o que mostra que o método ndo foi afetado
pelos compostos enddgenos da matriz.

3.3.3. Recuperacao, preciséo e limites analiticos

Os resultados de exatiddo e de recuperagdo foram satisfatorios
com CV < 16% e recuperacgdes na faixa de -20% a +10%. Os resultados
sdo apresentados na Tabela 2. Nao houve diferenca significativa entre os
resultados dos analistas quando variados os dias dos ensaios (p > 0,05).

O CC, ¢é o limite a partir do qual se pode concluir que uma
amostra é ndo conforme com uma probabilidade de erro a € 0 CCp € 0
mais baixo teor da substancia que pode ser quantificado em uma
amostra com uma probabilidade de erro f (Comissdo Europeia, 2002).
Neste trabalho, o CC; foi estabelecido apenas para o composto tilosina,
porque se trata do Unico residuo de medicamento veterinario estudado.
O CC, foi estabelecido para todos os compostos, ja que todos possuiam
limites regulatérios. Baixos limites de deteccdo e quantificagdo foram
obtidos, mostrando que o método desenvolvido tem boa sensibilidade ao
proposito.
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3.3.4. Robustez

De acordo com os critérios do teste de Youden, o método
cromatografico provou ser robusto quando submetido a pequenas
variagdes. O maior efeito foi observado para natamicina (0,6) e tilosina
(0,3), quando o tempo de congelamento foi alterado no preparo da
amostra. Pode-se concluir que deficiéncias no clean-up da amostra
levaram a supressdo de sinal, porém em uma intensidade que ndo foi
suficiente para afetar a robustez do método.

3.3.5 Estabilidade do extrato

O estudo de estabilidade demonstrou que, até o quinto dia,
todos os extratos foram estaveis a qualquer temperatura, como mostrado
na Figura 2. Nos extratos que continham natamicina e 4cido sérbico,
mantidos a temperatura ambiente até o décimo dia, uma diminui¢do
significativa da concentra¢do foi observada, em compara¢do com o
extrato feito no dia (p > 0,05). Por outro lado, a tilosina manteve-se
estavel. Todos os extratos preparados no 15° dia e submetidos a
temperatura ambiente mostraram um decréscimo significativo na
concentracdo (p < 0,05).
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Figura 2. Representacdo grafica do ensaio de estabilidade dos extratos para a
determinagdo de conservantes em doce de leite por LC-MS/MS

3.4. Analise das amostras reais

Apesar de ser um produto tradicional da América Latina, a
analise de conservantes em DL ainda carece de pesquisas que
demonstrem sua conformidade. Neste trabalho, a aplicabilidade do
método foi testada em varias amostras comerciais DL (Tabela 3).
Observa-se uma elevada taxa de ndo conformidades, com 71% das
amostras acima do maximo permitido para acido soérbico, com uma
concentragio média de 920.95 mg kg™ Varios estudos tém voltado sua
atencdo para o controle de acido sérbico em alimentos. Tfouni e Toledo
(2002) analisaram varios alimentos do Brasil, e também reportaram nao
conformidades de acido sorbico em alguns produtos lacteos.
Recentemente, Gaze et al. (2015) avaliaram varios compostos em
amostras de DL brasileiro, incluindo a detec¢do de acido sorbico.
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Apesar de um pequeno numero de amostras examinadas, foram
relatadas rotulagens ndo conformes para esse conservante. No entanto,
trabalhos recentes ndo tém se concentrado no uso de 4cido sérbico em
DL, sob um ponto de vista quantitativo. O acido sorbico é considerado
seguro para o consumo humano, com uma ingestdo diaria aceitavel
(IDA) de 25 mg por kg por peso corporal (JECFA, 2002a). Nossos
resultados mostram altas concentracdes de acido sorbico, o que
demonstra a necessidade de um controle mais rigoroso da utilizagdo
desse aditivo no processamento de DL. Apesar da baixa toxicidade do
acido sorbico, casos de intolerancia idiossincratica, bem como urticaria
e alergias, foram relatados (Deuel, Calbert, Anisfeld & Blunden, 1954;
Hannuksela & Haahtela, 1987; Juhlin, 1981; Walker, 1990).

A andlise de natamicina tem sido amplamente pesquisada em
produtos lacteos (Fuselli et al., 2012; Guarino et al., 2011; Ortelli et al.,
2009; Paseiro-Cerrato et al., 2013). No entanto, ndo foram encontradas
pesquisas sobre natamicina em DL. Nesta pesquisa, somente duas
amostras tiveram resultados quantificaveis na superficie do produto, mas
ambas estavam com valores acima do méaximo permitido. Além disso,
uma vez que a natamicina foi encontrada internamente no DL, parece ter
sido indevidamente adicionada a matriz. Essa ndo conformidade parece
ser um problema isolado, porque as amostras eram do mesmo
estabelecimento produtor, embora tenha havido um intervalo de trés
meses entre as datas de fabricagdo. A natamicina é considerada segura
para consumo humano, com uma IDA de 0,3 mg kg-1 (JECFA, 2002b).
Estudos sobre toxicidade, utilizando a administrag@o oral de natamicina
em animais, alertaram para o cuidado ao se utilizar indevidamente este
composto. A utilizagdo de natamicina pode estar relacionada com
alteragdes na resposta imune e efeitos genotdxicos em roedores
(Martinez et al., 2013).

Tilosina ndo foi detectada em nenhuma das amostras. Como o
DL ¢ obtido pela concentragdo de leite fluido, esse pode ser um fator
propicio ao aumentar da concentragdo desse residuo, se estiver presente
na matéria-prima. Entende-se que deva existir um controle adequado da
utilizacdo dessa substancia no tratamento de animais produtores de leite.
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Tabela 3. Quantificacdo dos conservantes em amostras comerciais de doce de
leite por LC-MS/MS.

Conteudo de conservantes (mg kg™ + IM?)

Doce de — —
leite Acido sorbico Natam1c1p a Na'ltam%cma Tilosina
(superficie) (interior)
N.1 730.53 £107.02 <LQ <LQ <LQ
N.2 1187.04 £ 124.82 <LQ <LQ <LQ
N3 828.49 £ 108.50 <LQ <LQ <LQ
N.4 758.64 £ 107.10 <LQ <LQ <LQ
N.5 1610.58 £+ 149.59 <LQ <LQ <LQ
N.6 998.93 £109.20 <LQ <LQ <LQ
N.7 2105.36 = 178.60 <LQ <LQ <LQ
N.8 <LQ <LQ <LQ <LQ
N.9 471.63 £100.70 <LQ <LQ <LQ
N.10 1016.59 + 124.67 <LQ <LQ <LQ
N.11 1013.66 + 124.65 <LQ <LQ <LQ
N.12 998.81 +109.20 <LQ <LQ <LQ
N.13 936.19 £ 109.90 <LQ <LQ <LQ
N.14 <LQ <LQ <LQ <LQ
N.15 809.54 + 108.32 <LQ <LQ <LQ
N.16 660.23 + 107.22 <LQ <LQ <LQ
N.17 640.38 £107.19 13.91£0.72 10.86 £ 0.69 <LQ
N.18 621.54 + 107.09 <LQ <LQ <LQ
N.19 1280.06 £ 149.59 <LQ <LQ <LQ
N.20 1028.42 +149.20 <LQ <LQ <LQ
N.21 719.27 £106.87 <LQ <LQ <LQ
N.22 713.80 £106.90 <LQ <LQ <LQ
N.23 192.24 £100.96 <LQ <LQ <LQ
N.24 849.60 + 108.60 <1LQ <LQ <LQ
N.25 1627.0 £ 149.60 <LQ <LQ <LQ
N.26 1746.02 + 149.72 <LQ <LQ <LQ
N.27 227.11 £100.96 <LQ <LQ <LQ
N.28 897.93 £108.91 <LQ <LQ <LQ
N29  1017.74 + 124.67 <LQ <LQ <LQ

N.30 586.28 £ 107. 06 12.17 + 0.70 9.20+0.56 <LQ
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N.31 762.10 £ 107.13 <LQ <LQ <LQ
N.32 451.01 £ 100.68 <LQ <LQ <LQ
N.33 856.43 £ 108.61 <LQ <LQ <LQ
N.34 762.00 =£107.13 <LQ <LQ <LQ
N.35 816.02 £108.48 <LQ <LQ <LQ

“Incerteza de medigdo (IM) calculada com base em um grau de liberdade
efetivo que corresponde a uma probabilidade de fator de abrangéncia de
aproximadamente 95,45%. LQ: limite de quantificacao.

3.5. Incerteza de medicéo (IM)

Com o estudo da incerteza de medigdo os analistas ganham
conhecimento detalhado do método e suas medidas adquirem
confiabilidade metrologica (Ellison, Rosslein ¢ Williams, 2000). Neste
estudo, o método apresentado no ISO GUIDE (1995) foi adaptado com
sucesso para calcular a incerteza de medicdo de um método
cromatografico. Como pode ser visto na Tabela 4, a maior contribuicao
de incerteza foi referente & precisdo (variabilidade). Ndo ocorreram
resultados quantificdveis para tilosina, assim a incerteza foi avaliada
somente para natamicina e acido sorbico. Foram obtidos valores de
incerteza de 11% e 17% em comparagdo com valores de CC, de 10% e
14% para a natamicina e acido sorbico, respectivamente. Os valores da
IM foram maiores do que os valores de CC, porque além da
contribuicdo de efeitos aleatorios, incertezas "tipo B" como certificados
de calibragdo, erros e resolugcdes herdados de equipamentos sdo
consideradas (ISO GUIDE, 1995). Proporcionalmente, o resultado da
IM usando o modelo com PI foi menor do que com PE. Neste trabalho,
a padronizagdo interna corrigiu de forma mais eficaz a principal fonte de
incerteza que foi a variabilidade, determinada a partir de dados de
recuperagdo e precisdo. Na cromatografia liquida, a técnica de
padronizacdo interna ¢ mais eficaz do que a de padrdo externo, porque
corrige perdas da substincia a analisar em procedimentos de extragdo
(Zenkevich & Makarov, 2007; Pigini, Cialdella, Faranda & Tranfo,
2006; Ding, Peng, Ma & Zhang, 2015.
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4. Conclusao

O método desenvolvido neste trabalho tem simplificada
extragdo e um curto tempo de analise cromatografica (cerca de dez
minutos) para a determinagdo simultdnea de natamicina, acido sorbico e
tilosina em DL. Todos os parametros de validagdo ficaram de acordo
com os critérios da Decisdo 2002/657/CE. O método foi utilizado para
analisar varias amostras comerciais, o que demonstra a sua
aplicabilidade. A ocorréncia de ndo conformidades em 71% das
amostras demonstra a importancia de se controlar o uso de conservantes
em produtos lacteos. Assim, o método proposto pode ser uma
ferramenta eficiente para a inspecdo de natamicina, tilosina e &cido
sorbico em DL.
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ABSTRACT

In this work, a simplified extraction and short time of analysis method
for the simultaneous determination of natamycin, nisin and sorbic acid
in cheese and cream by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry was developed. Full wvalidation was performed in
accordance to the 2002/657/EC criteria and method applicability was
checked in several samples, aiming to inspect their compliance with
regulatory limits. The method was linear in the concentration ranges of
0 to 10 mg kg™ (natamycin), 0 to 25 mg kg™ (nisin) and 0 to 20 mg kg™’
(sorbic acid). Samples of the three most consumed types of cheese
(fresh, pasta filata and ripened) in Brazil and cream were assessed. A
surprising rate of non-compliance was observed, especially among hard
grated cheeses, since 80% of samples were above the maximum limit
for sorbic acid with an average concentration of 2766.3 + 10.8 mg kg'l.
Moreover, a major non-compliance for cream samples was observed.

Keywords: conformity assessment, method validation, dairy products,
measurement uncertainty, food preservatives, LC-MS/MS.
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1. Introduction

The deterioration of food due to a wide range of
microbiological contamination is a worldwide economic and foodborne
problem. The action of bacteria, yeasts and moulds can generate huge
losses in the entire food chain. In addition, pathogenic bacteria such as
Listeria monocytogenes can contaminate food, constituting serious risk
to the consumers health. *® The addition of antimicrobial preservatives
may enable the extension of shelf-life and safety of processed foods, by
reducing or even preventing the growth of spoilage and pathogenic
microorganisms.

Among the antimicrobial agents used to inhibit microorganisms
in dairy products are bacteriocins, polyene macrolides and organic acids.
239 Nisin (E234) is a heat-stable bacteriocin of the lantibiotics class,
produced by certain strains of Lactococcus lactis and is used in dairy
products to inhibit Gram-positive spoilage and pathogenic bacteria and
their spores.’ Natamycin (E235) is a polyene macrolide antifungal agent
produced by aerobic fermentation of Streptomyces natalensis and
related species.' Its use prevents fungal outgrowth on cheese rind.
Sorbic acid or its potassium and calcium salts (E200; E202; E203) are
used to prevent yeast and mould contamination in processed foods, such
as fermented dairy products, without interfering in the action of bacterial
starter cultures.”

The use of additives such as antimicrobial preservatives in food
is strictly regulated by food authorities, given the potential risk to the
health and safety of consumers. In Brazil, the use of nisin and natamycin
in cheese should comply the regulatory limit (RL) of 12.5 mg kg™ and 5
mg kg, respectively. However, natamycin use is allowed only on
cheese rind (must not exceed 2 mm depth). Sorbic acid has a RL of 1000
mg kg'.* On the other hand, preservatives are not allowed for the
processing of any type of cream.

Different techniques have been employed for the identification
and quantification of preservatives in foods, such as high-performance
liquid chromatography-diode array detector (HPLC-DAD),” HPLC-
reverse phase (RP-HPLC),">""  HPLC-ultraviolet-visible ~detector
(HPLC-UV),18 micellar electrokinetic chromatography (MEKC),35
quantitative proton nuclear magnetic resonance spectroscopy (QHNMR)
(Ohtsuki et al., 2012), among others. However, liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) is considered one of the most
selective and sensitive techniques for the determination of preservatives
in fOOd.12’20’26’34
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In this work, we evaluated different dairy products. Three of
them were the most consumed types of cheese (fresh, pasta filata and
ripened) in Brazil and the last one was cream. Motivated by the
importance and lack of analytical data related to the quantification of
antimicrobial preservatives in dairy products in Brazil, we developed a
control method for the simultaneous determination of natamycin, nisin
and sorbic acid in cheeses and cream commercialized in Brazil by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). The method
applicability was checked in several samples, aiming to inspect their
compliance with regulatory limits.

2. Materials and methods
2.1. Standards and reagents

Natamycin (CAS n°® 7681-93-8) from Streptomyces natalensis
and nisin (CAS n°1414-45-5) from Lactococcus lactis were obtained
from Danisco (DuPont Nutrition and Health, MA, USA). Sorbic acid
(CAS n° 110-44-1) was obtained from Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen, Germany). Both standards were of analytical grade purity
(98%), except nisin (2.5%). All solvents were chromatographic grade.
Methanol was supplied by Tedia Co. (Fairfield, OH, USA) and
acetonitrile was supplied by Merck KGaA (Darmstadt, Germany).
Analytical grade formic acid and acetic acid were obtained from J.T.
Baker Chemical Co. (Phillipsburg, NJ, USA). Ultra-pure water was
obtained from a MegaPurity water purification system (Billerica, MA,
USA). Stock solutions for natamycin and sorbic acid were separately
prepared for both standards at 1000 mg L™ in methanol. Stock solution
for nisin was prepared at 1000 mg L™ in acetonitrile and aqueous 0.1%
formic acid. Working solutions were prepared by diluting all the stock
solutions with methanol. Both stock and working solutions were stored
at 4°C.

2.2 Samples and blank samples

In this work, we prepared blank samples for each type of cheese
(fresh, pasta filata and ripened). The samples were produced in the Food
Processing Plant of the Federal University of Santa Catarina and then
freeze-dried at a lyophilizer (Liobras Comércio e Servico de
Liofilizadores, SP, Brazil) and kept at -18°C until analysis.
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Different Brazilian commercial types of cheese were evaluated
in this work: fresh (Minas Frescal, n = 54); pasta filata (Mucarela and
Provolone, n = 18); ripened (Parmesdo, Grana, Gouda and Prato, n =
20). Pasteurized and Ultra High Temperature (UHT) cream (20-30% fat,
n=12) samples were also assessed. The samples were produced by
different state or federal inspected dairy companies from seven different
Brazilian states.

2.3 Preparation of processed samples

The samples were processed using a grater and a food processor
(Oster, Chicago, USA). For the natamycin assay, samples were divided
into two portions, the first containing only the rind and the second with
the internal portion of the homogenized sample. For the analysis of
sorbic acid and nisin, the whole homogenized sample was used. The
samples were stored in polypropylene tube at 4°C until analysis.

2.4 Method of extraction

For the extraction of preservatives, the sample was weighed
(2.0 £ 0.1 g) into a 50 mL polypropylene tube. After the addition of 10
mL acetic acid 0.1% in water:methanol (1:9, v/v), the suspension was
homogenized with a T18 basic Ultra Turrax (IKA, Staufen, Germany).
The suspension was mildly shaken on an orbital shaker (Tecnal
Equipamentos para Laboratério, SP, Brazil) for 20 min and then
centrifuged (Thermo Fischer Scientific Inc., MA, EUA) at 4.000 rpm for
10 min at 4°C. The supernatant was transferred to another 15 mL
polypropylene tube and then was kept at -18°C for 1 hour.
Centrifugation was performed again at 4.000 rpm for 10 min at 4°C.
Finally, an aliquot of 10 pL of extract was diluted in 990 pL initial
mobile phase and transferred to a 1.5 mL polypropylene tube,
centrifuged in an ultracentrifuge (Thermo Fischer Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA) at 14.000 rpm for 20 min. The extract was
transferred to an autosampler vial and then injected onto the LC-MS/MS
system.

2.5 Instrumental
For LC-MS/MS analysis, a 5500 QTRAP hybrid triple

quadrupole-linear ion trap mass spectrometer (Sciex, CA, EUA),
equipped with an electrospray ionization (ESI) source (Turbo
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lonSpray®), working in the positive mode (ESI+) and multiple-reaction
monitoring (MRM) mode, was coupled to a 1290 Infinity high-
performance liquid chromatograph (HPLC) from Agilent (CA, EUA).
The HPLC unit consisted of degasser, binary pump, auto sampler and
column compartment. The Analyst software (Applied Biosystems)
performed all system control, data acquisition and data analysis.
Chromatographic separation was performed using a Zorbax 300SB-C8
column (150 mm x 4.6 mm i.d., 5 um particle size, 300 A ) (Agilent
Technology, CA, EUA).

2.6 LC-MS/MS analysis

The mobile phase consisted of aqueous solution with 0.1%
formic acid (mobile phase A) and acetonitrile acidified with 0.1%
formic acid (mobile phase B). The linear gradient elution was performed
as follows: 0 — 2 min 95% A; 2 —4 min 15% A; 4 — 7 min 10% A; 7 — 8
min 95% A, and held for 4 min to equilibrate the column. The column
was maintained at 35°C. The flow rate was 0.5 mL min" and the
injection volume was 10 pL.

The optimization of the mass spectrometer in MRM was first
obtained by the infusion of the compounds separately in the ESI-
MS/MS, in a continuous flow of 10 pL min™ at concentrations of 5 to
150 pg L. The optimization of the ESI source in positive mode was
carried out by flow injection analysis (FIA) using the nisin standard at
200 pg L', since it was the analyte with lower sensitivity.

2.7 Method validation

Full wvalidation was performed in accordance to the
2002/657/EC criteria.'® The validation of the method was performed for
each analyte using three types of cheese and cream as matrices. Each
calibration curve was built with six concentration levels (including zero)
using a linear function of concentration (X) versus peak area (y).
Linearity was evaluated using three replicates per level, in three
different days. The acceptance criterion was that the average regression
coefficient (R?) should be greater than 0.95.

Specificity was checked by analysis of at least 20 samples of
each matrix, to evaluate the possible interference of the endogenous
compounds for each category of samples. The results were assessed by
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the presence of interfering substances in the surrounding of the analytes
retention times compared to the fortified blank sample.

The recovery and precision were determined by binding
experiments. Blank samples (18 aliquots) were fortified at 0.5, 1 and 1.5
times the regulatory limit of each analyte and assessed for each type of
matrix. For the cream matrix and natamycin in fresh cheese, fortification
was carried out at 1, 1.5 and 2 times the minimum required performance
limits (MRPL) of each analyte. The evaluation was performed using the
coefficient of variation (CV) and the recovery rate. Repeatability was
assessed in terms of intra-day, inter-day and intermediate precision
considering different analyst (n = 2) and day of analysis (n = 3).
Analysis of variance was carried out to determine whether there are
significant differences between days and analysts at 5% significance
level. Statistical analyses were performed using the Microsoft Office
2010 software.

Both decision limit (CC,) and detection capability (CCp) were
calculated from the measurement uncertainty at interest levels. CC,, was
calculated as the measurement uncertainty of the regulatory level. CCy
was calculated as the measurement uncertainty of the MRPL, using
random effects obtained in recovery and precision determined. The
limits of quantification (LOQ) were set for each combination matrix Vs.
analyte as the first point of the respective calibration curve, after
demonstrated its linearity. The limits of detection (LOD) were
established as the concentrations of the analyte which signal were ten
times lower than respective limit of quantification.

The ruggedness was evaluated by the Youden approach
(Youden & Steiner, 1975), by using the fractional factorial design.*®
Seven factors that could influence the routine method were slightly
varied. These factors have been identified with letters and consisted of:
acid concentration in the mobile phase; acid concentration in the
extraction; extract’s freezing time; proportion of initial mobile phase to
dilute an aliquot of the extract; extract’s stirring time; temperature of
chromatographic column; concentration of organic solvent in extraction.
Finally, the deviation of the ruggedness was compared with the
deviation of the intermediate precision for each analyte. To be
considered rugged, the deviation due to the ruggedness should be
smaller.
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2.8 Matrix effects

Additionally, matrix effects were also evaluated according to
validation protocols of the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock
and Food Supply.’ Matrix effect was assessed by building three types of
calibration curves. Curve type I, called ‘solvent’, was prepared by
diluting the standard solution in the mobile phase initial composition.
Curve type I, called ‘matrix matched’, was prepared by fortifying blank
sample before extraction with the desired amounts, which were
extracted and analyzed as conventional samples. Curve type III, or
‘tissue standard curve’, was prepared by adding the standard solution to
extracts of blank samples after extraction. Additionally, effects from
matrix co-extractives were investigated by comparing slopes obtained in
the linear calibration curves according to literature.'® No matrix effect
was considered if the slopes ratios were between 0.9 and 1.2.

2.9 Stability test

Extracts were processed in triplicate for each period of 1, 5, 10
and 15 days under different temperature storage conditions (25°C, 4°C
and -18°C). The standard solutions were evaluated in each period of 60,
30, 10 and 5 days storage under different temperature conditions (25°C,
4°C and -18°C). The stability of the stock solution and the working mix
solution was evaluated for each analyte. Analysis of variance at 5%
significance level was carried out to determine whether there were
significant differences between concentrations of the extracts and
standard solutions prepared at each period and the freshly prepared ones.

2.10 Measurement uncertainty (MU)

The MU was calculated according to the Guide to the
Expression of Uncertainty in Measurement.”” The MU was calculated
using external standard (ES) model for the quantification of natamycin,
nisin and sorbic acid. The sources of uncertainty identified were:
weighing; dilution; interpolation of the analytical signal in the
calibration curve; uncertainty associated to the precision of the method.
Uncertainties were calculated considering regulatory level for each
compound.

The equation for calculating the concentrations of preservatives
in mg kg™ using ES is:
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Cpreservatives = 7 + R&R

Where Cpreservatives: cOncentration of analyte in stock solution (mg kg'l);
m: weight of sample (g); V: volume of extractive solution (mL); L:
result from the linear calibration curve (mg kg') and R&R: intra-day
and inter-day precision (dimensionless).

2.9.1 Uncertainty in the weighing (m)

The standard uncertainty regarding weighing took into
consideration the error of eccentricity and those displayed by the
balance. This uncertainty was calculated using the uncertainty in the
maximum error accepted by the laboratory, considering the resolution of
the balance. This uncertainty was calculated using the following
equation:

u? (m(Ext, M,, Ex, M))

- (aamet)z (0Ex)" + (j—,ﬁ)z (0M)? + (%)2 . (0Ex)?
o) o

Where u(m): standard uncertainty in weighing; Ex: eccentricity error
value (g); M: mass measured in the balance (g); t: index to represent the

analytical process tare balance; (o x;)?: output standard uncertainty and
2

am . .
ox, - sensitivity coefficients= 1.
i

2.9.2 Uncertainty in the dilution analytical process (V)

The standard uncertainty regarding the dilution was calculated
taking into account uncertainties, errors and performance data of
volumetric instruments. This source of uncertainty was calculated using
the following equation:

aD \* 2 oD '\’ 2
uz (V( Vpip' Vfinal)) = (m) '(O-Vpip) + <6Vfinal) . (aninal)
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Where u(V): standard uncertainty regarding the dilution; V,;,. pipetted
volume (mL); Vpa. final volume (mL); (o x;)?: output standard

. a2 e .
uncertainty and 5y, . sensitivity coefficients.
i

2.9.3 Uncertainty in the calibration curve (L)
The standard uncertainty related to the concentration of the

sample as a result of interpolation on the calibration curve (L) by the
method of least squares using ES was calculated by:

u(L):iTy*\]{%_{_l_{_ (C—f)z

n YN (x;,—%)?

Where u(L): standard uncertainty regarding the calibration curve; Sy:
residual standard deviation (mg kg); b: angular coefficient (area unit
mg”' kg); n: number of measurements for the calibration; C: determined
preservative concentration (mg kg'); N: number of measurements to
determine C; x: mean value of the different calibration standards; n:
number of measurements and i: index for the number of measurements
to obtain the calibration curve.

2.9.4 Uncertainty associated to R&R
This source of uncertainty was calculated using the standard

deviation related to repeated measurements of the standard through
intra-day and inter-day precision.

OR&R\? , | ( OR&R \? ,
M) .(dRep) +( ) .(dRepro)

u(R&R) = ( JRepro

Where u(R&R): standard uncertainty regarding the repeatability

combined with intra-day and inter-day; (cRep)?: standard deviation of

intra-day precision; (oRepro)?: standard deviation of inter-day
OR&R?

precision and : sensitivity coefficients= 1.

Xi
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2.9.5 Combined and expanded standard uncertainty

The determination of the combined standard uncertainty was
obtained by combining the correlated output standard uncertainties in
the overall measurement model. The calculation was performed
according to the propagation of uncertainty using the following
equation:

u2(C(m,V,L,R&R))

aC\* , . (9C\? , . (9C\? ,
= (%) (om) +(W) (V) +(ﬁ) (oL
+ (oo corary +2.(20). @0 (25) ot
IR&R (o ) .aV.a).aL.a).rV_L
: . . of%  of
Where u,: combined standard uncertainty; C: measuring; Fralii i
4 J

sensitivity coefficients; m,V,L and R&R: the measurement global
model variables; (ox;)? and (axj): uncertainty standard output of each
variable the global model and r;;: estimated correlation coefficient.

The expanded uncertainty (U) was calculated by multiplying the
combined standard uncertainty by the coverage factor (k) according to
the following equation:

U=ku/(C)
Where U: standard uncertainty expanded; u.(y): combined standard
uncertainty and k: coverage factor.

2.10 Method applicability

After validation, the LC-MS/MS method was applied for
routine analyses of natamycin, nisin and sorbic acid in different types of
cheese and cream. The results were compared to the current regulation
in order to inspect compliance of the use of preservatives.
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3. Results and discussion
3.1. Method of extraction

To perform the simultaneous detection of natamycin, nisin and
sorbic acid in cheese and cream, the extraction method must be capable
of effectively extracting each preservative from complex samples. The
extraction procedure is a critical step, since it must be able to perform a
good recovery of several compounds with different physicochemical
properties.'” Several methods for the extraction of nisin from dairy
products have been reported. Due to its physicochemical characteristics,
aqueous extractions have been used, like an aqueous solution of 0.5%
formic acid described by the ISO/TS 27106:2009 method™ the 0.02 mol
L' solution of HCI described by Shneider, Werkmeister and
Pischetsrieder,”* or a simple dilution in water.”* However, methods for
the simultaneous detection of other preservatives with different
physicochemical characteristics have being rarely reported. The use of
low concentrations of organic solvent in order to improve the extraction
capacity was reported by,'” In this work, we developed an extraction
method with a higher concentration of organic solvent (90%), instead of
using an aqueous or a low concentration of organic extraction. The use
of methanol:0.1% formic acid in water (9:1, v/v) decreased the
extraction of interferents and provided a better recovery of the analytes.
This procedure, combined with the freezing step, led to a satisfactory
protein precipitation and, therefore, more clear extracts were obtained.
Neither buffering nor clean-up, as well as any other additional procedure
for fat extraction with nonpolar solvents, were required.

3.2. Optimization of LC-MS/MS analysis

Methods using LC-MS/MS for the analysis of natamycin, nisin
and sorbic acid have been reported. Formic acid combined with
trifluoroacetic acid (TFA), has been used as additives for the mobile
phase.'*"*? Several tests were performed using organic solvents and
additives to get the best chromatographic conditions. The use of 0.1%
formic acid in acetonitrile provided the best condition. The use of TFA
as an additive for the mobile phase promoted signal suppression.

The chromatographic method was effective to separate compounds of
various physicochemical characteristics using C8 as stationary phase,
within a short run time (approximately eight minutes) (Figure 1). The
robust and efficient separation coupled with a high selectivity and
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sensitivity detection system allowed the unequivocal identification of
analytes in complex samples, such as dairy products by the retention
time and mass spectrum. When using the LC-MS/MS system, the
diverter valve was used as a device to eliminate interferences, directing
the flow into the discharge before the elution of the analytes. This valve
was kept open during the four initial minutes of each run, avoiding the
contamination of the ESI source and increasing the separation efficiency
of the analytes.

Max 194 cps
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5.825

5.0e5.

40e5

Intensity, cps

RT336

RT:511

00 a0 45 50 55 80 85 70 75
Time, min
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1.0e5:

Intensity, cps

5084

112.8/67.0 112.8065.0 5562/455.2 5562/503_2 B71.2:811.3 67128493
Q405 Masses, Da

Figure 1. Chromatogram of the three preservatives with retention times in
minutes: natamycin (5.30), nisin (5.11) and sorbic acid (5.36) (A) and extract
ion chromatograms: natamycin (666.2 Da), nisin (671.2 Da) and sorbic acid
(112.9 Da) (B).
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The optimization of the mass spectrometer was performed to
obtain maximum sensitivity. According to 2002/657/EC, to satisfy the
criteria for confirmation and quantification of substances such as
natamycin, nisin and sorbic acid by LC-MS/MS, identification of
precursor ions and their fragments is necessary. With this goal, the
infusion of the compounds was performed for searching protonated
molecular ions [MH]" as precursors. We monitored two fragments. The
more intense fragment was used for quantification and the other for
confirmation. The optimization of the ESI source in positive mode by
flow injection analysis (FIA) using the compound of lower sensitivity
(nisin) has increased the method’s sensitivity, the atomization’s
efficiency, as well as it has ensured that no fragmentation of the
compounds occurred at the source. The optimization of each parameter
carried out in the MS/MS and the optimization of the ESI in positive
mode are shown in Table 1.
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3.3. Method validation

Regardless of the analytical technique employed, the reliability
of the generated results must be verified by validation procedures.” In
this work, we developed a method for the analysis of preservatives in
cheese and cream performing a full validation, in which all parameters
were in accordance to the criteria established by 2002/657/EC.

3.3.1. Linearity and matrix effect

The method was linear in the concentration ranges of 0 to 10
mg kg (natamycin), 0 to 25 mg kg™ (nisin) and 0 to 20 mg kg™ (sorbic
acid). The curves performed on three days of validation had satisfactory
regression coefficients (R2> 0.95) (Table 1).

Due to the production aspects (e.g. physical and chemical
evolution during ripening, heat treatment, fermentation), the matrix
effect seems to be related both to the chemical structure of the
preservative and the composition of dairy matrix, and may lead to
different chemical behaviours which explain a significant difference
between each matrix, despite being all dairy products.' In these terms,
we applied a validation for each matrix. The study of the different
calibration curves showed interference in the analyte response when
different types of cheese and cream were analyzed. Type I curve
(solvent), when compared to type III (fortified before extraction),
proved to have a different inclination. The matrix effect was confirmed
when the type II curve (fortified after extraction) also showed difference
in slope when compared to the curve I, in accordance with the
calculation presented by,'® who found ME values lower than 0.9 or
above 1.2 (Table 2).
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Natamycin was affected by a considerable suppression signal,
caused by different types of cheese and cream. Although less intense,
sorbic acid also suffered a considerable matrix effect. Unlike other
analytes, nisin suffered a great matrix effect, which contributed to the
signal increase (Figure 2). Thus, matrix-matched calibration curves were
adopted, being adjusted for each type of cheese and cream.
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Figure 2. Graphical plot of the calibration curves types used to evaluate matrix
effects of different types of cheeses and cream in the determination of
preservatives.
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3.3.2. Selectivity/specificity

No interference was observed in the analyte retention times for
each tested matrix, which was confirmed by comparing fortified blank
samples (Figure 3). Thus, matrix endogenous compounds did not affect
the developed method.
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3.3.3. Recovery and precision

The results of accuracy and recovery were satisfactory with CV
< 16% and recoveries in the range of -20% to +10% (Table 3). There
was no significant difference between the results of accuracy and
recovery when analysts and test days were varied (p > 0.05).
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3.3.4. Ruggedness

According to the criteria of Youden test, the chromatographic
method proved to be robust when subjected to small variations. The
greatest effects were seen when variations were submitted in the
preparation of the samples. Nisin and sorbic acid had considerable
effects when the acid concentration in the extraction process was
changed. The reduction of the acid concentration confers lower
extraction efficiency by changing the solubility of the analytes.
However, the greatest effect was observed for nisin, when the freezing
time was altered in the sample preparation. It can be inferred that
deficiencies in the sample clean-up can lead to signal suppression.
Finally, the robustness deviation was surprisingly lower than
intermediate precision deviation for all analytes (Table 8). Despite the
presented effects, the method can be considered robust.
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3.3.5. Analytical limits

The CC, is the limit from which one can conclude that a sample
is non-compliant with a probability of a error and CC; is the lowest
content of the substance, which can be quantified in a sample with a
probability of 8 error.'” These limits should be considered in decision
making when non-compliant samples are detected. Violations can occur
either by the disrespect to a regulatory level for each preservative, as the
detection of unauthorized substances, such as natamycin, nisin and
sorbic acid in cream or natamycin in fresh cheeses.

Low limits of detection and quantification were obtained,
showing that the developed method has good sensitivity to its purpose.

Table 5. Analytical limits for the determination of preservatives in cheeses and
cream by tandem mass spectrometry-liquid chromatography method.

Types of " % . %
Analyte cheeses CC, CCy LOD LOQ

Fresh 233 3.41 0.74 1.25

Hard ripened 5.84 - 0.36 1.25
Natamycin

Pasta filata 5.54 - 0.32 1.25

Cream 2.15 3.04 0.90 1.25

Fresh 14.49 - 2.90 3.12

Hard ripened 15.68 - 1.82 3.12
Nisin

Pasta filata 14.02 - 2.63 3.12

Cream 4.85 6.57 0.84 3.12

Fresh 11.84 - 0.99 2.50
Sorbic Hard ripened 11.68 - 1.58 2.50
acid

Pasta filata 11.15 - 1.23 2.50

Cream 3.49 4.47 1.72 2.50

*Values in mg kg’



133

3.3.6 Stability test

The stability study demonstrated that, by the fifteenth day, all
extracts were stable at any temperature (Figure 4). However, extracts
containing natamycin, kept at room temperature until the fifteenth day,
presented a significant decrease in the concentration, compared to the
freshly prepared one (p < 0.05).

Natamycin Nisin

03¢ n2%c
¥ e 5 nC
.

£ wipc £y n1C

I T . T

Days Days

Sorbic Acid

0%
n4c
u-1§°C

(mg g~y
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Figure 4. Graphical plot of the extracts stability test for the determination of
preservatives in cheese and cream by tandem mass spectrometry-liquid
chromatography.
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All stock standard solutions remained stable at any temperature
until the tenth day. The sorbic acid standards remained stable for all
days at any storage temperature. From the sixtieth day, a significant
decrease in the concentration of the natamycin solution at room
temperature was observed. This behavior was also observed for the nisin
solution, whose concentration decreased at all other temperatures. When
subjected to room temperature, a decrease in the nisin concentration
from the thirtieth day was observed.

From the fifth day on, there was a significant decrease in the
concentration of natamycin when subjected to room temperature (Figure
5). The concentration decrease was significant at all temperatures from
the thirtieth day on. Nisin solution was not stable from the first day at
any storage temperature. The study was conducted with the analyte mix,
which did not content formic acid, unlike the stock solution. Therefore,
nisin has greater stability in acid medium. This is corroborated by the
study of Delves-Broughton,” who demonstrated that extracts containing
acetic acid in its formulation had their concentration maintained until
the fifteenth day (p < 0.05). On the other hand, sorbic acid remained
stable at all temperatures throughout in this study.
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Figure 5. Graphical plot of the standard stability test for the natamycin, nisin
and sorbic acid solutions by tandem mass spectrometry-liquid chromatography.

3.4. Real samples analysis

I In this work, the method applicability was tested on several
commercial types of cheese and cream samples (Table 5). A surprising
rate of non-compliance was observed, especially among ripened grated
cheeses, indicating that 80% of samples were above the maximum
allowed for sorbic acid with an average concentration of 2766.3 + 10.8
mg kg'. Moreover, a major non-compliance for cream samples was
observed. In several samples, high concentrations of sorbic acid could
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be quantified. This is especially worrying since no preservative is
allowed to be added to this matrix by Brazilian regulation. Non-
compliance for sorbic acid in fresh cheese was also revealed. Several
studies have turned attention to the control of sorbic acid in foods.
Tfouni and Toledo, analyzed various foods in Brazil, also detecting non-
compliance in some cheese samples.* In a previous study, we assessed
non-compliance for sorbic acid in 71% of Dulce de Leche samples (n =
35) (data not published yet). The sorbic acid is considered safe for
human consumption, with an acceptable daily intake (ADI) of 25 mg per
kg per body weight.”' Our findings show high concentrations of sorbic
acid, which demonstrate the need for a stricter control in the processing
of cheeses. Despite its low toxicity, cases of idiosyncratic intolerance, as
well as hives and allergies, were reported.®'>**~

Natamycin has been widely researched in cheeses.'*> In this
work, non-compliant results for natamycin in cheese could also be
observed. Although natamycin was not detected internally in cheeses, it
was found in ripened grated cheeses above the maximum allowed
(maximum concentration of 13.0 + 2.40 mg kg™). Paseiro-Cerrato et al.
(2013) also reported irregularities in the use of natamycin in cheeses.
Natamycin is considered safe for human consumption with an ADI of
0.3 mg kg™'.* Toxicity studies using natamycin in oral administration in
animals warned to avoid its misuse. Natamycin may be related to
changes in the immune response and genotoxic effects in rodents.”’

Only in a ripened cheese sample, nisin was found above the
maximum limit (18.84 + 5.56 mg kg). In a study by Fuselli, Guarino,
La Mantia, Long, Faberi & Marianella (2012), nisin was also found
above the maximum limit in only one type of ripened cheese.'” In
addition to the inadequate practices, the abuse of bacteriocins in food
processing can also be related to bacteria resistance mechanisms.
Factors such as increased stiffness of the cytoplasmic membrane
(associated with mutations of the bacterial DNA) and the enzymatic
action of nisinase produced by some bacteria are a major problem in
cheese-making. These aspects could justify listeriosis as an
opportunistic foodborne infection, tolerant of bacteriocins.>* Thus,
increasing amounts of chemical preservatives have been used.

The main toxicological studies involving bacteriocins refer to
tests performed for the approval of nisin in food."" However, some
toxicity studies warned to the misuse of these compounds in the food
industry.'*** Bacteriocins can be related to changes in the immune
response and genotoxic effects. Nisin was able to modulate the immune
response of rodents, increasing the amount of T lymphocytes (CD4 and
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CDS8) and also increasing the number of macrophages and monocytes in
the peripheral circulation.”

3.5. Measurement uncertainty (MU)

Table 5. Quantification of preservatives in commercial cheeses and cream samples by
tandem mass spectrometry-liquid chromatography.

Samples Preservatives content (mg kg™ + MU?)
Ripened Natamycin Natamycin - Lo
(cut and sliced) (surface) (internal) Nisin Sorbic acid
(n=10)
Min. 0.37+0.11 <LOD 2.53+1.06 1.78 £0.57
concentration
Max. 1.42 £0.45 <LOD 13.28 £5.56 28.69 £3.26
concentration
Average 0.66 +0.21 <LOD 7.91 +3.32 14.65 £3.15
Ripened (grated)
(n=10)
Min. - 0.74 £0.23 <LOD 85443 +£6.43
concentration
Max. - 13.00 £2.40 <LOD 571488 £11.77
concentration
Average - 6.22 +1.61 <LOD 2766.31 £10.8
Fresh (n=50)
Min. - <LOD <LOD 0.99 £0.32
concentration
Max. - <LOD <LOD 2726.75 +£10.7
concentration
Average - <LOD <LOD 519.73 £ 6.41
Pasta filata (n=18)
Min. - 1.25+0.40 <LOD 4.03 +1.30
concentration
Max. - 4.05+1.58 <LOD 5.56 £ 1.80
concentration
Average - 1.41 £0.45 <LOD 479 +1.55
Cream (n=12)
Min. - <LOD <LOD 6.24 +£2.02
concentration
Max. - <LOD <LOD 616.23 £6.42
concentration

Average - <LOD <LOD 278.34+4.16
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The measurement uncertainty provides analysts detailed
knowledge of the method and more reliable measures.” Moreover, MU
provides measures a dispersion at any level of concentration. In this
study, the method presented in ISO GUIDE 1995 was successfully
adapted to calculate the measurement uncertainty. As it can be seen in
Table 7, the greatest contribution of uncertainties was the intra-day and
inter-day precision (variability). Uncertainty values obtained were
around 30% compared to CC, values of 15%. The MU values were
higher than the CC, values, due to the contribution of random effects, to
“type B” uncertainties as calibration certificates, and to errors and
resolutigns inherited from equipments and uncertainties calibration
curves.
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4. Conclusions

The method developed in this work has simplified extraction
and short time of chromatographic analysis (about eight minutes) for the
simultaneous determination of natamycin, nisin and sorbic acid in
different types of cheese and cream. All validation parameters met the
recommendations of the Directive 2002/657/EC. The method was tested
on several commercial samples, demonstrating its applicability. The
occurrence of non-compliance in 17.3% of the samples and the detection
of forbidden preservatives in cream demonstrate the importance of
controlling the use of preservatives in dairy products. Thus, the
proposed method can be an efficient tool for the inspection of
natamycin, nisin and sorbic acid in cheeses and cream.
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CONSIDERACOES FINAIS

O estudo revelou um alto indice de amostras ndo conformes
quanto a utilizacdo de conservantes antimicrobianos. No total de 135
amostras analisadas, incluindo diversos tipos de queijos, creme de leite,
requeijao, doce de leite e sobremesas lacteas, 42 amostras apresentaram
alguma concentra¢do de conservante acima do permitido, isto €, 30%
das amostras estavam ndo conformes. No total das amostras, 36
amostras apresentaram concentragdo de acido sorbico acima dos limites
maximos permitidos pela legislagdo brasileira, inclusive em amostras de
creme de leite, cuja legislacdo ndo permite a adicdo de qualquer tipo de
conservante. A nao conformidade quanto ao uso da natamicina também
foi verificada. Em quatro amostras, foi detectada natamicina em zonas
proibidas e com violagdo & concentracdo maxima preconizada pela
legislacdo. Em alguns casos foram constatados valores até¢ quatro vezes
acima do permitido. Ja a nisina, apesar de poucas amostras nao
conformes, também foram verificados valores acima do permitido em
amostras de queijos curados. Muitas das amostras violadas ndo
apresentavam o conservante declarado no rotulo, o que torna a situagao
ainda mais grave, j4 que ndo oferece a op¢do ao consumidor que nao
deseja incluir o conservante em sua dieta. Outro ponto agravante, foi a
constatagdo que de todos os laticinios investigados que apresentaram
algum tipo de produto ndo conforme, apresentaram ndo conformidades
em todos os outros produtos investigados. Contudo, entende-se que essa
pratica é aplicada em diversas linhas de processamento de alimentos e,
provavelmente, em outros produtos ndo investigados. Considerando os
resultados obtidos, pode-se sugerir que mais pesquisas sejam realizadas,
com o desenvolvimento de métodos analiticos rapidos (simultaneos),
sensiveis ¢ com confiabilidade para a determinacdo de conservantes
antimicrobianos em outras matrizes. Com o surgimento de mais
métodos visando a conformidade, a fiscalizacdo desses alimentos pode
ser ainda mais efetiva e consequentemente proporcionar mais seguranga
alimentar para os consumidores.
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