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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE UM NOVO METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE RESIDUO DE EPRINOMECTINA NO LEITE BOVINO

O Brasil € um dos maiores produtores e consumidores de leite do mundo. E para garantir a
produtividade e lucratividade do rebanho o uso de antiparasitarios tem papel relevante no
controle estratégico de verminoses em vacas leiteiras. A justificativa para tal efeito sobre a
producdo de leite esta fundamentada na reducdo do apetite dos animais parasitados causada
pelos nematdides gastrointestinais. Sabidamente, qualquer reducdo do apetite tem um grande
impacto na producdo da vaca leiteira. A eprinomectina é um antiparasitario que vem sendo
utilizado em vacas leiteiras, no entanto, o uso desse medicamento veterinario deve ser feito de
forma correta respeitando seu periodo de caréncia para que ndo seja encontrado residuo no
leite acima do seu Limite Maximo de Residuo (LMR). No intuito de garantir a seguranca dos
consumidores, sdo definidos Limites Maximos de Residuos por Orgdos nacionais e
internacionais. Dessa forma, este estudo tem por objetivo o desenvolvimento e validagédo de
um método analitico para determinacdo em leite de residuo de eprinomectina (EPRI) por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial com ionizacdo por
eletrospray (LC-ESI-MS/MS), e posterior determinacdo do periodo de caréncia do
medicamento veterinario antiparasitario da empresa Ouro Fino Saude Animal. O estudo de
deplecéo residual se faz necessario para registro do medicamento veterinario no Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). lvermectina (IVER) foi utilizada como
padrdo interno do método analitico. No desenvolvimento do método de extracdo realizou-se
um estudo comparativo em termos de recuperacdo entre 0s métodos QUEChERS e liquido-
liqguido com particdo a baixa temperatura (ELL-PBT), a otimizacdo dos dois métodos de
extracdo foi feita por planejamento fatorial. A melhor recuperacdo foi observada no método
ELL-PBT, acetonitrila foi utilizada como solvente extrator, a etapa de particdo entre fase
organica e fase aquosa foi feita por congelamento das amostras a -20°C por 12 horas e na
etapa de clean up foi utilizado o solvente hexano. Os parametros de validacdo analitica serdo
avaliados segundo normas preconizadas pelo Manual de Garantia da Qualidade Analitica do
MAPA (MAPA/ACS, 2011). O método apresentou-se linear para eprinomectina na faixa de
concentracéo de 10,0 a 50,0 ug L%, o coeficiente de correlacéo linear (r) esteve de acordo com
as diretrizes para métodos bioanaliticos (r > 0,98). A repetitividade foi avaliada em trés niveis
de fortificacdo sendo realizada em trés dias consecutivos. Foi obtida boa reprodutibilidade
intralaboratorial, com coeficiente de variacdo (CV) de 8,6 % para a fortificagdo do LMR. A
recuperacgdo ficou acima de 80,0% para os trés niveis de fortificacdo, sendo de 94,8 % para o
nivel do LMR. Valores satisfatorios para o limite de decisdao (CCa) e capacidade de deteccao
(CCB) foram obtidos, sendo CCo de 22,1 ug L™t e CCP de 24,2 pg L. Os limites de deteccio
(LD) e os limites de quantificagdo (LQ) foram determinados a partir de dados da curva de
calibragdo. O LD apresentou o valor de 1,9 ug L e 0 LQ de 5,9 ug L. Assim, o valor de LQ
ficou abaixo do LMR e do primeiro nivel de concentragdo da curva analitica.

Palavras chave: eprinomectina, residuos, leite, LC-ESI-MS/MS.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A NEW ANALYTICAL METHOD FOR
QUANTIFICATION OF RESIDUE OF EPRINOMECTIN IN BOVINE MILK

Brazil is one of the biggest producers and consumers of milk around the globe. To ensure the
productivity and profitability of the cattle, the use of antiparasitic plays an important role in
strategic control of worm infections in dairy cows. The justification for such effect on milk’s
production is based on the reduced appetite of infected animals caused by gastrointestinal
nematodes. As known, any reduced appetite has a major impact on the production of dairy
cow. Eprinomectin is an antiparasitic that has been used in dairy cows, however, the use of
this product should be done properly respecting its withdrawal period, so that it is impossible
to find its residue in milk above their Maximum Residue Level (MRL). In order to ensure
consumer’s safety, national and international agencies have set Maximum Residue Level.
Thus, this study aims at the development and validation of an analytical method for the
determination of Eprinomectin residue in milk (EPRI) by liquid chromatography coupled with
sequential mass spectrometry with electrospray ionization (LC-ESI-MS / MS), and
subsequent determination of the withdrawal period of the veterinary drug from Ouro Fino
Saude Animal. The residual depletion study is necessary for the veterinary medicinal product
registration in the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA). Ivermectin
(IVER) was used as internal standard in the analytical method. In development of the
extraction method it out a comparative study was carried out in terms of recovery between
QUEChERS and liquid-liquid methods with low temperature partition (ELL-PBT). The
optimization of the two extraction methods was made by factorial design. The best recovery
was observed in ELL-PBT method. Acetonitrile was used as extractor solvent, the partition
phase between organic and aqueous phase was made by freezing the samples at -20 ° C for 12
hours and in the clean up step hexane was used as solvent. The analytical validation
parameters will be evaluated according to standards established by the Guarantee Manual of
Analytical Quality of MAPA (MAPA/ ACS, 2011). The method was linear for eprinomectin
in the range of concentration of 10.0 to 50.0 ug L-1, the linear correlation coefficient (r) was
in accordance with the guidelines for bioanalytical methods (r > 0,98). The repeatability was
evaluated in three levels of fortification being performed for three consecutive days. Good
intra-laboratory reproducibility was obtained, with coefficient of variation (CV) of 8,6 % for
the fortification of MRLS. The recovery was above 80.0% for the three levels of fortification,
being of 94.8 % for the level of MRLS. Satisfactory values for the decision limit (CCa) and
detection capability (CCB) were obtained, being CCa 22,1 pug L-1 and CCP 24.2 ug L-1. The
limits of detection (LOD) and the limits of quantification (LOQ) were determined from the
data of the calibration curve. The LOD showed the value of 1.9 ug L-1 and the LQ of 5.9 UG
L-1. Thus, the value of LOQ was below the MRL and of the first level of concentration of the
analytical curve.

Keywords: eprinomectin, residues, milk, LC-ESI-MS/MS.
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1. INTRODUCAO

O rebanho bovino brasileiro esta estimado em cerca de 170 milhdes de cabecas
e 0s prejuizos causados por parasitos se fazem presentes através da acdo direta e indireta,
refletindo num menor ganho de peso, maior mortalidade, menor rendimento da carcaga,
menor producéo de leite, gastos com antiparasitarios, com mao de obra e outros parametros de
produtividade. Quando se trata de helmintoses gastrintestinais de bovinos, o controle
estratégico tem um papel relevante, pois os anti-helminticos empregados nas épocas corretas
do ano podem gerar 6timos resultados na lucratividade de um rebanho. [1]

Em estudos realizados na Ameérica do Norte e do Sul, do Leste e Oeste
Europeu, do Sul da Asia e Australia onde vacas infectadas com parasitas foram tratadas
durante a lactacdo, mostraram um significativo aumento na producdo de leite quando foram
administrados vermifugos. Os resultados médios de aumento da producdo foram de 0,6
Kg/dia a mais na producédo do leite como efeito do tratamento anti-helmintico. Somando uma
lactacdo, este aumento pode chegar a 180 Kg adicionais. A justificativa para tal efeito sobre a
producdo de leite estd fundamentada na reducdo do apetite dos animais parasitados causada
pelos nematoides gastrointestinais. Sabidamente, qualquer reducdo do apetite tem um grande

impacto na producdo da vaca leiteira. [2]

1.1 MEDICAMENTOS VETERINARIOS

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) classifica 0s
medicamentos veterinarios como toda e qualquer substancia aplicada em qualquer animal
destinado a producéo de alimentos com fins terapéuticos, profilaticos, de diagndstico, ou para
modificar as funcdes fisioldgicas, de comportamento ou como promotor do crescimento. [3]

O uso de medicamentos veterinarios para promover o crescimento, controlar
pragas, tratar e prevenir as enfermidades do gado leiteiro pode deixar residuos potencialmente
perigosos no leite e nos derivados lacteos, quando sdo administrados de maneira indevida,
sem respeitar as indicacbes dos receitudrios e os periodos de caréncia. Os principais
medicamentos veterindrios usados na pecuaria leiteira sdo 0s antimicrobianos e
antiparasitarios. [4]

Por exemplo, os antibidticos, na sua maioria, atuam como promotores do
crescimento e tém sido utilizados de forma abusiva, levando principalmente ao
desenvolvimento de resisténcia microbiana no homem. [5] Os anti-helminticos, embora sejam

usados no tratamento de infec¢Bes parasitérias, também tem causado sérios problemas ao
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homem. [6] Problemas resultantes do uso inadequado, por parte dos pecuaristas, da posologia
e do periodo de caréncia utilizados. [7]

As substancias antiparasitarias, como as avermectinas, também sao
medicamentos de uso frequente na medicina veterinaria para o controle de endoparasitas e/ou
ectoparasitas na forma de uma ampla gama de produtos comercias como vermifugos,
larvicidas e outros, que pode acarretar problemas no processamento tecnoldgico de derivados
do leite, sendo necessario mais estudos para avaliar seus efeitos. Para o gado de leite, existem
diversas recomendacdes para a ndo utilizacdo em vacas durante a lactacdo pela persisténcia do
produto no leite. [8]

Os processos de pasteurizacdo, fervura e esterilizagdo do leite ndo eliminam os
residuos desses medicamentos, ocasionando problemas para a industria e preocupacéo para a
Salde Publica. [9] Sendo de grande relevancia a analise de residuo de medicamento
veterinario no leite por ser o alimento de origem animal mais consumido pela populagéo
brasileira, além de ter importante papel na alimentacdo dos grupos populacionais mais

susceptiveis, como criancas e idosos. [10]

1.2 ANTI-HELMINTICOS

Infec¢cBes de nematoides gastrointestinais constituem uma ameaca significativa
para a salde e bem-estar dos rebanhos bovinos em grande parte do mundo. [11]

Os nematoides gastrointestinais sdo as principais doencas que causam perdas
de producdo na pecudria em todo o mundo. O controle desses parasitos baseia-se
essencialmente na utilizacdo de anti-helminticos. [12]

No Brasil, que é o maior exportador de carne bovina, as avermectinas estao
entre 0s mais comuns antiparasitarios administrados aos bovinos, o que representa mais de
44% do total de produtos antiparasitarios veterinarios comercializados no pais. [13]

O mercado veterinario mundial em 2009 faturou aproximadamente 1.4 bilhdes
de Reais. Sozinhos, 0s produtos antiparasitarios foram responsaveis por vendas superiores a
960 milhdes de Reais, sendo este segmento um grande nicho de atuacdo da Industria
Veterinaria. Entre os diversos produtos, destacam-se os derivados de avermectinas.

As avermectinas possuem um largo espectro de atividade em doses baixas e
sua alta lipossolubilidade favorece a deposi¢do no local de aplicacdo por via subcutanea
prolongando seu tempo de permanéncia no organismo. As concentracbes nos fluidos
organicos podem permanecer por longos periodos e se acumular no leite, podendo ocorrer o

risco de ingestdo pelos consumidores. [10]
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1.3 EPRINOMECTINA

A eprinomectina € um membro semissintético da familia das avermectinas
pertencente ao grupo das lactonas macrociclicas. E constituida por uma mistura de dois
homologos os componentes Bla (ndo menos que 90%) e Blb (ndo mais que 10%), que

diferem por um sé grupo metileno na posicéo carbono-25. [14]

FIGURA 1 — Estrutura quimica da eprinomectina.

OH;C

HsQ_
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CH,
R= Bia
CH,
CHs

4< Bib

CHy

Fonte: Chemicalize.org

As lactonas macrociclicas tém demonstrado ser ativas contra os principais
ectoparasitos e nematoides de bovinos, demonstrando longo periodo residual de protecdo de
longo espectro de acdo. Um dos grandes inconvenientes deste grupo de moléculas € o fato de
ndo poder ser empregado no controle de ectoparasitas e nematoides de vacas em lactacdo, em
funcdo de niveis residuais prolongados de eliminacédo no leite. [15]

A eprinomectina ¢ uma nova lactona macrociclica que tem demonstrado
atividade contra ectoparasitos e nematdides, tendo sido desenvolvido como o primeiro
endectocida de uso topico para vacas em lactagdo. [16]

A fim de alargar a inerente e persistente atividade nematocida da
eprinomectina, um programa foi iniciado para desenvolver uma formulacdo injetavel que
tornaria 0 composto disponivel por um periodo de tempo prolongado resultando no controle
efetivo de infec¢es por nematdides em bovinos durante um periodo significativamente
prolongado em comparagdo com a formulacdo topica comercializada. [17]

Porque a eprinomectina tem um perfil favoravel de particionamento entre o
soro e o leite, [18] é o Unico endectocida aprovado para uso durante a lactagdo, com um

periodo de retirada de leite zero. No entanto, é utilizado apenas como uma formulagdo pour
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on (para derramar). Recentemente, Alvinerie relatou que a administragdo subcutinea de
endectocida levou a uma maior biodisponibilidade do farmaco, em comparagédo com a de uma
aplicacdo pour on. [19] Além disso, alguns estudos revelaram um enorme potencial anti-
helmintico da eprinomectina contra nematdides gastrintestinais em bovinos quando usado
uma formulacéo injetavel. [17]

A eprinomectina formulacdo pour on tem uma atividade persistente de até vinte
e oito dias contra importantes nematdides de bovinos, por exemplo, Cooperia spp.,
Nematodirus helvetianus e Ostertagia ostertagi [20] e portanto, tem sido usado com sucesso
em programas estratégicos para controle de nematdides gastrintestinas no gado. [21]

A fim de alargar a atividade persistente da eprinomectina contra endoparasitas,
uma formulacdo injetdvel tem sido desenvolvida, que libera a substdncia ativa em
concentracdes para proporcionar um controle eficaz das infec¢Bes de nematdides em bovinos
de até cento e cinquenta dias ap6s o tratamento. [22] Nesta formulagdo de liberagdo
prolongada, a eprinomectina é liberada a partir de uma matriz formada com poli (acido d, I-
lactido-coglycolic) acido (PLGA). PLGA é conhecido como uma alternativa segura e eficaz
de material biodegradavel que tem sido avaliado como um farmaco de sistema de entrega de
liberagdo prolongada para aplicacdo de varios compostos farmacéuticos em medicamentos
humanos e veterinarios, incluindo as lactonas macrociclicas. [23]

As lactonas macrociclicas sdo agonistas do &cido gama-aminobutirico
(GABA), um neurotransmissor inibitorio do sistema nervoso central (SNC), causando
hiperpolarizacdo do neurdnio e inibicdo da passagem do estimulo nervoso. Em artropodes e
nematddeos, 0 GABA é encontrado na juncdo neuromuscular e relacionado a receptores de
canais de cloro. Sua ativacdo promove influxo desses ions com consequente hiperpolarizagéo,
desenvolvimento de paralisia flacida e morte do parasito. Além desse mecanismo de acéo,
atuam também sobre os canais de cloro controlados pelo glutamato. [24]

No entanto, em geral, os mamiferos sdo protegidos desses efeitos dos
macrolideos porque o SNC, o local de agdo dessas drogas, ndo costuma ser exposto a altas
concentragfes desses agentes. Apesar das lactonas macrociclicas serem altamente
lipossoluveis, o que favorece sua entrada no SNC, a barreira hematoencefalica (BHE) previne
0 acumulo dessas drogas no cérebro. Portanto, o que determina a toxicidade dos macrolideos
é uma falha na BHE. [25]

O perfil farmacocinético da eprinomectina em espécies alvo foi bem estudada
utilizando compostos marcados radioativamente apos aplica¢des pour on de 0,750 mg/Kg de

peso vivo (dois estudos) e de 0,500 mg/kg de peso vivo (um estudo).
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Apo6s uma Unica aplicacdo de 0,500 mg/Kg de peso vivo, na presenca de
eprinomectina marcada, ambos eprinomectina Bla e eprinomectina B1b foram rotuladas, a
natureza dos metabolitos em tecidos comestiveis foi determinada. Varios metabolitos
secundarios podem ser detectados em tecidos comestiveis: 0 homologo eprinomectina Blb
representando entre 7,2 a 9,3% da radioatividade total, 5-7 metabolitos contribuem no
intervalo de 1-2% dos residuos totais exceto para 0 musculo em que metabolito M5
representou 3,9% do total de residuos.

No entanto, o perfil de metabolismo indicou que eprinomectina Bla foi o
principal residuo em todos os tecidos e as seguintes propor¢des de residuo marcador no
sentido de radioatividade total foram determinadas aos 21 dias de periodo de espera: 75%
para 0 musculo, 100% para a gordura, 80% para o figado, 78% para o rim.

O composto eprinomectina Bla também foi o principal metabdlito de
contabilidade para 80-85,6% da radioatividade total na extracdo do leite. O metabolito M1
representou menos de 2%, M5 representou de 0,7-2,5% e a contribuicdo do M2 e M4 era
negligenciavel (inferior a 1%). [26]

As avermectinas (ivermectina, abamectina, eprinomectina, doramectina e
selamectina) sdo compostos altamente lipossollveis, distribuindo-se amplamente pelo
organismo. A principal via de excrecdo € biliar, sendo eliminados pelas fezes, podendo haver

reabsorcéo pelo ciclo entero-hepatico. [24]

1.4 PERIODO DE CARENCIA

Todos os medicamentos veterinarios antes de sua aprovacdo pelo MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento) devem ser submetidos a um estudo
clinico, para avaliagdo do periodo de caréncia do mesmo. Este periodo visa controlar a
quantidade de residuo de cada medicamento veterindrio nos animais, atraves do respectivo
limite maximo de residuo (LMR). Este periodo de caréncia ird determinar a data em que o
animal podera ser abatido. O ndo cumprimento do tempo de caréncia, o uso inadequado,
dosagens incorretas, via de administracdo ndo recomendada, pode deixar residuos em
produtos alimenticios de origem animal, colocando em risco a saude humana. [27]

O LMR ¢é a concentracdo maxima de residuo aceita por lei em um produto
alimentar. A Unido Europeia estabelece por lei que os alimentos obtidos a partir de animais
tratados com medicamentos veterinarios utilizados para 0 consumo humano ndo devem conter
residuos que possam apresentar perigo para a saude dos seres humanos (European Comissao,
2005). [7]
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As principais informagdes sobre os niveis de residuos sdo fornecidas pelos
estudos de deplecéo residual. Nestes estudos, os medicamentos veterinarios sdo administrados
em uma dose maxima a grupos de animais e depois € feito 0 abate dos animais e a coleta dos
tecidos em intervalos de tempo pré-determinados. Este procedimento assegura que as
exposicdes aos residuos, em tecidos comestiveis, leite ou ovos estdo abaixo da Ingestdo Diéria
Aceitavel (IDA). [28]

O FDA (Food and Drug Administration), nos Estados Unidos, e as diretrizes da
Unido Europeia exigem severo controle no uso destes medicamentos envolvendo a producéo
de alimentos. [29]

O controle de residuos de medicamentos veterinarios, portanto, representa uma
importante medida para assegurar protecdo ao consumidor. No Brasil, a Instru¢cdo Normativa
n° 62, de 29 de Dezembro de 2011, do MAPA, exige a pesquisa periodica de residuos de
antibidticos em leite, que ndo devem ser superiores aos Limites Maximos de Residuos
(LMRs) previstos para cada grupo quimico especifico. [30] De acordo com a Lei n° 9.782, de
26 de janeiro de 1999, é atribuicdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a
regulamentacdo, o controle e a fiscalizacdo de alimentos, no que se refere a limites de
residuos de medicamentos veterinarios. [31]

Os LMRs de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal
harmonizados no ambito do Mercado Comum do Sul (MERCOSUL) pela Resolucdo Grupo
Mercado Comum (GMC) n° 54, de dezembro de 2002, [32] foram internalizados no Brasil
pelo MAPA através da Instru¢cdo Normativa n® 12, de 10 de abril de 2001. [33]

Objetivando o controle e a vigilancia dos residuos de medicamentos
veterinarios nos alimentos de origem animal, 0 MAPA criou o Plano Nacional de Controle de
Residuos em Produtos de Origem Animal (PNCR) e a ANVISA criou o0 Programa de Analises
de Residuos de Medicamentos Veterinarios (PAMVet).

O PNCR, instituido pela Instrugdo Normativa n° 42, de 20 de dezembro de
1999, regulamenta os procedimentos para 0 monitoramento e a investigacdo dos niveis de
residuos e contaminantes nos setores de carne, mel, leite e pescado. [34]

O PAMVet, iniciado em 2002, foi oficialmente instituido pela RDC n° 253, de
16 de setembro de 2003, e tem o proposito de avaliar os riscos do consumo de alimentos
provenientes de animais em que foram utilizados medicamentos veterinarios. [35]

Para a interpretacdo dos resultados das analises de residuo de medicamentos
veterinarios no leite, de acordo com 0 PAMVet, serdo considerados os LMRs harmonizados

no MERCOSUL. E para os medicamentos veterinarios cujos valores de LMRs ndo estéo
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estabelecidos no MERCOSUL, foram adotadas as referéncias internacionais na seguinte
ordem: Codex Alimentarius [36] (Limite méximo de residuo de eprinomectina em leite de
20ug/L), Unido Europeia (EU) [37] (Limite maximo de residuo de eprinomectina em leite de
30ug/Kg) e Food and Drug Administration (FDA). [38]

Todas as substancias farmacologicamente ativas contidas em um produto
veterinario devem ser submetidas a uma avaliacdo de seguranca e de residuos de acordo com
0 Regulamento 2377/90 e devem ser incluidas no anexo I, Il ou Il do presente regulamento.
A avaliacdo da seguranca de residuos € realizada pelo Comité dos Medicamentos Veterinarios
(CMV) da Agéncia Europeia de Avaliacdo dos Medicamentos (EMEA) em Londres e é
apoiado por especialistas. Para as substancias descritas no Anexo | os LMR ja foram
definidos; para as substancias do Anexo Ill os LMR séo provisérios. Caso for confirmado que
ndo € necessario para protecdo da saude publica, estabelecer os LMR da substancia, a mesma
é incluida no Anexo Il. Qualquer substancia ndo incluida no Anexo I, Il ou Il até 31 de
Dezembro de 1999 tem sua administracdo proibida para a producdo de alimentos. [39]

De acordo com a ANVISA sera seguido a referéncia internacional do Codex

Alimentarius que prevé o LMR de eprinomectina no leite de 20ug L-1.

1.5 METODOS ANALITICOS EMPREGADOS NA DETERMINACAO DE RESIDUO DE
MEDICAMENTO VETERINARIO NO LEITE

No inicio dos anos 1970 a cromatografia em camada delgada (CCD) foi
amplamente utilizada na anélise qualitativa de medicamentos veterinarios, como tireostaticos
e sulfonamidas em amostras de origem animal. A especificidade, simplicidade de execucdo e
possibilidade de atingir baixos limites de deteccdo (LD) tornaram a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) com deteccéo por fluorescéncia (DF) atrativa para estas analises. Outra
técnica que apresentou LDs aceitaveis foi a cromatografia gasosa com detecgdo por captura de
elétrons (CGCE), porem demanda uma etapa de derivatizacdo dos compostos, sendo os rea-
gentes polifluorados os mais comumente empregados. [40], [41]

A CLAE com deteccdo espectrofotométrica na regido do ultravioleta-visivel
(UV) ndo possui seletividade e detectabilidade suficientes para a determinacdo de residuos de
medicamentos veterindrios em amostras de origem animal. Os sistemas de CLAE-UV com
derivatizacdo pds-coluna foram muito utilizados com a finalidade de diminuir tais limitagdes.
[42], [43]

Durante os anos 1990, observou-se a migracdo dos metodos de determinagéo

de medicamentos veterinarios empregando sistemas de CLAE-UV e CCD para sistemas de
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cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Esta mudanga ocorreu
devido ao desenvolvimento de varios sistemas comerciais de CG-EM, que operavam
principalmente no modo de monitoramento do ion selecionado (MIS). O modo MIS permitiu
que os sistemas de CG-EM fossem considerados altamente seletivos e com consideravel
especificidade e detectabilidade na andlise de residuos de medicamentos veterinarios em
amostras de origem animal. Mais recentemente, 0 modo MIS foi substituido nos
equipamentos de CG-EM por sistemas que operam com a varredura completa a baixa
concentracdo e/ou com a espectrometria de massas em série (EM/EM) entre outros. [44]

Entre os analisadores de massas normalmente empregados na determinacéo de
residuos de medicamentos veterinérios destaca-se o triplo quadrupolo (QqQ) como o mais
amplamente utilizado. [45] No final dos anos 1990 passou-se a utilizar sistemas robustos de
cromatografia liquida acoplados a espectrometria de massas em série (CLAE-EM/EM). [46]
A introducdo de técnicas de ionizagcdo a pressdo atmosférica, como a ionizacdo por
eletronebulizacdo [47] permitiu o emprego da técnica CLAE-EM/EM na determinagdo de

residuos de medicamentos veterinarios de elevado peso molecular e termossensiveis.

1.6 TECNICAS EMPREGADAS NO PREPARO DE AMOSTRA PARA DETERMINACAO
DE RESIDUO DE MEDICAMENTO VETERINARIO NO LEITE

O preparo de amostras geralmente envolve a extracdo dos analitos e a
subsequente limpeza do extrato com a finalidade de isolar os compostos de interesse e
remover interferentes da matriz que afetam os sistemas de andlise, aumentando a
concentracdo dos analitos a niveis acima do LD da técnica analitica. [48] Nos ultimos anos
tem havido um grande nimero de mudancas na abordagem do preparo de amostra para a
determinacdo de residuos e contaminantes organicos em alimentos. Estas estdo intimamente
relacionadas ao grande numero de aplicacdes envolvendo a cromatografia acoplada a EM.
[49], [50] No passado, os métodos analisavam um numero limitado de compostos, geralmente
uma Unica classe. Atualmente, a EM oferece a possibilidade de analisar um namero maior de
compostos em uma Unica analise, propiciando o desenvolvimento de métodos de extracdo e
limpeza para 0 maior nimero possivel de analitos. O uso da EM também permite a utilizagdo
de meétodos simples de preparo de amostra do tipo dilute and shoot. [51] Porém, devido ao
efeito dos constituintes da matriz, que promovem problemas como distor¢do de espectros,
supressdo idnica e aumento do sinal analitico, sabe-se que 0 desempenho desta técnica pode
ser afetado. Portanto, mesmo com o0 avanco nas técnicas de separacdo e de deteccdo, o
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preparo de amostra continua sendo parte essencial do processo analitico visando alcancar
resultados confiaveis e manter o bom desempenho do instrumento. [48]-[50]

Nas ultimas duas décadas, as técnicas mais amplamente utilizadas para
extracdo de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal foram a extracao
solido-liquido (ESL) e extragdo liquido-liquido (ELL). [48]-[52] A ESL e a ELL consistem na
extragdo sucessiva de amostras solidas e liquidas, respectivamente, com solvente organico
empregando agitacdo vigorosa. Estas técnicas tém sido aplicadas para amostras de alimentos
de origem animal como carnes, visceras, ovos e leite na extracdo de diferentes classes de
medicamentos veterinarios. [48]-[52]

A abordagem realizada durante o desenvolvimento e/ou aplicacdo destas
técnicas depende da natureza das amostras (isto é, liquidas ou sélidas) e das propriedades
fisico-quimicas dos compostos de interesse (polaridade, pKa etc.). Em geral, a maioria destas
técnicas emprega solventes organicos em alguma de suas etapas. A acetonitrila é considerada
um dos melhores solventes, uma vez que promove uma extracdo bastante eficiente (altos
percentuais de recuperacdo) e extrai baixas concentracdes de coextrativos da matriz, sendo
eficaz na desnaturacdo de proteinas e na inativacdo de enzimas. [53] Metanol e acetato de
etila também sdo amplamente utilizados, porém extraem elevadas quantidades de coextrativos
da matriz. [49]-[52]

Nos ultimos anos varias técnicas de extracdo e limpeza foram desenvolvidas
com o objetivo de utilizar uma menor quantidade de solventes. Porém, as técnicas ELL e ESL
continuam sendo amplamente empregadas, devido a simplicidade de execucdo. A
desvantagem na utilizacdo destas técnicas para a extracdo de compostos lipofilicos em
amostras com alto teor de gordura esta relacionada com a grande quantidade de coextrativos
lipidicos. Na tabela abaixo estdo apresentados alguns trabalhos que determinaram

avermectinas em diversas matrizes.

TABELA 1 — Métodos de extracdo para determinacdo de avermectinas em leite e outra matrizes.

Preparo da Técnica de Limite de Limite de
amostra analise detecgdo Quantificagdo
ELL com MeCN ->
Leite & Centrifugagdo -> Plasma e leite:
Avermectinas Seca com Nz-> LC-MS/MS | 0,1 ng/mL 0,5 ng/mL 86,8 % a 90,9 ZHANG, D. et al.
plasma
Ressuspende com %
MeCN
ELL com MeCN ->
Clean up com
cartucho SPE C18 -
> Derivatizagdo
com 1-
methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride

Medicamentos Matriz Recuperagdo Referéncia

90,5 % a 98,7

HPLC-FL 0,01 ng/mL 0,15 ng/mL %
0

Avermectinas Leite WEN, H. et al.




Avermectinas

Leite

ELL com MeCN ->
Clean up com
cartucho SPE C18

LC-MS/MS

lonizagao
modo
positivo:
0,10 ng/mL

lonizagdo
modo
negativo:
0,21 ng/mL

lonizagdo modo
positivo: 0,30
ng/mL

lonizagdo modo
negativo: 0,63
ng/mL

lonizagdo
modo positivo:
93,8 %

lonizagdao
modo

negativo:
104,7 %
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DURDEN, D. A.

Avermectinas

Leite

ELL com MeCN ->
Clean up com
cartucho SPE C18 -
> Derivatizagdo
com 1-
methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride

HPLC-FL

2,50 ng/mL

7,50 ng/mL

Nao cita

HODOSCEK, L. et
al.

Avermectinas

Leite

ELL com MeCN ->
Evaporagao ->
Reconstitui com
fase movel ->
Derivatizagdo com
1-methylimidazole
e trifluoroacetic
anhydride

HPLC-FL

0,25 ng/mL

2,00 ng/mL

94,4%

POLLMEIER, M. et
al.

Avermectinas

Leite

ELL com MeCN +
solugdo de acido
oxdlico e EDTA, pH
3,0 ->Clean up
com cartucho C18

LC-MS

N3o cita

N3o cita

91,0%

KAUFMANN, A. et
al.

Avermectinas

Leite

Extragdo Quechers
-> Adigdo de
dimetilsulféxido ao
sobrenadante

LC-MS/MS

N3o cita

N3o cita

95,0%

WHELAN, M. et al.

Avermectinas

Leite e
figado

Extragdo Quechers

LC-MS/MS

N3o cita

5 ng/mL

86,0%

KINSELLA, B. et al.

Avermectinas

Leite e
yogurt

Extracdo Quechers
-> Derivatizagdo
com 1-
methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride

HPLC-FL

3,2 ng/mL

10,0 ng/mL

108,0%

FURLANI, R. P. Z.
etal.

Avermectinas

Leite

ELL com MeCN ->
Clean up com
cartucho SPE C18

LC-MS

Nao cita

N3o cita

Maior que 64,0
%

TURNIPSEED, S. B.
etal.

Avermectinas

Leite

ELL com MeCN ->
Clean up com
cartucho SPE C18 -
> Derivatizagdo
com 1-
methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride

HPLC-FL

0,1 ng/mL

N3ao cita

N3ao cita

BERENDSEN, B. J.
A.; MULDER, P. P.
J.; RHUIN, H. J. A.

Avermectinas

Leite

ELL com MeCN ->
Clean up com
cartucho SPE C18 -
> Derivatizagdo
com 1-
methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride

HPLC-FL

Nao cita

Nao cita

86,0%

CERKVENIK-FLAIJS,
V.etal.

Avermectinas

Leite

ELL-PBT com MeCN
-> Derivatizagdo
com 1-
methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride

HPLC-FL

2,1 ng/mL

6,9 ng/mL

101,1%

ELL-PBT com MeCN

LC-MS/MS

4,3 ng/mL

14,2 ng/mL

103,1%

RUBENSAM, G. et
al.




ELL com MeCN ->
Clean up com
cartucho SPE C18 -
> Derivatizagdo
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Avermectinas Leite com 1- HPLC-FL N&o cita Nao cita Nao cita DUPUY, J. et al.
methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride
Avermectinas Leite Extragdo Quechers | LC-MS/MS N3o cita 2,5 ng/mL 80,0% RUBIES, A. et al.
HPLC-DAD | 0,6 ng/mL 2,0 ng/mL
Avermectinas Leite MELLD o o 92,6% CAMP";ILO' N. et
LC-MS/MS | 0,04 ng/mL 0,13 ng/mL
Extragdo Quechers
Leite e -> Derivatizagdo
Avermectinas | outras com 1- HPLC-FL | 1,0 ng/mL 2,0 ng/mL 83,7%a973 | csyma, A. etal.
matrizes met.hyllmldazo.le e %
trifluoroacetic
anhydride
ELL e ESL com
Leite e MeCN -> adigdo de Leite: 87,0 %
Avermectinas tecido solucdo LC-MS/MS N3o cita N3o cita Mdsculo: 70,0 KAUFMA:\IN' A.et
muscular antioxidante + % ak
sulfato de amonio
Leite,
musculo ELL e ESL com
. de porco, MeCN -> Clean up 0,05-0,68 0,17 -2,27
Avermectinas figado de | com cartucho SPE LC-MS/MS ng/mL ng/mlL 62,4-104,5% WANG, F. et al.
porco e C18
peixe
ESL com MeCN +
Agua -> Clean up
com cartucho C18 -
Avermectinas Ml]lsculo e > Derivatizagdo HPLC-FL 0,1ng/ga 0,5ng/ga0,6 84,8 % a 101,8 XIA, Xi et al.
figado com 1- 0,2 ng/g ng/g %
methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride
ESL com isooctano
Musculo, + cloreto de sédio -
Avermectinas | figadoe | > C1MUPCOM 1o omg | 005n8/ea | 02ne/8al00 | oog g950 | INQUE, K. etal.
gordura hexano + MeCN 2,00 ng/g ng/g
saturada com
hexano
. ESL com MeCN ->
M,USCUIO’ Adigdo de dgua + o
Avermectinas figado, trietilamina -> LC-MS/MS N3o cita N3o cita 80,0%a 110,0 NOPPE, H. et al.
gordura e %
rim Clean up com
cartucho SPE C18
ELL com MeCN +
dgua + trietilamina
-> Clean up com
cartucho SPE C18 -
Avermectinas Leite > Derivatizacdo HPLC-FL 5,0 ng/mL 10,0 ng/mL 87,2 %; 101,4 | JUNQUEIRA, R. G.
com 1- 6 etal.
methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride
ESL com MeCN ->
Clean up com
cartucho SPE C18 - ERZEN, N. K.;
. Fezes de > Derivatizagdo 78,8 % a 87,1 HODOSCEK, L.;
Avermectinas ovelha com 1- HPLC-FL 1,0 ng/g 2,5ng/g % CERKVENIK-FLAJS,
methylimidazole e V.
trifluoroacetic
anhydride
ESL com MeCN -> Figado: 70,3 %
, Clean up com -87,1%
Avermectinas M:,;:léls € | cartucho SPE C18- | HPLC-FL O’i ggn/g/t a| 10 ngn/gn;gL a20 DING, S. et al.
> Derivatizagdo ! Mdsculo: 79,6
com 1- % - 93,6 %
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methylimidazole e
trifluoroacetic
anhydride

ELL com MeCN ->
Adigdo de sulfato

de magnésio +
. . . I . . 73,7 % - 116,0 SHERIDAN, R.;
Avermectinas Leite cloreto de sédio -> | LC-MS/MS N3o cita Nao cita % DESJARDINS, L.
Secagem ->
Ressuspensdo com
MeOH + agua

ESL-PBT com MeCN
-> Clean up com

Avermectinas | |1g2do | cartuchoSPECI8- |\ - oo | 5 gnorg 5,0ng/g 64,2%-99,5% | HOU, X. etal.

bovino > Secagem ->

Ressuspensdo com
MeCN
Figado: 62,9 %

Figado e ES(IEIZZ:'UMTZ:]_> -84,0 %

Avermectinas musculo P LC-MS/MS 2,5ng/g 5,0ng/g HOU, X. et al.
. coluna de .
bovino imunoafinidade Musculo: 63,2
% - 86,9 %

2. OBJETIVOS

Desenvolver e validar um método analitico empregando a LC-ESI-MS/MS

para a determinacao de residuo de EPRI em leite.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Desenvolver um método analitico simples, rapido e pratico para determinacdo
de residuo de eprinomectina em leite por LC-ESI-MS/MS;

- Desenvolver um método de extracdo simples e eficiente que apresente

recuperacgdo satisfatoria;

- Validar o método analitico desenvolvido quanto aos parametros de
linearidade, seletividade, efeito matriz, precisdo (repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial), recuperacdo, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, limite de deciséo,

capacidade de deteccdo e robustez.

3. JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento e validacdo do método analitico sera realizado para dar

suporte ao estudo de deplecdo residual e as documentacdes necessarias para atender a
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adequagdo do produto de uso veterinario junto ao Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA). O estudo de deplecdo residual sera realizado ap6s o término do

mestrado profissional.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Reagentes e Solventes

Foram utilizados acetonitrila J.T.BAKER® e hexano J.T.BAKER® para
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Agua deionizada de alta pureza (resistividade 18,2 M
Q cm-1) obtida pelo sistema Milli-Q (Millipore® RiOs-DITM, Bedford, MA, USA), formiato
de amonio da Sigma-Aldrich® (Duque de Caxias, RJ, Brasil), sulfato de magnésio da Sigma-
Aldrich® (St Louis, MO, EUA), cloreto de sodio da LabSynth (Diadema, SP, Brasil), C18
endcapped bulk sorbent da Agilent Technologies® (EUA), Amina primaria - secundaria (PSA)
da SUPELCO (EUA).

4.1.2 Padrdes e Solucdes Padréo

Os padrdes analiticos das avermectinas EPRI (USP Rockville, MD, USA) e
IVER - padréo interno - (USP Rockville, MD, USA) foram adquiridos da USP Reference
Standards. Solucdo padrdo estoque de cada uma das avermectinas, EPRI e IVER, foi
preparado na concentracdo 0,1 mg mL-1 em acetonitrila e armazenada a -20 °C.

A partir da solucdo padrdo estoque, eram preparadas solucdes de trabalho nas
concentragdes de 100,0 a 500,0 ng mL-1 em acetonitrila para EPRI e de 2000,0 ng mL-1 em
acetonitrila para IVER diariamente e sempre que necessario. Por fim, a partir dessas soluc6es
de trabalho eram preparadas as amostras em leite por fortificacdo. A denominacdo dessas
solugdes trabalho e a concentragdo correspondente a cada avermectina sdo apresentadas na

tabela abaixo:
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TABELA 2 — Solugdes trabalho e concentragdes das avermectinas.

Solugio Trapahg  EPTinomectina - Ivermectina
A 100 2000
B 150 2000
C 200 2000
D 300 2000
E 400 2000
F 500 2000

4.1.3 Amostras

Para o desenvolvimento do método de extracdo foram adquiridas amostras de
leite provenientes da fazenda Jodo Martins da empresa Ouro Fino Satde Animal (Guatapara,
SP, Brasil). Por um tempo determinado as vacas leiteiras foram submetidas a um sistema de
criacdo sem uso de antiparasitarios e outras substancias medicamentosas, 0 que garante
tecidos livres de residuos de medicamentos veterinarios, sendo utilizadas como matriz branca

para o desenvolvimento do estudo.

4.1.4 Equipamentos

Durante o0 desenvolvimento e validagio do método analitico e o
desenvolvimento do método de extracdo foram utilizados equipamentos como balanca
analitica modelo AL204 da Mettler Toledo (China), agitador vortex modelo MS3 digital da
marca IKA®, banho ultrassénico (frequéncia ultrassénica 40 kHz, poténcia ultrassdnica 154
W, frequéncia 50/60 Hz) modelo USC-1400 da Unique® (Indaiatuba, SP, Brasil), centrifuga
modelo Centrifuge 5804 da marca Eppendorf (Hamburg, Germany) e freezer modelo
BSG02D (10D/VDUOQ) da Indrel (Londrina, PR, Brasil). Também foi utilizado cromatografo
liquido acoplado a espectrémetro de massas.

O cromatdgrafo liquido modelo Prominence da Shimadzu® é composto por
bomba modelo LC-20AD, amostrador automéatico modelo SIL-20AC HT, forno de coluna
modelo CTO-20AC, degaseificador modelo DGU-20A 3R e controladora modelo CBM-20A.
O espectrdmetro de massas modelo APl 3200 da AB Sciex é composto por analisador de
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massas triplo quadrupolo e fonte de ionizacdo por eletrospray. O controle entre cromatografo
liquido e espectrébmetro de massas é realizado pelo software Analyst (versdao 1.6.2). Os
parametros do espectrémetro de massas sdo controlados pelo Analyst na pagina de Tune. Foi
empregada coluna analitica Gemini® C18 (3 um, 100,0 x 4,6 mm) Phenomenex® (Norwalk,
EUA) conectada a uma pré-coluna Brownlee® C18 (7 um, 1,5 x 3,2 mm) da Perkin EImer®.
No método de pré-preparo de amostras foram utilizados materiais consumiveis
como tubos de 50 mL FalconTM e filtros em polietileno com membrana de PTFE (0,22 um

de poro, 13 mm de diametro) Merck-Millipore (Darmstadt, Alemanha).

4.2 METODOS

4.2.1 Desenvolvimento do Método Analitico para determinacdo de Eprinomectina por
LC-ESI-MS/MS

4.2.1.1 Avaliacdo das CondicGes de Espectrometria de Massas (ESI-MS/MS)

Inicialmente, foram definidos os ions a serem monitorados para as moléculas
de EPRI e IVER (padréo interno). Para isso foi realizada infuséo direta via espectrémetro de
massas de uma solucdo 200,0 ng mL-1 em 90% acetonitrila e 10% formiato de aménio 5mM
para cada uma das avermectinas, com vazao de 10 puL min-1 através de uma seringa de
2,5mL.

O ion molecular de cada avermectina foi determinado pela analise em full scan,
sendo escolhido aquele de maior abundéncia relativa. Ap6s a definicdo do ion molecular, os
parametros do espectrdmetro de massas como ion spray voltage, curtain gas, collision gas,
capillary temperature, ion source gas 1, ion source gas 2, collision energy, Declustering
Potential, Entrance potential, Exit potential e dwell time foram padronizados pelo software
Analyst na pagina de Tune, para a determinacdo dos respectivos ions produtos mais
abundantes.

Para isso foi realizada obtencdo de espectro no modo SRM e para cada ion
molecular foram definidos os dois ions produtos mais abundantes. A fragmentacdo dos ions
moleculares foi realizada na cela de colisdo, sendo utilizado o gas argbnio associado a energia
de coliséo especifica para a geracdo de cada um dos ions produtos. Na fonte de ionizacdo por

eletrospray, a dessolvatacao foi realizada com gas nitrogénio.

4.2.1.2 Avaliacdo das Condices da LC
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Para o desenvolvimento do método analitico cromatogréfico de determinagéo
das avermectinas, foi preparada solucdo com EPRI e IVER (padréo interno), na concentragéo
de 60,0 ng mL-1 em 90% acetonitrila e 10% formiato de amoénio 5mM. Essa solucdo foi
injetada automaticamente pelo autosampler em um loop de 20 uL e analisada por LC-ESI-
MS/MS. Por meio da utilizagdo de uma coluna em condicdes de fase reversa foram realizadas
alteracOes nas condi¢des cromatograficas para otimizacdo do método de separacdo, tais como,
modificagdes da temperatura da coluna, da fase mdvel constituida por uma mistura de
acetonitrila, agua e formiato de aménio em diferentes proporc@es, do volume de injecéo e, por

fim, mudancas na vazao da fase modvel.

4.2.1.3 Desenvolvimento do Método de Extracdo de Residuos de Eprinomectina em Leite

No desenvolvimento do método de extracdo foram avaliados e otimizados 0s
métodos QUEChERS [54] e ELL-PBT [55] (figura 2). De forma, que o método de extracdo
otimizado que fornecer o melhor rendimento em % de recuperacéo sera utilizado na etapa de

validacdo analitica.

FIGURA 2: representacdo esquematica de dois métodos de extracdo multiresiduo. Método1l:
Método QUEChERS, Método 2: Método ELL-PBT.
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Método 1

Método 2

10 mL de leite

8 mL de leite

- Fortificagdo
- 10 mL Acetonitrila
- Agitacdo (1 min vortex)

- Agitacdo (1min vortex)

- Adicéo de 4g MgSO, + 1gNaCl

- Centrifugagéo (10min 5000 rpm)

- Fortificacéo

- 16 mL Acetonitrila

- Agitacéo (1 min vortex)

- Sonicacao

(5 min banho ultrassénico)

- Particdo (12 horas a -20°C)

Sobrenadante

Sobrenadante

- Adicdo de 150 mg MgSO, +
25mg PSA

- Agitacéo (1min vortex)

- Centrifugagdo (10 min 5000

Coleta 1mL

- Filtracdo (filtro 0,22 pum)

Injecdo 10 pL

4.2.1.3.1 Método QUEChERS

Coleta

1mL

- Filtracdo (filtro 0,22 pm)

Injecdo 10 pL

As avermectinas (EPRI e IVER) foram extraidas utilizando o procedimento de

extragcdo baseado no método QUEChERS. A quantidade de matriz, o tipo de sais adicionados e

0 adsorvente utilizado na etapa de clean up foram otimizados para se obter melhor eficiéncia

na extracdo da EPRI utilizando amostras de leite fortificadas com o analito de forma que a

concentracédo final desse analito no extrato seja igual a 20ng mL-1 (LMR) e de IVER seja

200ng mL-1.
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Um planejamento fatorial completo com ponto central foi utilizado para
encontrar a melhor condicdo de extracdo para 0 metodo QUEChERS. Para otimizar as
condicdes de preparo de amostras fortificadas, foram avaliados os efeitos da massa de
amostra, composicdo dos sais, e 0s adsorventes utilizados no clean up. As variaveis
independentes testadas em trés niveis sdo respectivamente:

* quantidade de matriz: 5,0mL de amostra e 10,0 mL de amostra.

 composicdo dos sais (salting out): cloreto de sodio (NaCl), acetato de sodio
(AcNa) e a mistura de cloreto de sodio e acetato de sédio (1:1); e

* adsorvente: PSA; C18 e mistura de PSA e C18.

A variavel dependente é o rendimento da extracdo obtido em cada ensaio (% de
recuperacdo). Foram realizados 18 ensaios em duplicata de preparacdo, que corresponderam a
todas as combinacdes possiveis para os trés niveis. A tabela abaixo mostra o planejamento
fatorial. As porcentagem de recuperacdo obtidas no experimento para EPRI foram utilizadas
para avaliar os efeitos de cada fator e suas interacOes. Esta avaliacdo foi realizada

estatisticamente usando o programa Minitab 17°.

TABELA 3 — Planejamento fatorial completo com ponto central para as amostras de leite
fortificadas e extraidas pelo método QUEChERS.

QUANTIDADE DE

MATRIZ SAIS ADSORVENTES % RECUPERAGAO
(mL)
10 AcNa C18 8,17
5 NaCl+AcNa C18 17,65
5 NaCl+AcNa C18+PSA 59,84
10 AcNa PSA 36,25
5 NaCl+AcNa PSA 84,38
5 AcNa C18 96,80
10 NaCl+AcNa C18+PSA 69,00
10 NaCl C18 96,02
5 NaCl C18+PSA 92,98
10 NaCl C18+PSA 93,49
5 AcNa PSA 93,13
10 NaCl PSA 145,38
10 AcNa C18+PSA 115,41
5 NaCl C18 110,14
10 NaCl+AcNa C18 114,77
5 NaCl PSA 98,23
10 NaCl+AcNa PSA 144,23

5 AcNa C18+PSA 106,68
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4.2.1.3.2 Método ExtracaoLiquido-Liquido com Particdo em Baixa Temperatura

As avermectinas (EPRI e IVER) foram extraidos utilizando o procedimento de
extragdo ELL-PBT. As amostras de leite foram fortificadas com o analito de forma que a
concentracéo final do analito no extrato seja igual a 20ng mL-1 (LMR) pra EPRI e 200ng mL-
1 para IVER. Os parametros a serem considerados na otimizacdo sdo a massa de amostra,
tempo de ultrassom e adi¢do de hexano na etapa de clean up, que foram avaliados por meio de
um planejamento fatorial completo com ponto central. As variaveis independentes foram
testadas em trés niveis. A varidvel dependente é o rendimento da extracdo obtido em cada
ensaio (% recuperacao):

* Quantidade de matriz: 4mL e 8mL;

» Tempo de ultrassom: 5 minutos e 10 minutos;

* Adicédo de hexano: OmL e 2mL.

Foram realizados 8 ensaios em duplicata de preparacdo, que corresponderam a
todas as combinacdes possiveis para os trés niveis. A tabela 4 mostra o planejamento fatorial.
As porcentagens de recuperacdo obtidas no experimento para a EPRI foram utilizadas para
avaliar os efeitos de cada fator e suas interagdes, sendo avaliadas estatisticamente conforme o

planejamento realizado anteriormente.

TABELA 4 — Planejamento fatorial completo com ponto central para as amostras de leite
fortificadas e extraidas por ELL-PBT.

QUANTIDADE DE ADICAO DE
MATRIZ TEMPO D'.E ULTRASSOM HE();(ANO % RECUPERACAO
(mL) (Minutos) (mL)
4 5 2 98,58
8 10 2 82,22
8 5 2 87,14
4 5 0 87,80
8 5 0 87,15
4 10 2 109,42
8 10 0 89,81
4 10 0 104,96

Ap0s a otimizacdo dos dois métodos de extracdo multiresiduo e verificacdo do
método que apresentou melhor % recuperacdo, ELL-PBT, nas condi¢des otimizadas foram
testados outros solventes de extragdo como metanol (MEOH) e etanol (ETOH) que
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apresentaram uma baixa recuperacdo e uma inadequada formacédo da fase congelada. O que
demonstra que a acetonitrila é o solvente de extracdo mais adequado para o estudo.
Confirmando segundo Mastovska K., Lehotay S. J. que a utilizacdo de acetonitrila como
solvente possibilita a extracdo de uma menor quantidade de co-extrativos lipofilicos
provenientes da amostra, como por exemplo, gorduras. Além da acetonitrila permitir um
melhor congelamento da fase aquosa na etapa de particdo quando comparada ao MEOH e
ETOH.

4.3 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

A validacdo do método analitico foi realizada de acordo com as normas
estabelecidas pelo Manual de Garantia da Qualidade Analitica (International Standard Book
Number - ISBN 978-85-7991-055-5) instituidas pelo MAPA por meio da Instrucdo
Normativa n° 16 de 17 de Maio de 2013.

De acordo com o Manual de Garantia da Qualidade Analitica a validacdo de
procedimentos analiticos para determinacdo de medicamentos veterinarios e contaminantes
organicos em matrizes de origem animal devera ser conduzida observando-se 0s seguintes
parametros de desempenho: linearidade, seletividade, efeito matriz, recuperacdo, precisdo
(repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial), limite de decisdo (CCa) e capacidade de
detec¢do (CCP) e, por fim, robustez. Somado a esses parametros analiticos também foram

determinados o limite de detecgéo (LD) e o limite de quantificagdo (LQ).

4.3.1 Seletividade

E a extensdo na qual um procedimento analitico pode determinar analitos
particulares em misturas ou matrizes sem a interferéncia de outros componentes de
comportamento semelhante. Portanto, é a capacidade do procedimento analitico de
discriminar entre a substancia a analisar e substancias analogas. A seletividade do metodo
desenvolvido foi avaliada de duas formas. Primeiro, pela comparacdo dos cromatogramas
obtidos para a amostra branco e para a amostra branco fortificada com EPRI (20,0ng mL-1) e
com IVER (200,0ng mL-1). Em segundo, avaliou-se o efeito matriz pela comparagéo entre 0s
sinais (resposta instrumental) da curva de calibracdo do analito em solucdo (CCAS) com a

curva de calibracdo do extrato da matriz branca fortificada (CCEMBF).

4.3.2 Linearidade
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Linearidade é a capacidade de o método produzir resultados diretamente
proporcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado.

Na validacdo do método para determinacdo de residuo de EPRI em leite, a
linearidade foi avaliada construindo-se trés curvas analiticas a partir de solucdes estoque
diferentes: Curva de Calibracdo da Mariz Branca Fortificada (CCMBF), construida a partir de
matriz branca fortificada com os padrdes de calibracdo do analito puro.

As trés curvas analitica continham seis diferentes concentraces,
compreendendo 10,0ng mL-1; 15ng mL-1; 20ng mL-1; 30,0ng mL-1; 40ng mL-1 e 50ng mL-
1 para EPRI, fazendo com que o LMR se encontrasse proximo a regido central da curva. E
cada um dos seis pontos da curva era acrescido de IVER (padrdo interno) ficando com
concentracdo final de 200,0ng mL-1. A partir das solucGes trabalho A, B, C, D, E e F foram
preparados cada um dos padrdes de calibracdo: da solucdo trabalho A, a concentracdo 1; da
solucgéo trabalho B, a concentracdo 2; da solugédo trabalho C, a concentragdo 3; da solucao
trabalho D, a concentracdo 4; da solucgéo trabalho E, a concentragéo 5; e da solucdo trabalho
F, a concentracdo 6.

Para o preparo dos padrdes de calibracdo da CCMBF, 400 pL da solucédo
trabalho correspondente foram pipetados em tubos falcon de 50,0 mL, em seguida foram
pipetados 400 pL da solucdo 2000,0 ng mL-1 do padréo interno IVER e, por fim, foram
pipetados 3200 pL de leite, completando um volume total de 4 mL. Apés a fortificacdo, todos
0s pontos passaram pelo processo de extracdo, ELL-PBT. Cada um dos seis pontos das trés
curvas foram injetados em duplicata para analise em LC-ESI-MS/MS. As éreas dos picos
foram determinadas e colocadas no eixo das ordenadas e as concentragdes da EPRI foram
colocadas no eixo das abscissas. A andlise de regressdo utilizada foi a dos minimos
quadrados, em que a variavel independente refere-se a concentracdo tedrica da EPRI. A
regressdo foi representada graficamente pela equacéo da reta e a correlagéo pelos coeficientes

de correlagéo (r) e de determinagéo (R2).

4.3.3 Efeito Matriz

E um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis interferéncias
causadas pelas diversas substancias que compdem a matriz amostral, gerando, basicamente,
fendmenos de diminuicdo ou ampliagcdo do sinal instrumental ou resposta instrumental. O
efeito matriz foi avaliado por meio da construcdo de dois tipos de curva analitica, CCAS e
CCEMBEF. O efeito matriz foi verificado por meio da comparacdo dos interceptos e das

inclinagdes da CCEMBF em relagéo aos da CCAS.
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4.3.4 Limite de Deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O LD e o LQ foram calculados diretamente usando CCMBF. Por meio da
CCMBF foram determinados os valores de LD e LQ experimentais. Para o célculo do LD e
do LQ experimental, foram utilizados os valores do slope (inclinagdo da curva) e do desvio
padrdo (DP) do intercepto da média de tré&s CCMBF. Os fatores 3,3 e 10,0 para LD e LQ,
nessa ordem, foram multiplicados pelo quociente entre o desvio padrdo do intercepto e a

média do slope.

FIGURA 3 — Equacdo para calculodo LD e LQ

O LD foi calculado pela Equacao 1:

(1)
DP do intercepto
LOD = 3,3 x

meédia inclinag¢ao da curva

Onde: DP corresponde ao desvio padrdo das médias dos interceptos

O LQ foi calculado pela Equacao 2:

(2)
DP do intercepto

LO@ = 10 x
@Q média inclinagao da curva

Onde: DP corresponde ao desvio padrao das médias dos interceptos

Fonte: MAPA/ACS, 2011.

4.3.5 Precisdo (Repetitividade e Reprodutibilidade Intralaborial)

E a estimativa da dispersio de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra. As medidas podem ser simultaneas (repetitividade) em uma
mesma analise e podem ser intercaladas (reprodutibilidade intralaboratorial) em analises
diferentes. Esse parametro € calculado pelo coeficiente de variagdo (CV) de acordo com a

equacdo 3 apresentada na figura abaixo:

FIGURA 4 — Parametro calculado pelo coeficiente de variacdo (CV).

(3)

SD
CV (%) = — x 100
M

Onde: SD representa a estimativa do desvio padrao e M amédia dos valores de concentragoes obtidos das
amostras analisadas em replicata.
Fonte: MAPA/ACS, 2011.
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A precisdo do método foi determinada por meio da avaliacdo da repetitividade
e da reprodutibilidade intralaboratorial. A repetitividade foi avaliada em seis réplicas e em
trés diferentes niveis de concentracdes (0,5; 1,0 e 1,5 vezes o0 LMR de EPRI) no mesmo dia,
sob as mesmas condicBes experimentais. A reprodutibilidade intralaboratorial também foi
avaliada em seis réplicas e em trés concentracOes diferentes, assim como para a repetitividade,
mas em trés dias diferentes.

Para avaliar esses parametros as amostras de leite foram fortificadas com as
respectivas concentracdes, sendo 400,0 pL da solucdo trabalho A para a concentracdo 0,5
vezes LMR, 400,0 pL da solucdo trabalho C para a concentracgéo igual ao LMR e 400,0 pL da
solucdo trabalho D para o nivel 1,5 vezes LMR. Somado ao volume de cada solugdo trabalho,
foram pipetados 400,0 puL da solucdo 2000,0 ng mL-1 de IVER, utilizada como padrédo
interno, resultando em uma concentragdo de 200,0 ng mL-1. Para se chegar a essas
concentracdes foram pipetados 3200,0 pL de leite resultando em um volume final de 4,0 mL.
Em seguida, as amostras foram submetidas ao processo de extracdo (ELL-PBT) e analisadas
por LC-ESI-MS/MS.

4.3.6 RECUPERACAO

A recuperacdo pode ser definida como a fracdo da quantidade total do analito
presente na amostra, a qual é obtida ap6s a finalizacdo do processo de extracdo. Tem como
objetivo a correcdo dos erros sistematicos oriundos das etapas do método analitico. O calculo

da recuperacéo foi realizado por meio da equagéo 4 apresentada na figura abaixo:

FIGURA 5 — Calculo de Recuperacao.

(4)

C1
Recuperacgao (%) = o2 * 100

Onde: Clequivale ao teor medido apos o processo de extragdo e C2 equivale a concentracdo tedrica de

fortificagéo.

Fonte: MAPA/ACS, 2011.

A recuperacéo foi determinada por meio da anélise de seis réplicas de amostras
de leite fortificadas com padrdes em trés concentracgdes, correspondentes a 0,5; 1,0 e 1,5 vezes
0 LMR de EPRI. Para avaliar a recuperacdo as amostras de leite foram fortificadas com as

respectivas concentracdes, sendo 400,0 pL da solucdo trabalho A para a concentracdo 0,5
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vezes LMR, 400,0 pL da solucdo trabalho C para a concentracdo igual ao LMR e 400,0 pL da
solucdo trabalho D para o nivel 1,5 vezes LMR. Somado ao volume de cada solugéo trabalho,
foram pipetados 400,0 puL da solugcdo 2000,0 ng mL-1 de IVER, utilizada como padrédo
interno, resultando em uma concentragdo de 200,0 ng mL-1. Para se chegar a essas
concentracdes foram pipetados 3200,0 pL de leite resultando em um volume final de 4,0 mL.
Em seguida, as amostras foram submetidas ao processo de extracdo (ELL-PBT) e analisadas
por LC-ESI-MS/MS.

4.3.7 Limite de Decisdo (CCa) e Capacidade de Deteccédo (CCP)

Sdo parametros que medem o desempenho do procedimento analitico, levando
em consideracdo a incerteza da medicdo no nivel de concentracdo no qual se toma alguma
decisdo, chamado de nivel de interesse, no caso representado pelo LMR de EPRI. O CCa ¢ o
CCBP foram calculados a partir dos resultados de analise de 20 matrizes brancas fortificadas na
concentracdo do LMR de EPRI, utilizadas para a determinacdo da reprodutibilidade
intralaboratorial.

FIGURA 6 — Limite de Deciséo (CCa,).

O limite de decisdo (CCa) foi calculado pela Equacéo 5:

(5)
CCa=LMR+1,64xs

Onde: 5 € o desvio-padrao amostral das concentragoes determinadas dessa série de 20 analises no nivel de

concentragao do LMR de cada antibiotico, em condigdes de reprodutibilidade intralaboratorial.

Fonte: MAPA/ACS, 2011.

FIGURA 7 — Capacidade de Detecgao (CCP).

A capacidade de deteccdo (CCP) foi calculada pela Equacéio 6:

(6)
CCL=CCa+1,64xs

Onde: s é o desvio-padrao amostral das concentragdes determinadas dessa série de 20 analises no nivel de
concentragdo do LMR de cada antibidtico, em condi¢des de reprodutibilidade intralaboratorial e CCex é o

limite de decisdo, cujo valor é obtido por meio da Equagio 5.

Fonte: MAPA/ACS, 2011.
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Os valores utilizados para o calculo do CCa e CCP foram obtidos a partir dos
testes de reprodutibilidade intralaboratorial, por meio dos valores encontrados para a

concentracdo correspondente ao LMR de EPRI.

4.3.8 Robustez

E responsavel pela medigdo da performance de um método frente a pequenas
variacdes, como por exemplo vazdo da fase movel, temperatura da coluna e lotes de coluna
cromatografica. Para essa andlise, foi utilizada uma amostra fortificada na concentracdo do
LMR de EPRI, a qual foi submetida ao processo de extracdo e analise por LC-ESI-MS/MS.
Esta amostra foi injetada frente a algumas variagdes do método cromatogréfico, tais como
vazdo da fase mdvel, temperatura da coluna e diferentes lotes da mesma coluna (C18). Os
resultados foram comparados com aqueles obtidos em amostras analisadas no método

estabelecido.
4.3.9 Aplicacao do Método

Apds desenvolvimento e validacdo, o método analitico sera aplicado no estudo
de deplecdo residual para determinacdo do periodo de caréncia do medicamento
antiparasitario a 1% de eprinomectina da empresa Ouro Fino Saude animal. Estudo esse
necessario para obtencdo do registro legal do medicamento no MAPA. O estudo de deplecédo

residual sera realizado ap6s o término do mestrado profissional.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 OTIMIZACAO DAS CONDICOES LC-ESI-MS/MS PARA DETERMINACAO DE
EPRI

5.1.1 Determinagéo dos fons Moleculares e lons Produtos

Na espectrometria de massas sequencial (MS/MS), utiliza-se um analisador
para isolar o ion com m/z proveniente da fonte de ionizagdo (ion precursor) e 0 outro para
estabelecer uma relacdo entre este ion de interesse isolado e outros ions que foram gerados a

partir da sua dissocia¢do induzida por colisdo (ion produtos). Esta técnica é amplamente
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empregada na deteccdo de compostos presentes em baixas concentragcfes em matrizes
complexas, acoplada a cromatografia liquida, uma vez que possibilita um aumento na
detectabilidade e reduz a interferéncia espectral de compostos presentes na matriz, alem de
aumentar a quantidade de informacdo estrutural que se pode obter. [47]

Utilizando a ionizacédo por eletrospray no modo positivo (ESI+), pode existir a
formagdo de adutos entre a molécula neutra e os ions H+, Na+, K+, NH4+, isso ocorre pela
adicdo de modificadores na fase movel que disponibilizem estas espécies idnicas. Como na
fase movel foi utilizado solucdo aquosa de formiato de aménio 5mM, isso possibilitou a
escolha pelo monitoramento do ion adulto [M+H]+ para o analito e do ion adulto [M+NH4]+
para o padrdo interno.

Inicialmente, para determinacdo dos ions moleculares de EPRI e IVER foi
preparada uma solucdo com os dois ativos na concentracdo de 200,0ng mL-1. Através do
processo de infusdo direta em full scan e com a fonte de ionizagdo em modo positivo (ESI+)
foi otimizado os parametros do analisador de massas de forma manual e pelo software
Analyst para se obter o ion molecular do analito e do padréo interno de forma que eles tenham
intensidade de sinal e estabilidade satisfatdrias. A EPRI formou o complexo molecular
protonado [M+H] + com m/z 914,6 (Figura 3) e a IVER formou o complexo molecular
amoniado [M+NH4] + com m/z 892,6 (Figura 3). A afinidade da molécula de EPRI por
prétons demonstra que ela apresenta uma maior basicidade que a molécula de IVER.

Os ions moleculares previamente determinados foram submetidos a
dissociacdo induzida por colisdo (CID) por infusdo direta em modo positivo (ESI+) com
monitoramento de reacdes multiplas (MRM) para determinacdo dos ions produtos (Figura 4 e
5) caracteristicos de cada uma das moléculas de avermectinas.

Apds a otimizacdo dos parametros do espectrdmetro de massas para a
determinacdo dos ions moleculares e seus respectivos ions produtos, uma solucdo de 60ng
mL-1 contendo EPRI e outra solugdo na mesma concentracéo contendo IVER foram injetadas
no analisador de massas através do cromatdgrafo liquido, sem coluna cromatogréfica, para a
otimizagdo dos parametros da fonte de ionizacdo. Nesse momento, diversas composi¢des de
fase movel foram testadas para se obter ions moleculares e produtos com intensidade de sinal
e estabilidade satisfatorias. Na Tabela 5 consta os ions moleculares e ions produtos da EPRI e
IVER, além dos parametros otimizados do analisador de massas. E na Tabela 6 os parametros
otimizados da fonte de ionizacéo.

As analises por full scan resultam na ionizacdo de todos os compostos

presentes nas amostras. S&o aplicadas em analises qualitativas ou de perfil quimico, mas néo
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sdo aplicadas a andlises quantitativas, devido a baixa seletividade que apresenta. Isso ocorre,
porque em matrizes complexas, a presenca de compostos com alta capacidade de ionizar pode
suprimir os demais sinais. Assim, outros métodos de aquisicdo de espectros sao empregados

em analises quantitativas, como 0 MRM, o qual € mais seletivo e sensivel que o full scan.

TABELA 5 — Condi¢bes MS/MS.

m/z fon Molecular m/z fon Produto Dwell Time DP EP CE CXP
(Da) (Da) (msec) (volts)  (volts) (volts) (volts)
*
Eprinomectina 914 186 100 46 8,5 33 4
330 25 4
*
lvermectina 892 307 100 41 7,5 31 8
551 31 6

TABELA 6 — CondicGes da fonte de ionizacdo por eletrospray (ESI).

Condigoes ESI Valores otimizados
Curtain Gas 15 L/min
Colision Gas 6 L/min
lonSpray Voltage 5000 V
Temperature 450° C

lon Source Gas 1 50 L/min

lon Source Gas 2 50 L/min

FIGURA 8 — Espectro de massas do ion molecular de EPRI e IVER.
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FIGURA 9 — Espectro de massas do ion produto de EPRI.
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FIGURA 10 — Espectro de massas do ion produto de IVER.
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5.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES CROMATOGRAFICAS

As condicdes cromatograficas foram otimizadas apds serem avaliados
diferentes parametros, como coluna analitica, temperatura da coluna analitica, vazdo da fase

movel e composicdo da fase mdvel constituida por acetonitrila, agua e modificador de fase
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movel. Esses pardmetros foram ajustados para obter simetria dos picos, melhor
detectabilidade e menor tempo de analise.

Foram avaliadas diferentes propostas como: coluna analitica com tamanho de
particula de 2,1um e 3,0um; eluicdo em modo isocréatico e gradiente; temperatura do forno de
30°C e 40°C; vazdo da fase mével de 0,5mL min-1 a 1,0mL min-1; proporcdo de acetonitrila
variando de 70% a 100%; e diferentes modificadores de fase movel como o &cido férmico
variando de 0,01% a 0,1%, o &cido acético variando de 0,1% a 1,0%, o acetato de amonio
variando de 1ImM a 10mM, e o formiato de amonio variando de 1mM a 10mM.

Optou-se por trabalhar com tamanho de particula de 3,0um pois a pressdo
gerada no sistema cromatogréafico € menor e a simetria do pico ficou satisfatoria. A eluicéo
por gradiente apresentou melhores resultados que o modo isocratico pois variando a
proporcéo de solvente organico e aquoso com o tempo a intensidade do sinal analitico obtida
foi maior o que melhora a detectabilidade, e a limpeza da coluna entre as inje¢des no modo
gradiente foi mais eficiente. Optou-se pela temperatura do forno a 40°C por ser mais estavel
frente as variacbes da temperatura do ambiente embora ndo tenha sido notada diferenca
analitica com relacdo a de 30°C. A vazdo de fase mdvel que gerou melhor ionizacdo das
moléculas foi a de 0,5mL min, para ESI é aconselhavel o uso de vazdo de no maximo 0,6
mL min?, pois assim é utilizada menor temperatura de vaporizacdo e nio ha riscos de
gotejamento da fase movel na fonte. Vazdes maiores comprometem analises quantitativas por
LC-ESI-MS/MS, uma vez que a vaporizacdo da fase movel ndo ocorre adequadamente,
causando oscilacGes nos resultados obtidos.

O modificador de fase moével que gerou uma ionizacdo adequada e ions
estaveis foi o formiato de amdnio. Embora os demais modificadores testados tenham gerado
uma boa ionizacdo das moléculas no processo de infusdo direta para determinacdo dos ions
moleculares e produtos, apenas o formiato de amonio proporcionou uma ionizacdo estavel
guando o cromatografo liquido e a coluna cromatografica passaram a ser utilizados no
processo de quantificacdo. Nesse momento, os demais modificadores geravam ions instaveis
pois a cada injecdo feita de uma mesma solucdo contendo o analito o ion formado dava uma

resposta instrumental diferente. Na tabela 7 estdo as condi¢fes cromatogréficas otimizadas.
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TABELA 7 — Condicdes cromatograficas para determinagdo de eprinomectina.

CondicOes cromatogréaficas  Método otimizado

. Cromatdgrafo Liquido LC-20A Prominence:
Equipamento

SHIMADZU®

75% Acetonitrila : 25% Formiato de aménio 5mM em
Fase Mdvel agua (75% ACN -> 100% ACN, 4 min; 100% ACN ->

100% ACN, 6 min; 100% ACN -> 75% ACN, 8 min)
Coluna Gemini® C18 (150mm x 4,6mm - 3um) Phenomenex®
Coluna de guarda Brownlee® C18 (3,2 mm x 1,5mm -7um)PerkinElmer®
Vazédo 0,500 mL min
Volume de injecédo 10 uL
Temperatura da coluna 40°C

Temperatura do autosampler  15°C

Tempo de corrida 8 minutos

A constituicdo da fase moével é um pardmetro a ser avaliado devido sua
importancia no processo de ionizacdo das moléculas na analise por LC-ESI-MS/MS. Na ESI
ocorre ionizacdo das moléculas em solucdo, assim € preciso que as moléculas sofram
ionizacdo ao reagirem com a fase movel, caracterizando uma reacdo acido-base. A ESI atua
como um transportador de ions da fase condensada para a fase gasosa, por isso 0 emprego de
solventes organicos como a acetonitrila facilitam esse processo de evaporacao da fase madvel.
A presenca de agua também é importante, pois por meio da eletrolise ocorre formacédo de
ions.

No desenvolvimento de um método analitico por LC-ESI-MS/MS deve haver
um equilibrio entre uma boa ioniza¢do e uma boa separacdo cromatografica. No entanto, na
maioria das vezes € priorizada uma boa ioniza¢do das moléculas em estudo em vez de uma
boa separacdo cromatografica. Isso ocorre devido a aplicacdo do monitoramento de reacdes
multiplas (MRM) em uma anélise LC-ESI-MS/MS. Nesse modo de aquisi¢do de espectros um
ion molecular é selecionado no primeiro quadrupolo (Q1), sendo fragmentado no segundo
quadrupolo (g2 - cela de colisdo) por uma energia de colisdo especifica e, por fim, um

determinado nimero de ions produto é selecionado no terceiro quadrupolo (Q3).

5.3 OTIMIZACAO DO METODO DE EXTRACAO DE RESIDUO DE EPRINOMECTINA
NO LEITE


http://www.shimadzu.com.br/analitica/produtos/hplc/lc-20a_prominence.shtml
http://www.shimadzu.com.br/analitica/produtos/hplc/lc-20a_prominence.shtml
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Para identificar com 0 menor nimero de experimentos os fatores que podem
afetar a recuperacdo dos analitos, foi realizado o planejamento fatorial completo com ponto
central para otimizacdo do método QUEChERS e do método ELL- PBT.

5.3.1 Método de QUEChERS

No planejamento fatorial completo com ponto central foram escolhidos os
fatores de acordo com adaptacdes do método QUEChERS ja publicadas. Quantidades de
amostra diferentes foram reportadas por Lehotay et al. (2005) e Jeong et.al (2012) que
trabalharam com 15 g de amostra de leite e ovos, respectivamente, enquanto Frenich et al.
(2010) e Luiz et al. (2008) trabalham com 10 g das mesmas matrizes. A quantidade de
amostra é uma variavel importante, principalmente quando se quer ganhar detectabilidade no
método. Esses mesmos autores reportam que o uso de acetato de sodio anidro no lugar do
NaCl, na etapa de salting out , é indicado para remover os glébulos de gordura presentes
nessas matrizes. Lehotay et al. (2005) utilizaram na etapa de clean up a adicdo de C18
também com o objetivo de eliminar a gordura do extrato, e avaliaram a modificacdo do
método QUEChERS para extracdo de 32 pesticidas utilizando uma mistura de C18 e PSA na
etapa de clean-up de amostras contendo um alto teor de gordura como, por exemplo, leite, ovo
e abacate. De acordo com a Tabela 3 do item 4.2 Métodos observa-se que a combinagdo 5mL
de matriz (quantidade de matriz), NaCl (sais — efeito salting out) e PSA (clean up) foi a que

apresentou melhor % recuperacao do analito (98,23 %).

5.3.2 Método de ELL-PBT

As variaveis avaliadas no planejamento fatorial para essa técnica de extracao
também consideraram informacdes da literatura. A acetonitrila € descrita como um dos
melhores solventes na extracdo em métodos multirresiduos [56], e tem a caracteristica
necessaria para ser usada na técnica de ELL- PBT com relacdo a formacéo da fase unica e das
caracteristicas de congelamento. [55] A utilizagdo de acetonitrila possibilita a extracdo de uma
menor quantidade de coextrativos lipofilicos provenientes da amostra, como por exemplo,
gorduras. Uma outra caracteristica € que acetonitrila é adequada para cromatografia liquida
(Liquid Chromatography, LC) acoplada a espectrometria de massas (Mass Spectrometry,
MS).
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O tempo de ultrassom normalmente é uma etapa critica do preparo de amostra
e foi avaliado com o objetivo de obter maior recuperagdo em menor tempo.

A avaliacdo quanto ao uso de hexano é uma proposta de um diferencial a ser
adicionado ao método ELL-PBT como uma etapa de clean up para retirada dos interferentes
apolares presente na matriz como por exemplo, gorduras presentes no leite que ndo ficam
totalmente aprisionadas na etapa de congelamento do método. O que proporciona uma melhor
ionizacdo das moléculas de interesse e diminui o efeito matriz. De acordo com a Tabela 4 do
item 4.2 Métodos observa-se que a combinacdo 4mL de matriz (quantidade de matriz), 5
minutos de ultrassom (tempo de ultrassom) e uso de hexano (clean up) foi a que apresentou
melhor % recuperacdo do analito (98,58 %).

Outras variaveis, como uso de metanol e etanol como solvente de extracdo, foram
testadas porém a recuperacdo obtida foi baixa e a fase de congelamento ndo se formou com a
mesma eficiéncia quando utilizado a acetonitrila. O mesmo ocorreu quando foi testado 0 uso

de NaCl para promover o efeito salting out, a fase de congelamento ficou prejudicada.

5.3.3 Método de Extracdo Otimizado para Anélise de Residuo de Eprinomectina no
Leite

O método de extracdo ELL-PBT para analise de residuo de eprinomectina no
leite foi o escolhido para ser validado e aplicado no estudo de deplecdo residual. Quando
comparado ao método QUEChERS a porcentagem de recuperacdo dos dois métodos
otimizados praticamente ndo apresentou diferenca, porém, o método ELL-PBT apresenta
como vantagens ser um método de execugdo mais simples, de menor custo, que possibilitou o
uso de uma etapa diferencial de clean up, e que gera menor manutencdo de limpeza do
cromatografo, da coluna analitica e do analisador de massas por ndo fazer uso de sais. Na

figura abaixo esta apresentado o método de extracdo que sera validado.

FIGURA 11 — Método de Extracdo que sera validado.



METODO ELL-PBT

AmL de Leite

v

- Fortificacéo

- 8mL Acetonitrila

- Agitacéo (1 min vortex)

- Sonicacdo (5 min banho ultrassdnico)
- Particéo (12 horas a -20°C)

Sobrenadante

l

Coleta 2mL

\4

- Adigédo 2 mL de hexano
- Agitagdo (1 min vortex)

- Repouso por 10 min (coleta
fase inferior)

inferior

Coleta 1 mL da fase

- Filtragéo (filtro 0,22 pm)

Injecdo 10 pL

54 VALIDACAO DO METODO ANALITICO DESENVOLVIDO PARA

QUANTIFICACAO DE RESIDUO DE EPRI NO LEITE
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A validacdo é um estudo experimental e documentado que objetiva demonstrar

gue o procedimento analitico avaliado € adequado a finalidade proposta, de forma a assegurar

a confiabilidade dos resultados obtidos. [57] E essencial que a validacio seja realizada sobre o

procedimento analitico exatamente da forma que ele sera executado na rotina do laboratorio.

[57] A validacdo desse método analitico seguiu recomendacdes do Manual de Garantia da

Qualidade Analitica. [57]
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5.4.1 Linearidade

E a capacidade de o método produzir resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. [57] De uma forma
mais geral, a linearidade é a capacidade de o procedimento analitico produzir curvas de
calibracdo que podem ser adequadamente ajustadas pela equacéo de uma reta. [57]

A equacio da reta e o coeficiente de determinagdo (R?) foram calculados a
partir da CCMBF (Figura 12). A curva analitica foi construida colocando-se no eixo das
abscissas as concentragdes de EPRI e no eixo das ordenadas a razéo da area do pico de EPRI
pela rea do pico do padrédo interno IVER. A curva de calibracdo apresentou o LMR proximo
a regido central, tendo em vista que o objetivo principal das analises realizadas para o
PNCRC/Animal é avaliar se as amostras estdo ou nao violadas, isto é, com concentracao de

residuo acima do LMR estabelecido.

FIGURA 12 — CCMBF demonstrando o coeficiente de determinacio (R?) para EPRI no
intervalo de concentracédo de 10,0 — 50,0 pg/L.
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Para avaliagdo estatistica da linearidade foi utilizado o teste estatistico de
regressdo linear (ANOVA) com nivel de confianga 95% e nivel de significancia de 5%
(Microsoft Office Excel 2010). A validade da regresséo (auséncia de auto correlagdo) foi

avaliada pelo fator F de significacdo (p-valor) e pelo coeficiente de correlacdo linear (r). No
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caso do fator F de significacdo esse valor indica a probabilidade de obter resultados ao acaso,
isto é, sem correlacdo entre os valores de concentracdo e resposta. Valores pequenos de F de
significacdo, menores que 0,05, indicam a validade da regressdo linear. E no caso do
coeficiente de correlacao linear valores superiores a 0,98 demonstra a validade da regressédo
linear. [58] Dessa forma, a regresséo linear € valida pois o valor de F de significagdo obtido
foi de 1,40E-39 (Tabela 8) e o r igual a 0,997 (Tabela 8). Avaliou-se se 0 modelo de regresséo
é linear. O modelo de regressdo sera linear se o valor de F for no minimo 10 vezes superior ao
valor de F critico (4,17 — valor tabelado), obtido pela tabela de distribuicéo teste F de Fisher
(unilateral, com nivel de significancia de 0,05 e graus de liberdade vi = 1 e vo = 34). O valor
de F deve ser maior que 41,70. Portanto, a regressao é linear pois o valor de F obtido foi de
5802,45 (Tabela 8). Avaliou-se também a distribuicdo dos residuos da linearidade em que 0s
residuos devem apresentar distribuicdo aleatdria ao redor do zero (Figura 13). Por fim, foi
realizada a avaliacdo da homoscedasticidade em que a curva analitica deve apresentar
homogeneidade das variancias (homoscedasticidade). Esta avaliacdo foi feita através do teste
F de Fischer com nivel de confianca 95% e nivel de significancia de 5% (Microsoft Office
Excel 2010). Foram avaliadas a menor e maior variancia das concentracdes dos pontos da
curva analitica, o valor de F calculado deve ser menor que o valor de F critico. Assim, foi
verificado que a curva analitica apresenta homogeneidade das variancias pois o valor de F
calculado foi de 0,14 e o do F critico de 0,20 (Tabela 9).

TABELA 8 — Avaliacdo da regresséo linear.

Estatistica de regressdo

R multiplo  0,997083017

R-Quadrado 0,994174543
R-quadrado
ajustado 0,994003206

Erro padrdo  1,104887243

Observagoes 36
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ANOVA
o] SQ MQ F F de significacéo
Regressao 1 7083,493622 7083,493622  5802,45243 1,39577E-39
Residuo 34 4150637787 1,22077582
Total 35 7125
95%
Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-P 95% inferiores superiores
Intersecdo 1,850287886  0,383790131 4,821092933 2,92673E-05 1,070332501 2,630243272
Raz3o de rea 93,40622312 1,22622458 76,17383035 1,39577E-39 90,91423495 95,89821128
FIGURA 13 — Gréfico de distribuicdo de residuos.
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TABELA 9 — Avaliagdo da homoscedasticidade da curva de calibrag&o.
Varidvel 1 Varidvel 2
Média 9,99663 49,97265833
Variancia 0,327584078 2,332756272
Observacdes 6 6
gl 5 5
F 0,140427906
P(F<=f) uni-caudal 0,02518383
F critico uni-caudal 0,1980069

F cal < F crit - as variancias séo homogéneas ->

Sim
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5.4.2 Seletividade e efeito matriz

A seletividade € a extensdo na qual um procedimento analitico pode determinar
analitos particulares em misturas ou matrizes sem a interferéncia de outros componentes de
comportamento semelhante. Portanto, é a capacidade do procedimento analitico de
discriminar entre a substancia a analisar e substancias analogas. A seletividade foi avaliada
pela comparacdo dos sinais do cromatograma de uma amostra branco e de uma amostra
fortificada no nivel do LMR em que se verificou a auséncia de interferente no tempo de
retencdo da EPRI e da IVER (Figura 14). E também foi avaliada pelo efeito matriz através da
comparacédo dos coeficientes angulares e interceptos das CCAS e CCEMBF. Essa comparacao
foi realizada através dos testes F de Fischer para comparacdo de variancias e t de Student para
comparacdo das médias (Microsoft Office Excel 2010). Os resultados obtidos indicam a
presenca de efeito matriz no método analitico pois as varidncias ndo sdo homogéneas e as
médias sdo diferentes quando se compara o coeficiente angular e o intercepto das duas curvas
(Tabelas 10 e 11). Assim, devido a essas diferencas e por razBes praticas, foi utilizada

CCMBF para a quantificacdo do antiparasitario.

FIGURA 14 — Avaliacdo da seletividade. Cromatograma da matriz fortificada no LMR e
cromatograma da matriz branco.
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TABELA 10 — Avaliacéo do efeito matriz. Teste F de Fischer (homogeneidade de variancias).

Coeficiente angular Varidvel 1 Variavel 2
Média 0,0051 0,006333333
Variancia 1E-08 1,43333E-07
Observagdes 3 3
gl 2 2
F 0,069767442
P(F<=f) uni-caudal 0,065217391
F critico uni-caudal 0,052631579

F cal > F crit - as variéncias s8éo homogéneas -> Nao

Intercepto Variavel 1 Variavel 2

Média 0,039566667 0,0096
Variancia 1,99433E-05 0,00003441
Observagdes 3 3
gl 2 2
F 0,57957958
P(F<=f) uni-caudal 0,366920152
F critico uni-caudal 0,052631579

F cal > F crit - as variéncias séo homogéneas -> Nao




TABELA 11 - Avaliacéo do efeito matriz. Teste t de Student (igualdade de médias).
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Coeficiente angular Variavel 1 Variavel 2
Média 0,006333333 0,0051
Variancia 1,43333E-07 1E-08
Observagdes 3 3
Correlacdo de Pearson 0,792405816
Hipotese da diferenga de média 0
gl 2
Stat t 6,992342751
P(T<=t) uni-caudal 0,009923028
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,019846056
t critico bi-caudal 4,30265273
T cal > T crit - os coeficientes angulares sdo iguais -> N&o
Intercepto Varidvel 1 Variavel 2
Média 0,039566667 0,0096
Variancia 1,99433E-05 0,00003441
Observagdes 3 3
Correlacéo de Pearson 0,627185996
Hipotese da diferenca de média 0
gl 2
Stat t 11,19559494
P(T<=t) uni-caudal 0,003941994
t critico uni-caudal 2,91998558
P(T<=t) bi-caudal 0,007883988
t critico bi-caudal 4,30265273
T cal > T crit - os interceptos sdo iguais -> N&o

5.4.3 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagédo (LQ)

O LD é a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas. [58] O LQ é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisao e exatiddo aceitaveis sob as condi¢Ges experimentais estabelecidas.
[58]

Para o calculo do LD e LQ foram utilizadas as médias das inclinagdes
(coeficiente angular) e interceptos (coeficiente linear) de trés CCMBF (Figura 12) e as

equacOes 1 e 2 da Figura 3.
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TABELA 12 — Limite de detecgéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) experimentais.

Coeficiente Coeficiente Faixa LD LQ
Curva angular linear (ug L-1) (ug L-1) (ug L-1)
1 0,0109 0,0251
Eprinomectina 2 0,0106 0,0160 10,0-50,0 1,9 5,9
3 0,0104 0,0132

5.4.4 Precisao (Repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial)

Precisdo € a estimativa da dispersdo de resultados entre ensaios independentes,
repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em condi¢6es definidas.
[57] Pode ser avaliada por meio da repetitividade, da reprodutibilidade intralaboratorial e da
reprodutibilidade interlaboratorial. Nesse estudo foram avaliadas a repetitividade e a
reprodutibilidade intralaboratorial expressas pelo coeficiente de variacdo (CV) em
porcentagem.

A repetitividade é a precisdo intracorrida, pode ser definida como o grau de
concordancia entre os resultados de medic6es sucessivas, efetuadas sob as mesmas condicdes
de medicdo. [57] O MAPA estabelece os valores de CV aceitos para o estudo de
repetitividade de acordo com a faixa de concentracdo dos analitos (Tabela 13). Assim, de
acordo com os valores de CV encontrados (Tabela 14) para cada concentragdo de EPRI todos

estdo abaixo daqueles definidos pelo MAPA.

TABELA 13 — CV (%) definidos pelo MAPA.

Coeficiente de Variacdo - CV (%)*

Concentracao (c) Repetitividade Reprodutibilidade

10 ug L < ¢ <100 ug L 13,3 20,0

Fonte: Adaptado MAPA/ACS 2011.
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TABELA 14 — Preciséo (repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial).

PRECISAO EPRINOMECTINA

CONCENTRACAO REPETITIVIDADE REPRODUTIBILIDADE
EPRINOMECTINA INTRALABORATORIAL
(ug L) % CV % CV % CV
(DIA1;n=6) (DIA2;n=6) (DIA3;n=6) % CV (n = 18)
10,0 2,4 7.0 5,7 8,6
20,0 41 3,9 7.1 7.1
30,0 6,5 9,2 4.4 10,1

A reprodutibilidade intralaboratorial refere-se a precisdo intermediaria avaliada
sobre a mesma amostra, amostras idénticas ou padrdes, utilizando 0 mesmo método, mesmo
laboratdrio, mas alterando algumas condicGes, tal como o dia de analise. [57] Os valores
encontrados para a reprodutibilidade intralaboratorial (Tabela 14) sdo menores do que aqueles
estipulados pelo MAPA (Tabela 13). Dessa forma, em termos de precisdo o método
desenvolvido encontra-se validado de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo MAPA.

5.4.5 Recuperacao

A recuperacdo tem por objetivo corrigir o resultado da analise dos erros
sistematicos oriundos dos efeitos de extracdo ou digestdo e das perdas advindas de todas as
etapas da marcha analitica, realizadas até a leitura da resposta instrumental, tais como clean
up, diluicbes ou pré-concentracdes, derivatizagdes, secagens. [57] O MAPA estabelece a faixa

de recuperacdo aceita de acordo com as concentracGes dos analitos (Tabela 15).

Tabela 15 — Recuperacdo (%) aceita pelo MAPA para valores acima e abaixo de 100% a
partir de uma determinada concentragao.

Concentracao (c) Intervalos (%)*

c>210ugl? -20%a+10%

Fonte: Adaptado MAPA/ACS 2011.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 16 observa-se que nos
trés niveis de fortificacdo em estudo a recuperacdo apresentou valores aceitos pelo MAPA,
faixa de 80% a 110%.
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TABELA 16 — Recuperacdo do método de extracdo de residuo de EPRI em leite bovino.

RECUPERACAO EPRINOMECTINA

N CbERIMENTAL %  RECUPERAGAO

(wg LD (ug L) RECUPERACAO MEDIA
10,00 10,03 100,30

10,00 10,37 103,70

10,00 10,71 107,10 10483
10,00 10,48 104,80

10,00 10,67 106,70

10,00 10,64 106,40

20,00 19,19 95,95

20,00 19,10 95,50

20,00 19,59 97,95 04 53
20,00 18,72 93,60

20,00 19,65 98,25

20,00 17,55 87,75

30,00 27,76 92,53

30,00 24,74 82,47

30,00 28,33 94,43 8763
30,00 27,38 91,27

30,00 24,70 82,33

30,00 24,83 82,77

5.4.6 Limite de decisdao (CCa) e capacidade de detec¢ao (CCP)

CCa € o limite em que pode ser decidido se uma amostra é ndo conforme de
acordo com uma probabilidade de erro a. [59] Para substancias permitidas como EPRI, o =
5%, enquanto para substancias banidas o = 1%. [57] CCP é a concentracdo mais baixa de um
analito que pode ser detectada, identificada e quantificada numa amostra, com uma
probabilidade de erro B. [59] Tanto para substancias permitidas quanto para substancias
banidas = 5%. [57]

Os valores de CCa e CCP foram calculados a partir dos resultados de
reprodutibilidade intralaboratorial, sendo utilizadas 20 matrizes brancas fortificadas na
concentragdo do LMR de EPRI. No leite bovino, os valores de CCa e CCPB foram
respectivamente 22,1 ug L e 24,2 ug L. Os valores de CCo e CCP determinados foram
maiores do que o0 LMR.
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De acordo com o0 MAPA, os valores de CCa e CCP sdo sempre maiores que o
LMR, porém devem ser o mais proximo possivel de seu valor. O MAPA também estabelece
que o CCP nado deve ultrapassar mais de duas vezes o valor em fracao da unidade do CV da
Tabela 13 em condi¢bes de reprodutibilidade intralaboratorial, conforme a faixa de
concentracdo do analito, multiplicado pelo LMR (Figura 14). O valor de CCp determinado
para EPRI est& de acordo com a diretriz estabelecida pelo MAPA para o aceite de seu valor.

FIGURA 15 — Calculo CCB em condi¢des de reprodutibilidade intralaboratorial.

(7)

-

CCﬁEL]+2xCV{Tﬂb€M 2.8)

100

] xLMR

Fonte: MAPA/ACS, 2011.

5.4.7 Robustez

De acordo com o MAPA, o estudo de robustez deve ser realizado
demonstrando a estabilidade do método sob diferentes condic6es, no entanto nao especifica as
condicdes que devem ser alteradas. Nesse sentido, como uma proposta de avaliacdo de
robustez do método proposto, foram variadas a vazao da fase mével, a temperatura da coluna
e o lote da coluna cromatografica. Os resultados da robustez para o método desenvolvido
estdo apresentados na Tabela 17. Mesmo com todas as varia¢fes das condi¢cfes analiticas, 0s
valores de concentracdo ndo apresentaram variacGes significativas quando comparadas
aquelas do método original. Dessa forma, o método analitico foi considerado robusto e
apropriado para a aplicacdo em anélises de rotina.
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TABELA 17 — Condic6es cromatogréaficas e valores encontrados no estudo de robustez.

Concentragao Eprinomectina

Parametro VariagOes % Recuperagao

(ugL?)

. 0,490 21,33 106,65

Vazao
. 0,500 18,94 94,70

(mL min )

0,510 21,56 107,80
C18-2 19,56 97,80
Coluna Ci8-1 18,94 94,70
C18-3 20,68 103,40
T g | 39 19,82 99,10
emperatrorca) a coluna 40 18,94 94,70
41 19,97 99,85

6. CONCLUSAO

Foi desenvolvido e validado um novo método analitico de quantificacdo de
residuo de eprinomectina em leite bovino por LC-ESI-MS/MS com etapa de clean up no
método de extracdo proposto. O método analitico cumpriu todos os parametros preconizados
pelo MAPA para alcancar o status de validado. O método validado sera aplicado no estudo de
deplecdo residual do medicamento antiparasitario da empresa Ouro Fino Saide Animal para
determinacdo do periodo de caréncia do ativo eprinomectina em leite bovino. Esse estudo de
deplecdo residual sera realizado apdés a conclusdo do mestrado profissional, os resultados
obtidos e toda a documentacéo pertinente serdo enviados ao MAPA para obtencdo do registro

do medicamento antiparasitario.
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