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RESUMO

Os medicamentos veterinarios podem ser utilizados como ferramentas para auxiliar no
incremento da producédo de avicultura de postura. Uma das classes de medicamentos utilizada
é dos antiparasitarios. O manuseio deve ser realizado de forma correta ja que residuos em
alimentos oferecem riscos a salde publica. No Brasil, é publicado anualmente o Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes com os Limites Maximos de Residuos

definidos para cada composto quimico e a respectiva matriz.

Os objetivos desse trabalho sdo avaliar diferentes varidveis no preparo de amostra a
fim de selecionar as condic¢Ges que proporcionem a obtencdo de uma metodologia eficiéncia e
pratica. Comprovar o desempenho da metodologia proposta. E por fim, avaliar a incidéncia de

antiparasitarios em amostras de ovos coletadas em algumas regifes do Brasil.

O planejamento fatorial completo e fracionado foi utilizado para as otimizacdes
realizadas. A metodologia desenvolvida consiste na extracdo de 2 gramas de amostras com 10
mL de acetonitrila (dividida em duas porc¢des de 2,5 mL e uma de 5,0 mL), agitagdo por 20
min, adicdo de 1g de cloreto de sddio para o salting out, nova agitacdo por 10 min,
centrifugacdo, 30 minutos de purificacdo a baixa temperatura, evaporagdo a 50°C com fluxo
de nitrogénio e ressuspensao em acetonitrila para a analise por cromatografia liquida acoplada

a espectrometria de massas em modo tandem.

Dentre os antiparasitarios analisados alguns metabolitos também foram incluidos. Foi
avaliada a incidéncia do Albendazol, Albendazol sulfona, Albendazol sulféxido, Albendazol
ciclopentil, Albendazol ciclopentil sulfona, Albendazol ciclopentil sulfoxido, Albendazol
amino sulfona, Febendazol, Febendazol sulfona, Febendazol sulféxido, Fipronil, Fipronil
sulfona, Abamectina, Doramectina, Eprinomectina, Flubendazol, Ivermectina, Levamisol,

Monensina, Moxidectina, Mebendazol, Oxibendazol, Praziquantel e Sisapronil.

A metodologia analitica foi utilizada na analise de 348 amostras de ovos as quais
foram coletas pelo Servico de Inspecdo Federal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento. Metade das amostras apresentou quantificacdo e37amostras apresentaram nao

conformidades (concentracdes acima do limite de decisdo (CCa)).

O Albendazol apresentou mais ndo conformidades, 30 amostras. Em segundo lugar, o

Fipronil em 11 amostras. E 0 Mebendazol em uma amostra. A presenca de ndo conformidade
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para mais de um composto foi identificada em 5 amostras. O Albendazol e oFipronilforam

quantificados por seu residuo marcador sulfona em todas as amostras.

Por fim, a metodologia analitica para a determinacdo de antiparasitarios em ovos
atendeu aos critérios de validacdo, além de ter poucas etapas, ser eficiente e confiavel. A
partir do monitoramento das amostras, observa-se a necessidade de uma analise
multirresiduos, e também, ressalta-se a importancia do monitoramento de metabdlitos, ja que,
0os medicamentos utilizados sofrem reacdes de metabolizacdo, e podem ser totalmente

convertidos apds a administragao.

Palavras-Chave: Antiparasitarios, ovos, metabdlitos, cromatografia liquida, espectrometria
de massas.
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ABSTRACT

Veterinary medicine can be used as tools to help increase production of laying poultry.
One of the classes of medicines used is the antiparasitics. The manipulation must be carried
out correctly, residues in foods offer public health risks. In Brazil, the National Plan for the
Control of Residues and Contaminants is published annually with the Maximum Residue

Limits for each chemical compound and matrix.

The objectives of this work are to evaluate different variables in sample preparation, in
order to select the conditions that provide obtaining an efficient and practical methodology.
Prove the performance of proposed methodology. Besides, the last goal is to evaluate the

incidence of antiparasitics in eggs samples collected in Brazil.

The complete and fractional factorial design was used for the optimizations performed.
The development methodology consists in the extraction of 2 g of sample with 10 mL of
acetonitrile (divided into two portions of 2,5 mL and other of 5,0 mL), shaking for 20 min,
addition of 1g of sodium chlorite to salting out, a new shaking for 10 min, centrifugation, 30
min of low temperature purification, evaporation at 50°C with nitrogen flow and resumption

with acetonitrile for analysis by liquid chromatography couple tandem mass spectrometry.

Among the antiparasitics analyzed, some metabolites were also included. It was
evaluated the incidence of Albendazole, Albendazole sulfone, Albendazole sulfoxide,
Albendazole cyclopentyl, Albendazole cyclopentyl sulfone, Albendazole cyclopentyl
sulfoxide, Albendazole amino sulfone, Febendazole, Febendazole sulfone, Febendazol
sulfoxide, Fipronil, Fipronil sulfone, Abamectin, Doramectin, Eprinomectin, Flubendazole,
Ivermectin, Levamisol, Monensin, Moxidectin, Mebendazole, Oxibendazole, Praziquantel e

Sisapronil.

The methodology was used to analysis 348 eggs samples, which gathering was made
by Federal Inspection service of the Ministry of Agriculture, Livestock and Supply. Half of

the samples gathered presented quantifications and 37 samples presented non compliance

(concentration above the limit decision (CCa)).

The Albendazole was the antiparasitic that presented more non compliance: 30
samples. In second and third place were taken by Fipronil (11 samples) and the Mebendazole

(1 sample), respectively. The non compliance presence for more than one compound was
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observed in 5 samples. The Albendazole and Fipronil were quantified in all samples by their

marker residues sulfone.

Finally, the analytical methodology to the determination of antiparasitics in eggs is
suitable, besides being few steps, efficiently and reliably. From the samples monitoring, the
importance of a multiresidue analysis has been observed, and also, the importance of
monitoring metabolites is emphasized, since that the medicines used suffer metabolic

reactions, and can be fully converted after administration.

Keywords: antiparasitics, eggs, metabolites, liquid chromatography, mass spectrometry.



1 Introducéo

O ovo representa uma importante fonte de proteina animal, e quando comparado a
outros alimentos de origem animal, apresenta grande atrativo em relacdo ao custo, fator que
pode contribuir com o incremento no consumo per capita, a cada ano, no Brasil. Assim como
0 consumo, a producdo de ovos no Brasil cresce anualmente e apenas 0,4% da quantidade de
ovos produzidos no Brasil é exportado, o que significa que a maior parte da producdo é

destinada para consumo interno®.

Com o crescimento do consumo de ovos, e alimentos em geral, a busca por estratégias
para auxiliar o aumento da producdo € constante. A avicultura de postura, no Brasil, pode ser
dividida em dois sistemas de criacdo: o intensivo, que é feito em gaiolas ou em galpdes
fechados ou abertos, e 0 extensivo ou alternativo, que é caracterizado por manter as galinhas
livres?. O modo intensivo é o mais utilizado no Brasil e requer grande concentracdo de aves
por espaco, situacdo que possibilita uma rapida transmissdo de doencas bacterianas e
parasitarias?. A fim de preservar a satde das aves, e consequentemente a qualidade dos ovos,
sdo seguidos protocolos de biosseguranca e boas praticas de manejo com higienizacGes
periodicas das areas fisicas das granjas. Além disso, ha utilizacdo de medicamentos

veterinarios para aumentar a imunidade e/ou controlar e tratar doengas aviaria®.

Doencas causadas por parasitas ja causaram perdas de mais de bilhdes de ddlares em
diferentes paises do mundo®. Os antiparasitarios sdo medicamentos que tem a capacidade de
inibir o crescimento de parasitas, e que tem seu uso cada vez mais popular na producao de
alimentos de origem animal. Estes medicamentos apresentam mecanismos especificos para o
combate de determinados parasitas e sdo estaveis. Apresentam resultados positivos e
significativos no tratamento de doencas causadas por parasitas, e também atuam na prevencao

e no incremento da producao.

A popularizagdo do uso de antiparasitarios em animais destinados a producdo de
alimentos, através de doses sub-terapéuticas ou terapéuticas em excesso e/ou de forma
indiscriminada pode causar o desenvolvimento de resisténcia dos patégenos, possibilitando
ndo apenas a resisténcia dos microrganismos presentes nos animais, mas também, uma

resisténcia cruzada dos medicamentos utilizados em terapias para humanos? 4,

Apesar da importancia econdmica envolvida na producdo e utilizacdo de

medicamentos na producdo animal, existem riscos relacionados a salde publica. Nesse



contexto, as normas e regulamentacdes tém por finalidade controlar, fiscalizar e incentivar o
uso correto de medicamentos veterinarios para garantir a inocuidade e melhoria da qualidade

dos alimentos, além de garantir que ndo existam prejuizos a satde humana.

Uma das ferramentas para auxiliar 0s organismos internacionais e de cada pais sao as
analises laboratoriais, que conseguem informar e subsidiar decisdes em prol da saude da
populacdo. Analises com o objetivo de identificar e quantificar a presenca de residuos de
medicamentos veterinarios sdo fundamentais para diagnosticar e subsidiar tomadas de
decisdes em relacdo ao uso indiscriminado dessas drogas. As metodologias analiticas
requerem um conhecimento prévio quanto a composicdo da amostra de trabalho, para que se
identifique e possa minimizar os efeitos de interferentes. Além disso, informacfes sobre os
analitos de interesse, suas caracteristicas a concentracdo que esses compostos poderdo estar

presentes nas amostras, auxiliam na avaliacdo da melhor técnica analitica a ser utilizada.

Alimentos sdo amostras complexas que requerem um preparo de amostra cuidadoso
objetivando eliminar compostos da propria matriz que possam se comportar como
interferentes. Além disso, a etapa de preparo de amostra deve sempre, que possivel, e
harmonizar como desenvolvimento de uma metodologia que leve em consideracdo tempo do
operador, capacidade operacional e residuos gerados. Para identificar e quantificar residuos, a
técnica instrumental deve apresentar sensibilidade e seletividade suficientes. A técnica de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS) é
especialmente vantajosa para esse tipo de amostra e compostos quimicos, uma vez que auxilia
na separacdo dos analitos e dos componentes da amostra, além de apresentar a sensibilidade,

exatiddo, precisdo e seletividade necessarias.

Nesse trabalho serd avaliada a incidéncia de residuos de 15 antiparasitarios e alguns
metabdlitos em amostras de ovos coletadas durante o ano de 2019 em onze estados do Brasil.
Para isso, serdo propostas diferentes estratégias de preparo de amostra de ovos além da
obtencdo das melhores condigdes instrumentais para garantir o desenvolvimento de um
método analitico capaz de identificar e quantificar os residuos de antiparasitarios em ovos por
LC- MS/MS.



2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral
Avaliar a incidéncia de antiparasitarios em ovos coletados pelo Servi¢o de Inspecgao

Federal em diferentes estados do Brasil.

2.2 Objetivos Especificos

1. Realizar planejamento experimental para a otimizacdo do preparo de amostras para a
andlise de antiparasitarios em ovo;

2. Desenvolver e validar metodologia analitica para determinacdo e quantificacdo de
antiparasitarios em ovos por LC-MS/MS;

3. Realizar o monitoramento, pelo periodo de um ano, em amostras ovos oriundas do
Servico de Inspecéo Federal de todo o Brasil utilizando a metodologia validada;

4. Avaliar os antiparasitarios presentes nas amostras analisadas, correlacionando 0s
dados de quantificacdo, para aqueles que ja sdo estabelecidos, com o Limite Maximo de

Residuo (LMR), e para os demais, apenas avaliar a incidéncia.



3 Revisao Bibliografica

3.1 Controle e tratamento de doencas em animais de producéo

A demanda mundial por alimentos de origem de animal incentiva a utilizacdo de
medicamentos veterinarios para a prevencdo, controle e tratamento de doengas em animais de
producdo. Entretanto, os residuos de medicamentos utilizados nos alimentos podem
apresentar prejuizos a saude dos consumidores na forma de efeitos toxicolégicos cronicos,
efeitos farmacoldgicos agudos e efeitos na microflora do trato gastrointestinal, além de
reacdes alérgicas®. Dessa forma, é essencial que exista um programa de monitoramento de

residuos de medicamentos veterinarios nos paises produtores de alimentos.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é responsavel
pelo Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC), que é uma
ferramenta de gerenciamento de risco estabelecida em 1978 e regulamentada pela Instrucao
Normativa 42 de 30 de dezembro de 1999. O PNCRC esta alinhado com a maioria das
recomendacgdes internacionais e segue os principios do Comité do Codex Alimentarius,
organizado pela Food and agriculture Organization of the United States (FAO) e pela World
health organization (WHO) o0 qual estabelece padrdes, guias e codigos na pratica para
garantir a seguranca, qualidade e justica no mercado de alimentos.®Anualmente, é publicado
no Diario Oficial da Unido o escopo do programa que apresenta 0 composto quimico e seus
respectivos limites maximos de residuos (LMR) para determinada matriz e o quantitativo de
amostras a serem analisadas no Brasil ao longo do ano. Ao final desse periodo, os resultados

sdo compilados e publicados no site do MAPA.

Os Laboratorios Federais de Defesa Agropecuaria (LFDA) e a rede de laboratérios
credenciados sdo responsaveis por realizarem as analises das amostras do PNCR. A maior
parte das amostras do PNCRC ¢ analisada pelos LFDAs, que também desenvolvem e validam
métodos analiticos para novas matrizes e/ou analitos para inclusdo no monitoramento; dessa
forma, o PNCRC é constantemente atualizado para contemplar a realidade do Brasil e do

mundo.

3.2 Antiparasitarios na medicina veterinaria
Os antiparasitarios representam uma das classes de medicamentos veterinarios utilizadas

na producdo de alimentos de origem animal e também fazem parte do escopo de analises do



PNCRC’. Sdo utilizados para o controle de parasitas que vivem em um sistema biolégico
onde causam algum tipo de dano ao seu hospedeiro. Dessa forma, assim como para a saude
humana, o controle desses seres vivos é de interesse para a saude animal. Os parasitas podem
ser classificados em ectoparasitos, que sdo caracterizados por viver no corpo do hospedeiro,

ou endoparasitas, que vivem dentro do corpo do hospedeiro.

Neste trabalho, serdo abordados os antiparasitarios de interesse para criacdo de aves e

serdo divididos em trés categorias: anti-helminticos, antiprotozoarios e 0s ectoparasiticidas.

3.2.1 Anti-helminticos

A helmintose é um problema presente na criacdo de aves e é causada, principalmente,
por trés tipos de parasitas: nematodeos, cestddeos e trematddeos. Dentre 0s sintomas
observados, apresentam-se a perda de peso, o crescimento tardio e a predisposicao a outras

doencas. 8

Os medicamentos anti-helminticos sdo utilizados para controlar os parasitas
localizados nos 6rgdos e tecidos dos animais, principalmente, no sistema digestivo. & ° Esses
medicamentos sdo classificados em trés categorias em funcdo da sua composicao:
inorganicos, organicos naturais e organicos sintéticos. A categoria mais utilizada, atualmente,
é a dos sintéticos e eles podem ser administrados via oral, parental ou cutanea.® Os organicos
sintéticos sdo formados por subgrupos caracterizados por sua composicdo quimica, como:

avermectinas, benzimidazois, imidatiazdis e os pirazinoisoquinolonas.

3.2.2 Avermectinas e milbemicinas

As avermectinas e milbemicinas sdo lactonas macrociclicas e diferem pela auséncia de
um grupo dissacarideo no C13 do anel lactonico nas milbemicinas. Fazem parte desse grupo a
abamectina (ABA), a doramectina (DOR), a eprinomectina (EPR), a ivermectina (IVR), que
sd0 obtidas através da fermentacéo de Streptomyces Avermitilise e a moxidectina (MOX), que
é obtida fermentacdo de Streptomyces cyaneogriseus®. Suas estruturas moleculares estdo
apresentadas na Figura 1. O primeiro composto obtido, a IVR, foi sintetizado em 1979.
Descobriu-se o potencial desse grupo para uso como anti-helmintico em funcdo dos efeitos
antibidticos e ectoparasiticidas atribuidos ao anel de lactona macrociclico; dessa forma, a
partir de 1981 iniciou-se a utilizagdo em medicina veterinaria® 1°.Esse grupo de compostos
quimicos tem como caracteristica ser lipofilico, pouco solivel em agua e facilmente soltvel

em solventes organicos. Assim, sua distribuicdo nos organismos se da pela ligacdo a



lipoproteinas na circulacdo sanguinea ®; consequentemente, apresentam como caracteristica

uma longa persisténcia e uma grande distribuicdo?!.

A lvermectina, composto quimico mais utilizado do grupo das avermectinas e
milbemicinas, € um antiparasitario de amplo espectro, usado em aves para tratar de Ascaridia
Gallie Capillaria Obsignata®. O processo de metabolizacdo se da no intestino ou estdmago,
por hidroxilacdo, independente da via de administracdo®. Grande parte dos estudos
envolvendo farmacocinética, metabolismo e periodo de caréncia das avermectinas sdo
realizados em bovinos, suinos, ovinos e caprinos. Entretanto, é de conhecimento que existem
diferentes formulacdes para aves no mercado®' 12, Em galinhas poedeiras, estudos relatam que
a disponibilidade de residuos de Ivermectina encontra-se em maior quantidade no ovo do que
no figado, pele/gordura e no musculo. Isso ocorre pois a IVR presente no plasma e nas
lipoproteinas hepaticas alcancaria os foliculos, durante a fase de crescimento, no processo de
formacdo de évulos no ovario da galinha!l. Quanto ao periodo de permanéncia apds o tempo
de tratamento, existem poucos estudos os quais utilizam abordagens diferentes, logo,
apresentam periodos diferentes quanto a deteccdo de IVR. Existem dados de deteccdo em até
15 dias apds o tratamento por via oral'!, e 8 dias por via oral e intravenosa e 15 dias por via

subcutaneal?.

No Brasil, existe LMR definido para as avermectinas em diferentes espécies e
matrizes. Em aves, existe LMR definido para a matriz figado e musculo, conforme Tabela 1.

Contudo, ndo ha valores definidos para ovos.

Tabela 1. Limite maximo de residuos (LMR) definido para o grupo de Avermectinas no

Brasil

Matriz Composto Quimico LMR (ug kg?)

Abamectina 10

Doramectina 10

Figado Eprinomectina 10

Ivermectina 10

Moxidectina 20

Abamectina 10

Doramectina 10

Mdsculo Eprinomectina 10

Ivermectina 10

Moxidectina 10

Fonte: PNCRC, 2019.
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Figura 1. Estruturas moleculares das Avermectinas

3.2.3 Benzimidazois

Os benzimidazo6is comecaram a ser utilizados a parti de 1961. Sdo insolGveis em agua
e sdo caracterizados por apresentar a mesma estrutura central, 1-2 aminobenzeno. Eles séo
classificados em fungdo do substituinte R1, conforme Figura 2, caracterizando 0s grupos
metilcarbamato, tiazol e halogenados, este Gltimo representado por um tiol halogenado®.
Neste trabalho, o grupo de interesse sera 0 metil carbamato, por isso, sera o Unico abordado.

O substituinte R2 pode ser um composto aromatico ou alifatico, sendo que o primeiro



apresentara uma biotransformacéo retardada e um tempo de permanéncia e meia vida maior

quando comparado ao segundo®.

R, N

\ N
N
H

Figura 2. Estrutura molecular central da classe Benzimidazois

Dentre os diferentes composto quimicos que fazem parte do grupo dos
metilcarbamatos estdo: Albendazol (ALB), Febendazol (FENB), Flubendazol (FBZ),
Mebendazol (MEB) e Oxbendazol (OXB). As estruturas moleculares dos compostos estdo
representadas nas Figuras3 e 4. Ocorre biotransformacdo, preferencialmente no figado e em
tecidos extra-hepaticos, envolvendo processos de oxidagdo (sulfoxidacdo), reducdo de seus
derivados sulfoxido, acetilacdo, hidroxilacdo e reacdes de conjugacdo® 9 0. Essa
transformacao origina compostos inativos e ativos que sdo de interesse, ja que considera-se a
soma do composto e seus metabdlitos para determinar a quantidade de residuos. O
Febendazol é transformado em sulféxido, que é o metabdlito mais ativo e por sua importancia
é conhecido como Oxfendazol (FENB-SO).Posteriormente é transformado em sulfona
(FENB-S0,)%. O Albendazol se metaboliza preferencialmente em sulféxido (ALB-SO) e
sulfona (ALB-SO;). Além desses, existem outros metab6litos que serdo monitorados nesse
trabalho: Albendazol amino sulfona (ALB-NH2-SO>), Albendazol ciclopentil (ALB-CP) que
apresenta comercializagdo, entretanto, por seu elevado custo nédo se popularizou®, Albendazol
ciclopentil sulfoxido (ALB-CP-SO) e Albendazol ciclopentil sulfona (ALB-CP-SO;). As
estruturas moleculares dos principais metabdlitos do Albendazol e Febendazol estdo

representadas na Figura 4.
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Figura 3. Estruturas moleculares do Flubendazol, Mebendazol e Oxbendazol
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Figura 4. Estrutura molecular do a) Albendazol e b) Febendazol e seus metabodlitos

A baixa solubilidade em &gua € o motivo pelo qual a absorcdo dos benzimidazdis no
tubo gastrointestinal é pequena.A absorcao € rapida, e a deteccdo maxima plasmatica, para
FBZ e MEB,ocorre entre 2 a 7 horas apds a administracdo do medicamento®, porém, a
quantidade absorvida no tubo gastrointestinal e os niveis plasméaticos sdo menores quando
comparado ao ALB, FENB e OXB, ja que por sua menor solubilidade no fluido gastrico
apresentam uma absorcdo mais lenta®. A deteccdo maxima plasmatica ocorre entre 6 a 30

horas apds a administragao®.

Em aves, a principal utilizagdo dos benzimidazbis é para o tratamento contra
nematdides localizados no tubo gastrointestinal’®. Mebendazol, Flubendazol e Febendazol sdo

utilizados para o tratamento dos géneros Ascaridia e Capillaria, Oxbendazol é eficaz contra
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0s géneros Ascaridia e Heterakis e Albendazol contra o género Ascaridia e 0 protozoario

Plasmodium Berghei.
No Brasil, existe LMR definido para os benzimidazdis em ovos, conforme Tabela 2.

Tabela 2. Limite maximo de residuos (LMR) do grupo Benzimidaz6l em ovos no Brasil

Composto Quimico LMR (ug kgt)
Albendazol 10
Febendazol 1300
Flubendazol 400
Mebendazol 10
Oxbendazol 10

Fonte: PNCRC, 2019.

3.2.4 Imidatiazois

N&o existe consenso na literatura sobre o ano de descoberta do primeiro composto, o
Tetramisol, desta classe, ha relatos entre os anos 1960 e 19662 % 1 O Tetramisol é uma
mistura racémica de isémeros Opticos destes apenas o isdmero levogiro apresenta

caracteristicas anti-helminticas, o Levamisol.

O Levamisol, com estrutura molecular representada na Figura 5, é solivel em agua e
em temperaturas acima de 40°C pode passar para sua forma protonada e/ou apresentar
precipitacdo em solucdo®. A concentragdo maxima no nivel plasmatico é observado entre 2 e
3 horas ap6s a administracdo por via oral e entre 30 min e 1 hora apds a administragdo por
injecdo subcutanea® e foi relatado a presenca de residuos em ovos até 18 dias apés a
dosagem?®. E utilizado para o tratamento contra nematdides gastrointestinais e pulmonares

como Ascaridia Galli, Heterakis Gallinarum e Capillaria Obsignata e ainda para estimular a

H S,
‘l\]/
=

N

resposta imune celular®: %19,

Figura 5. Estrutura molecular do Levamisol

No Brasil, 0 LMR do Levamisol em ovos é de 10 ug kg™.
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3.2.,5 Pirazinoisoquinolona

Esse grupo quimico é caracterizado por ser utilizado no tratamento de cestéides como
Choanotaenia Infundibulum, Davainea Proglottina e Raillietina Cesticullus em aves®’. O
praziquantel, estrutura molecular representada na Figura 6, é o principal representante deste
grupo, caracteriza uma mistura racémica de isdmeros opticos e é praticamente insoldvel em
agua®. Sua absorcéo é rapida e a biotransformacéo, assim como em outros grupos, ocorre no
figado; a concentracdo plasmatica maxima é atingida entre 30 min e 2 horas apés a
administracdo® 19, O praziquantel é comumente administrado em conjunto a outros compostos
quimicos, 0 que provoca uma diminuicdo de sua biodisponibilidade. Quando administrado
com Albendazol, por exemplo, constatou-se que ocorre um aumento da concentracao
plasmatica do metabdlito do Albendazol sulfoxido, prolongando a permanéncia do
Albendazol®.

o

Figura 6. Estrutura molecular do Praziquantel

No Brasil, o LMR do Praziquantel em ovos é de 200 ug kg.

3.2.6 Anti-protozoarios

Os protozoarios sdo um grupo de parasitas unicelulares pertencentes ao grupo Protista.
Dentre as doencas mais comuns, destaca-se a coccidiose aviaria, que é causada por um
protozoario do género Eimeria, e representa um grande impacto econémico para producédo
avicola. Além das lesbes provocadas na mucosa intestinal, ainda, permite a instalacdo de

outras doencas como enterites por Escherichia coli e Salmonellasp?.

Os medicamentos anticoccidianos sdo divididos em sintéticos e iondforos, de acordo

com sua origem. Neste trabalho, abordaremos apenas os ionoforos.

Os lonéforos foram descobertos em 1950 e as atividades anticoccidianas foram
reconhecidas em 1960°.A palavra significa “que leva ions”,que é atribuido a sua funcdo de

facilitar que fons como Na* e K* passem através da membrana celular'®. Eles apresentam
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amplo espectro e sdo utilizados para a prevencdo de coccidiose aviarias. Eles podem ser
neutros ou carboxilicos. Os neutros formam complexos moleculares catidnicos que sdo

altamente toxicos para aves'®,

A Monensina, que tem estrutura molecular representada na Figura 7, foi o primeiro
composto ionéforo carboxilico utilizado no controle de coccidiose avidaria, é lipossoltvel® e
pouco soltvel em &gual®.E produzida por fermentacio de Streptomyces Cinnamonnensis. E
utilizada por suas propriedades coccidiostaticas e, também, por ser promotor de crescimento®.
A biotransformacdo ocorre nos tecidos e figado®. A concentracdo maxima no plasma é
detectada em 30 minutos e sua meia vida é de 2 horas, nos tecidos e figado pode ser detectada
até 48 e 72 horas, respectivamente, apés a administracdo por via oral'*. Em ovos, estudos
com diferentes concentracGes de administragdo de monensina na rac¢do, via mais comumente

utilizada, relatam a deteccéo em ovos entre 0 2° e 0 21° dia ap6s a administracéo®.

HsG

\

CH;

COOH OH

Figura 7. Estrutura molecular da Monensina

No Brasil, o LMR da Monensina em ovos é de 10 pg kg™.

3.2.7 Ectoparasiticidas

Os ectoparasiticidas sdo utilizados para o controle de parasitos externos nas aves,
principalmente, os piolhos da ordem Mallophaga®. Dentre as diferentes subdivisdes desse
grupo estdo os pertencentes ao grupo dos fenilpirazdis que contempla o Fipronil e o
Sisapronil. Sdo escassas as informagdes referentes a farmacocinética e residuos, de ambos os
compostos, em animais de criacdo para a producdo de alimentos. Séo lipofilicos e pouco

sollveis em agua.

O Fipronil, cuja estrutura molecularesta representada na Figura 8, foi descoberto em
19876 e largamente utilizado no Brasil, desde 1994, como inseticida em plantagdes de soja,

milho e trigo!’. As informacdes referentes ao seu uso em animais encontram-se em maior
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quantidade relacionadas a animais domésticos, como cédes e gatos, do que em animais de
criacdo para producdo de alimentos, como aves de postura. Existem alguns estudos referentes
a farmacocinética do Fipronil em ratos, que demonstram que ocorre absor¢do do composto
pelo trato gastrointestinal e que sua metabolizacdo é rapida; entretanto, ele é amplamente
distribuido e sua meia vida é longa*?, variando em funcdo da concentracdo administrada por
via oral apresenta em média uma meia vida de 149 a 200 horas®. A concentragdo maxima
plasmatica é observada, em ratos, entre 4 e 6 horas'®. Um estudo realizado em aves poedeiras
demonstrou que 15 a 18% da dose administrada é recuperada nos ovos, e desse valor, entre 96
a 98% do residuo é obtido na forma de um de seus cinco metabdlitos, o fipronil sulfona'®,
com estrutura molecular representada na Figura 8. Dentre os metabolitos, o sulfona é o de

maior relevancia e por isso, apenas esse sera monitorado.

o] o]
S// CN // CN
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CF; CF;
Fipronil Fipronil Sulfona

Figura 8. Estrutura molecular do Fipronil e FipronilSulfona

O Sisapronil, estrutura molecular representada na Figura 9, assim como, o Fipronil é
armazenado, preferencialmente, na gordura corporal e liberado lentamente ao sistema
circulatorio. Em estudos com ratos, foi observado que o tempo de meia vida plasmaética foi de
14 dias, em macacos foi de 12,4 dias e em bovinos de 12-16 dias. Apresentou concentracdo
maxima plasmatica em 5 dias em bovinos, e a presenca ainda era detectada apds 140 dias da

administracdo intravenosa.'®



14

Cl Cl

CF,

Figura 9. Estrutura molecular Sisapronil

No Brasil, 0 LMR do Fipronil em ovos é de 20 ug kg*. O Sisapronil sé6 tem LMR

definido, atualmente, para figado bovino, que é 100ug kg™

3.3 Analise de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos
As analises de residuos de medicamentos veterinarios em produtos de origem animal
exigem, tanto do preparo de amostra quanto do método instrumental, uma alta sensibilidade e

especificidade, ja que as concentracOes estdo na ordem de tracos (ng kg™ e pg kg™).

3.3.1 Planejamento experimental para a otimizacéo

Uma ferramenta que possibilita a avaliagio do desempenho das diferentes
metodologias possiveis para o preparo de amostra e condi¢des instrumentais é o planejamento
experimental. Uma das opcdes dessa ferramenta é o planejamento fatorial, que aperfeicoa a

avaliagdo de diferentes variaveis.

Para realizar o planejamento fatorial sdo definidos: os fatores, que sdo as variaveis a
serem analisadas; 0s niveis, que sao os valores dos fatores que compreendem: o nivel baixo (-
) e o nivel alto (+); e o efeito, que € a mudanca na resposta que é avaliada pela diferenca da
média quando se muda o nivel do fator, nomeada de principal, e quando se avalia a diferenca

entre a mudanca de fatores, nomeada de efeito de interagdes?® 2122,

O planejamento fatorial pode ser completo, onde se avalia todas as possiveis
combinagdes entre os niveis dos fatores do experimento. Ou pode ser do tipo fracionado onde
investiga-se as influéncias significativas de cada uma, utilizando um pequeno nimero de

testes experimentais.
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O planejamento fatorial fracionado é representado por 2", onde “2” refere-se aos dois
niveis que cada fator utilizado, e “n” ¢ o numero de fatores, e o resultado ¢ o nimero de
experimentos a serem realizados?% 2. Além do nimero de experimentos calculados, pode-se
acrescentar o chamado ponto de nivel zero, que € um ponto representando os valores médios
dos niveis dos fatores. Esse ponto é acrescentado no experimento, em triplicata, para evitar o
risco de perder a relagdo ndo linear entre os intervalos e verificar alguma falta de ajuste, além
de auxiliar na verificacdo da variabilidade do processo?® 2, Com o niimero de experimentos
definido, obtém-se a combinacdo entre os niveis dos fatores, conforme exemplo da Tabela 3

para um planejamento fatorial 24, que segue a ordem padréo sugerida por Montgomery?2°.

Tabela 3. Planejamento fatorial fracionado para quatro fatores com dois niveis, 24.

Experimento Fatores Ordem
A B C D padrdo

1 - - - -
2 + - - - A
3 - + - - B
4 + + - - Ab
5 - + - C
6 + - + - AC
7 - + + - BC
8 + + + - Abc
9 - - - + D
10 + - - + Ad
11 - + - + Bd
12 + + - + Abd
13 - - + + Cd
14 + - + + Acd
15 - + + + Bcd
16 + + + + Abcd

Fonte: Montgomery, 2013.

A principal ferramenta para a analise estatistica dos resultados, efeitos, € a analise de
variancia (ANOVA). A metodologia de superficie de resposta € utilizada quando se tem a
influéncia de diferentes variaveis em uma unica variavel resposta. Dessa forma, consegue-se
definir as melhores condicbes de trabalho avaliando-se a sensibilidade da variavel resposta

com a variagdo dos fatores.
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3.3.2 Preparo de Amostras
Para a metodologia analitica atender aos critérios e parametros de desempenho da

validacdo, é necessario que o preparo de amostra garanta que:

e Possiveis interferentes, principalmente, os relacionados a natureza da matriz, sejam
eliminados ou minimizados. Componentes presentes na matriz podem interferir na
identificacdo e quantificacdo dos analitos, e ainda, prejudicar as etapas posteriores ao
preparo de amostras. Um exemplo disso € a adsorcdo de proteinas na coluna
cromatografica, resultando numa perda de eficiéncia?® 24 25;

e Ocorra a separagdo dos analitos de interesse dos outros compostos quimicos e/ou
concentrando 0s compostos quimicos alvos para que se obtenha uma melhor

disponibilidade para posterior detecgdo??: 2425,

O preparo de amostra € uma etapa fundamental para o desempenho de uma
metodologia analitica e, também, € a etapa onde a maior parte do tempo de analise é utilizada
e a maioria dos erros analiticos é atribuida. Os ovos sdo constituidos de &gua,
aproximadamente 74%, além de proteinas e lipideos®. A fracdo lipidica é composta, em
maior parte, por triglicerideos (66%), fosfolipidios (12%) e colesterol (6%)%. Esses
compostos interferem na reprodutibilidade de uma metodologia analitica, principalmente, as
diferentes classes lipidicas presente no ovo. A alta quantidade de triglicerideos no extrato
pode formar gotas na pré-coluna ou na coluna e os fosfolipidios podem causar supressao

ibnica?3 26,

Dentre os procedimentos de extragao existente, destacam-se a extracdo liquido-liquido
(LLE, do inglés liquid-liquid extration) e a extragdo em fase solida (SPE, do inglés solid
phase extration). A LLE é baseada na diferenca de afinidade dos compostos quimicos da
amostra entre duas fases imisciveis, aquosa e organica. Dessa maneira, 0S compostos
hidrofilicos terdo maior afinidade pela fase polar e os hidrofébicos pela fase apolar?*27:28, Na
SPE, a separacdo dos compostos ocorre pela diferenca de afinidade entre a fase em que se
encontram e a fase estacionaria, na primeira etapa os analitos apresentam afinidade pela fase
estacionaria,na segunda etapa utiliza-se diferentes solventes em diferentes lavagens para a
remocao de interferentes e, por fim, € utilizado o solvente de maior afinidade dos analitos para
elui-los?#27:28, O SPE apresenta uma melhor remocéo dos interferentes e uma extracdo mais
completa, entretanto, é uma técnica mais demorada e imp&e limitacdes quanto a capacidade

operacional da metodologia.
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Compostos de interesse mais polares que 0s componentes da matriz podem nédo ser
extraidos com eficiéncia empregando-se a técnica LLE. Para isso, necessita-se de um solvente
organico com constante dielétrica maior?’, e que, conseqlientemente, serd miscivel com a
agua. Uma opcdo € a utilizacdo do salting out, que é a adicdo de um sal inorganico a mistura,
ocasionando a separacdo das fases?®, ja que as moléculas de agua terdo maior preferéncia pela
solvatacdo dos ions do sal do que do solvente e compostos organicos. Dessa forma, as fases
irdo separar e os analitos migrardo para o solvente organico®®. A extracédo liquido-liquido
assistida por salting out (SALLE, do inglés salting out assisted liquid-liquid extration)
também induz a precipitacdo de proteinas, auxiliando, também, na limpeza da amostra®®: 2°,

chamada também de clean up.

Outras opcdes utilizadas para realizar a etapa de limpeza do extrato sdo baixa
temperatura e a utilizacdo de sorventes. A baixa temperatura é utilizada para diminuir a
solubilidade e precipitar proteinas. Os sorventes sao adicionados com o intuito de adsorver e
reter componentes da matriz que se comportariam como interferentes, sdo exemplos de

sorventes o etilenodiamino-N-propil (PSA) e Octadecilsilano (C1s)*.

3.3.3 Andlise Instrumental para residuos de medicamentos veterinarios

A utilizacdo de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-
MS/MS) nas andlises de residuos de medicamentos veterinarios, em especial, de
antiparasitarios em alimentos de origem animal, é adequada, ja que essas técnicas oferecem a
seletividade e sensibilidade necessarias para identificacdo e quantificacdo desses compostos

quimicos em misturas complexas3t: 3233,

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma das técnicas analiticas mais utilizadas
para a separacdo de substancias presentes em matrizes complexas. Tal popularidade é
atribuida a eficiéncia e ao poder de resolucdo das colunas modernas®3. A evolucéo das colunas

cromatograficas ocorreu em funcéo das particulas utilizadas como recheio®*.

A combinacdo da cromatografia liquida com diferentes técnicas analiticas como
ultravioleta, fluorescéncia e indice de refracdo é possivel. Entretanto, a combinacdo com a
maioria das técnicas analitica fornece uma separacdo efetiva das substancias, mas a sua
identificacdo ndo é univoca, ja que apresentar um tempo de retencdo (t)) em determinadas
condicdes é caracteristico das substancias quimicas, mas ndo Unico, ou seja, mais de uma

substancia pode apresentar o mesmo t.. Além disso, pode ocorrer coeluicdo de dois picos e
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esses, erroneamente, sdo identificados como uma Unica substancia. Nesse contexto, surge a
espectrometria de massas para complementar a cromatografia liquida. Uma discussdo maior

sobre a técnica de cromatografia liquida é realizada no Anexo |I.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (MS)
tem como vantagens a possibilidade de avaliar moléculas pequenas (1000 Da) a moléculas
grandes (>100 000 Da), permitir uma identificacdo univoca ja que utiliza a massa molecular
do composto e de seus fragmentos para identificacdo e apresentar alta precisdo e
sensibilidade® 23, A utilizacdo da cromatografia liquida como introdutora de amostras no MS
favorece o desempenho, apresentando um melhor rendimento, j& que a separacao
cromatografica possibilita a analise dos compostos mais puros, com uma menor quantidade de

interferentes.

Dentre as diferentes fontes de ionizacdo desenvolvidas, a ionizacdo por eletrospray
(ESI) mostrara-se vantajosa para realizar o processo de transformacao da amostra liquida que
sai da coluna para a fase gasosa e sua ionizagdo, todo esse processo em pressdo atmosférica.
Pela sua maior popularidade® e pela utilizagdo nesse trabalho, apenas a ESI sera abordada. A
solucdo da amostra com os analitos de interesse é transferida para a cAmara de ionizacdo por
um tubo capilar, ao qual é aplicado uma alta tensdo. Se ela for positiva, ocorre a formacédo de
fons positivos (protonacdo), comumente representado por [M+nH]™, e quando uma tenséo
negativa € aplicada, ocorre a desprotonacdo ([M-nH]™). A ocorréncia de moléculas com carga
diferente da unitaria ocorre em massas moleculares superiores das de interesse desse trabalho;
ainda, além da protonacdo, pode ocorrer a coordenacdo com cations como o de amodnia
[M+NH.]*.

O fluxo de ions proveniente da fonte de ionizagdo é acelerado por um campo elétrico e
passa para o analisador de massas, 0 qual separa os ions em funcdo da relacdo entre a sua
massa e a carga, m/z. Existem também diferentes tipos de analisadores de massas, como o de
setor magnético, que utiliza um campo magnético para acelerar 0s ions que tracam uma rota
curva que se relaciona com a massa do fon®, o de foco duplo que combina o campo
magnético e um campo elétrico para incrementar a resolucdo e exatiddo de massa em relacao
ao anterior3% 35, o por tempo de voo (TOF, do inglés time of flight) que baseia-se que dois ions
criados a0 mesmo tempo com mesma energia cinética terdo seu tempo de véo relacionado

com suas massas®® 3% 35 e o quadrupolo, que sera detalhado a seguir. O que difere na
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utilizacdo desses analisadores sdo as necessidades da analise quimica quanto a resolucéo,

sensibilidade e exatiddo, custos e espaco fisico do laboratorio.

O analisador de massas do tipo quadrupolo é um dos mais populares®® 35,
principalmente, em analises de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos?6: 36: 37; 38;
3 Existe ainda, o quadrupolo ion trap, aprisionador de ions, conhecido como quadrupolo

tridimensional.

Para aprimorar as qualidades analiticas da espectrometria de massas e oferecer melhor
seletividade e sensibilidade surge a espectrometria de massas no modo tandem (MS/MS), que
ndo utiliza apenas um analisador de massas, mas dois estagios, onde o primeiro é responsavel
por isolar os ions de interesse de determinado m/z gerados pela fonte de ionizacdo e o
segundo relaciona os ions produtos gerados pela fragmentacdo induzida do ion selecionado no
primeiro estagio.

O triplo quadrupolo utiliza trés quadrupolos em série. O primeiro é responsavel pela
selecdo do ion com 0 m/z desejado. O segundo ndo € utilizado como um analisador, mas sim
como uma célula de colisdo, que tem por objetivo fragmentar os ions selecionados no
primeiro quadrupolo. E por Gltimo, os fons produtos séo analisados no terceiro quadrupolo®,

conforme demonstrado na Figura 10.

=z JIeliak~

Fonte Célula de alta pressio

is de cortina —++ Detector
Figura 10. Esquema de um espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo da marca
SCIEX

Fonte: SCIEX, 2010

O modo tandem também é utilizado com o analisador ion trap, a Figura 11 apresenta
um modelo de sistema do Qtrap da marca SCIEX que apresentam a QJet e 0 QO, que sdo
utilizados para realizar a interface entre a fonte de ionizacdo e o analisador de massas e
focalizar o fluxo de ions, o primeiro quadrupolo (Q1), a célula de colisdo, eo terceiro

quadrupolo é do tipo ion trap.
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Figura 11.Esquema de um espectrémetro de massas do tipoQtrap
Fonte: SCIEX, 2010.

Apesar das caracteristicas de cada analisador de massas, o triploquadrupolo e o Qtrap
foram utilizados no mesmo modo de aquisicdo o Multiple Reaction Monitoring (MRM) ou
monitoramento de multiplas reacGes, que tem como objetivo obter informacdes a respeito de
diferentes ions, pré-selecionados, ao mesmo tempo, onde a relagdo m/z do aduto formado por
cada um na fonte de ionizacdo € monitorado e selecionado no Q1, e os fragmentos mais
intensos de cada composto s&o monitorados no Q3%%: 37, O MRM ¢ utilizado para analises
quantitativas. Nesse estudo, serdo avaliados dois fragmentos para cada composto, 0 mais
intenso serd o quantificador e o segundo o qualificador. A utilizacdo de dois sistemas
diferentes, nesse trabalho, justifica-se pela necessidade de avaliar a reprodutibilidade
intralaboratorial e pela disponibilidade de equipamentos do laboratério.

Uma abordagem mais profunda do sistema de analisador de massas, da fonte de

ionizacdo e modos de aquisi¢do é realizada no Anexo II.

3.3.3.1 Parametros de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

avaliados no desenvolvimento de um método

Para o desenvolvimento do método de LC-MS/MS € necessario que a otimizagao e
avaliacdo de alguns parametros sejam realizadas para obtencdo de um método analitico com
melhor desempenho. Esses pardmetros podem ser realizados em trés etapas e,
preferencialmente, nessa ordem: a otimizacdo das condigdes de fragmentacdo dos compostos
quimicos de interesse, a otimizacdo dos parametros da fonte de ionizacdo e, por fim, as
condicdes cromatograficas.

A otimizacdo da fragmentacdo dos compostos quimicos é realizada pela infusdo de

uma solucgdo contendo apenas o analito de interesse, e sdo obtidos os ions produtos com maior
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intensidade. Vencida esta fase, para eles sdo avaliados: a CAD (Collision activated
dissociation), que controla a pressdo do gas de colisdo que tem objetivo concentrar 0s ions a
medida que passam pela célula de colisdo; o potencial de desagrupamento, DP (Declustering
potential), que controla a tensdo aplicada sobre o orificio de entrada dos ions no analisador de
massas auxiliando na retirada de solvente que ainda estiver presente;o potencial de entrada,
EP (Entrance potencial), que controla o potencial de entrada dos analitos no QO; o potencial
de saida da célula de colisdo, CXP (Collision cell exit potencial), que controla o potencial de
saida do Q2; a energia de colisdo, CE (Collision Energy), que é a diferenca de potencial da
entrada (QO) e a tensdo na célula de colisdo (Q2).

A otimizacdo dos parametros da fonte de ions é realizada por um procedimento
chamado FIA (do inglés flow injection analysis). Os parametros avaliados sdo: o gas de
cortina CUR (Curtain gas), que controla o fluxo do gas que passa entre a curtain plate e o
orificio de entrada, e evita que o ar do ambiente e as goticulas do solvente entrem e
contaminem a éptica do equipamento; o gas da fonte de ions 1GS1 (lon source gas 1),que
controla o gas nebulizador; o gas da fonte de ions 2 GS2 (lon source gas2), que controla o gas
auxiliar que ajuda na evaporacgéo das goticulas da nebulizagdo; a voltagem do spray de ions IS
(lon Spray Voltage), que controla a voltagem aplicada no capilar de nebulizacdo da amostra; e
a temperatura TEM, que controla o calor aplicado para vaporizar a amostra.

As condigdes cromatograficas sdo otimizadas apos ter sido realizada a avaliagdo dos
parametros dos fragmentos e da fonte. O solvente, tampdes e aditivos utilizados na fase mével
interferem ndo apenas na separacdo cromatografica como também nas etapas envolvidas para
analise de espectrometria de massas, como na ionizacdo dos ions. A fase estacionaria
influencia diretamente na resolucéo da separacdo, por isso, existem alguns fatores que podem
ser avaliados, como recheio, didmetro e comprimento. E ainda, em cromatografia que
utilizem o modo de eluicdo de gradiente, a avaliagdo das proporgdes das fases moveis
utilizadas ao longo da corrida cromatografica e interessante para melhorar a separacdo entre

0S picos e para que co-eluicdes sejam evitadas.

3.4 Anadlise de residuos de medicamentos veterindrios em ovos

A anélise de antiparasitarios em ovos utilizando a técnica de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas em modo tandem requer um preparo de amostras
cuidadoso, a fim de minimizar os interferentes da matriz e possibilitar as condicdes ideais
para a disponibilidade dos analitos no extrato final, atendendo aos critérios de desempenho

requeridos para a metodologia analitica proposta. Busca-se sempre otimizar o preparo de
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amostra a fim de envolver menos etapas, tornando a analise mais rapida e utilizando menos
insumos, tornando-a mais ambientalmente amigavel. A Tabela 4 apresenta uma relacdo de
trabalhos publicados envolvendo a analise de compostos de interesse desse trabalho na matriz
ovos, a grande maioria utiliza a técnica de LC-MS/MS. Também sdo apresentadas as etapas

de preparo de amostra empregadas e os dados de desempenho avaliados

A comparagdo entre os diferentes trabalhos envolvendo o desenvolvimento de
metodologia analitica demonstra que a utilizacdo de LC-MS/MS requer um preparo de
amostras mais complexos e com mais etapas quando comparado a utilizacdo de outras
técnicas de separacio e detecgdo. E possivel observar o motivo pelo qual LC-MS/MS é uma
técnica vantajosa para a analise de residuos ja que obtém limites de deteccdo e quantificagdo

inferiores aos obtidos utilizando outras técnicas instrumentais.
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Tabela 4. Artigos publicados nos ultimos dez anos para analise de residuos de antiparasitarios para a matriz ovos de galinha. Enfase nas
abordagens de preparo de amostra, técnica analitica utilizada e parametros de validacdo avaliados.

- . Analitos Escopo do Técnica Coluna Fase A s
Referéncia Matriz o ) Preparo de amostra - ) Parametros de validacéo
similares método Instrumental | Cromatografica movel
ALB,ALB- . .
SO, ALB-S02 - 0,5 g de amostra Cromatografia ACN Nivel de ?\éggagai. 350‘ 500
Moreno et | owose ALB-NH2- - Extracdo: ACN Liquida com c18 o HE <& 1
N x 0,025 M LDs: entre 5 e 134 pg kg
al plasmade | SO2, FENB, Benzimidazois -Evaporacéo detector de 4,6 x 250 mm ) 4
. Lo . acetato de | LQs: entre 100 e 250 pg kg
(2011)% galinha FEN-SO, -Reconstituicéo na ultravioleta 5pum aménio Recuperagdo e Precisao de
FEN-SO2, fase movel (LC-UV) icor do
OXB
ALB. ALB- -3 g de amostra Eletroforese Nivel de avaliagéo: 50,100 e
Alvarez et O\I/(_)shde 802,7 ALB- - Extraéé(i]:EAF;CN Capl)ildar‘ . 200 pg kgt »
al galinha, NH2-502, Benzimidazois - QUEC NS acopla aa_ i i S: entre 3~e-23 ng Ng
b1 codorna e FENB. FEN- - Evaporacéo espectrometria Recuperacéo: variagdo
(2013) faiséo SO?2 ,OXB -Ressuspensdo ACN/ de massa maior que aceitavel
' ac. fomico 99:1 (CE-ESI-MS) Preciséo: de acordo
-5 mL de amostra
- preparo da amostra
com: MgSO,4, ACN
acidificada,
diclorometano. Nivel de avaliagdo: de 25 a
Santaladc -Evaporagao Cromatografia A ACN 150 pg kgt
haiyakit et Ovos de ALB, FENB, -Ressuspensao com liquida com Inertsil C18 B.' H.0 LDs: entre 7,2 e 14,4 ug kg
| galinha e FENB-SO, Benzimidazois agua detector de 4,6mm x 150 mm 0 i%zac Recuperagéo: Alguns niveis
a 042 pato MEB -Microextracdo com photo diodo 5um fé’)rmico. apresentam variagdo acima
(2014) etapas que utlizam: (LC-PDA)

acetato de sédio,
metanol, 1-octanol,
ultrassom.
-Ressuspensdo em
metanol

da aceitavel
Precisdo: de acordo
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Tabela 4. Artigos publicados nos ultimos dez anos para analise de residuos de antiparasitarios para a matriz ovos de galinha. Enfase nas

abordagens de preparo de amostra, técnica analitica utilizada e parametros de validacdo avaliados.

(Continuacao)

A . Analitos Escopo do Técnica Coluna Fase A S
Referéncia Matriz - . Preparo de amostra . . Parametros de validacéo
similares meétodo Instrumental | Cromatografica movel
- 2 g de amostra . I
. . Nivel de avalia¢do: 10 pg
ALB,ALB- “Extragao: ACN:H,0 Cromatografia kgro
(8:2) 0,1% &c. L A 1
SO, ALB- L Liquida ) e 200 pg kg
Piatkowsk SO2, FENB Formico lada C18 Hal Metanol:H FBZ
Ovos de ' ' -etapas envolvem: acoplacaa alo 20 (8:2) para
aetal . FENB-SO, Coccidiostaticos ’ espectrometria 2,1 x 150 mm ' LQs: 1 ugkg?
galinha EDTA, ultrassom, B:H.O .
(2014)p43 FENB-SO2, N&,SO.. HvbridSPE em modo 2,7 pm 0.1% &c Recuperagcéo: de acordo
FBZ, MEB, SIZDE ;’evg oracio ’ tandem f(”)rn:ico. Precisdo: MEB apresentou
0OXB, MONE P X §40. (LC-MS/MS) CV fora do aceitavel para
“Ressuspensdo em repetitividade
Metanol: ACN (8:2)
DOR, EPR, Avermectinas
MOX, ABA, Benzimidazois - 4 g de amostra A
ALB, ALB- B-Agonistas -Extrator: ACN Cromatografia ) . L
Ovos de g I X . . .g ! Metanol: Nivel de avaliacdo: 5, 7,5 €
alinha SO, ALB- Corticoides - clean up a baixa Liquida ACN (3:1) 10 e kel
Chung et galinna, SO2, ALB- | Coccidiostaticos | temperatura (-80°C) acoplada a CSHC18 P _ug & N
Leite . . . . 0,5mM ac. LQs: 5 pgkg
al . NH2-SO2, Lincosamidas - parte aquosa ¢ espectrometria 2,1 x 150 mm L. ~ .
bovino e . . . férmico Recuperacdo: valores acima
(2015)% carne do FENB, FENB- |  Macrolideos filtrada e injetada em modo 1,7 pm B H,0 0.5 do aceitavel
orco SO, FENB- NSAIDs com 50 mM formiato tandem ml\/2I éc' P recisio- aceitével
P SO2, FBZ, Quinolonas de amdni/acido (LC-MS/MS) férmicc; )
OXB, LEV, Tranquilizantes férmico em ACN
MONE
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Tabela 4. Artigos publicados nos ultimos dez anos para analise de residuos de antiparasitarios para a matriz ovos de galinha. Enfase nas

abordagens de preparo de amostra, técnica analitica utilizada e parametros de validacdo avaliados.
(Continuacao)

A . Analitos Escopo do Técnica Coluna Fase A S
Referéncia Matriz - . Preparo de amostra . . Parametros de validagéo
similares meétodo Instrumental | Cromatografica movel
- 5 g de amostra
- Extrator: ACN Cromatoarafia
- M@.S04+ NaCl Liquiga Nivel de avaliacdo: 0,01, 0,1
5 -1
Zhang et - re-extragdo com . ) el ugkg
9 O,VOS € ACN acoplada a_ Zorbax SB-Aq A: ACN Recuperacéo e Preciséo
al musculo FIP FIP . espectrometria 3,5 x 150 mm .
. - Evaporagdo B:H.O estdo de acordo
(2016)% | degalinha -SPE em modo 3,5 pm
- Reconstituigdo em tandem
ACN:H,00,1% ac. | (-CMSIMS)
Férmico (6:4)
- 2 g de amostra
- Extrator: ACN Cromatografia 5mM de
Barreto et - clean up a baixa Liquida‘ Poroshell 120 ac. férmico | Nivel de aval»ilagéo: 10 pg
Ovos de temperatura (-30 a - acoplada a EC-C18 el Mm kg
al alinha MONE Coccidiostaticos 10°C) espectrometria 3.0% 50 mm acetato de LQ: 2,5 ugkg?
(2017)046 g - Evaporagéo em modo ' 27 um amonio Recuperagéo esta de acordo
- Particdo com tandem B A: H0
Hexano e ACN:H;O (LC-MS/MS) B: ACN
(50:50)
Cromatografia . I
. Nivel de avalia¢do:0,2, 2,
FIP, FIP-SO2, -5 g de amostra Liquida 050 030 ﬁg et
Guo et al Qvos e FIpI’O.nI.| - Extrator: ACN acoplada a. BEH C18 A H,O LD: 0.4 0,1 ng kg™
2018)47 musculo | FIP e FIP-SO2 desulfinil, -Ultrassom espectrometria 2,1 x 100 mm B ACN LO: 1,0 0,2 ng kg’
( ) de galinha Fipronil - NaCl em modo 1,7 um ' Recu ' elia éo,e gec?séo
sulfoxido - QUEChERS tandem perag P

(LC-MS/MS)

estdo de acordo
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Tabela 4. Artigos publicados nos ultimos dez anos para analise de residuos de antiparasitarios para a matriz ovos de galinha. Enfase nas

abordagens de preparo de amostra, técnica analitica utilizada e pardmetros de validagao avaliados.

(Continuacao)

A . Analitos Escopo do Técnica Coluna Fase A S
Referéncia Matriz - . Preparo de amostra . . Parametros de validagéo
similares meétodo Instrumental | Cromatografica movel
- 5 g de amostra
- Extrator: ACN Cromatoarafia
acidificada Li uiga A H0 Nivel de avalia¢do: 50, 100
Agrotoxicos - Etapas envolendo: acoqla daa Shim-pack XR- 5n.1M2 de €200 ug kg
Xu et al Ovos de ABA, IVR, Micotoxinas Na,SO,4 e NaCl e ec't)rometria ODS 1l acetato de LQ:0,1a6,1 pgkg?
(2018)*8 galinha FIP, FIP-SO2 Medicamentos - Etapa de clean up Zm modo 2 x 150 mm aménio Recuperagéo: com varia¢do
veterinarios com Fe30,- 2,2 um ) ndo aceitaveis
MWCNTS tandem B: Metanol Precisdo: de acordo
L (LC-MS/MS) '
- Diluicdo com
Metanol:H,0 (50:50)
- 10 g de amostra
- Extrator: ACN
- Etapas com Na,SO Cromatografia L
,p' AR . .g ! ) Nivel de avaliagdo: 0,5, 1,0,
Ovos, e &cido cloridrico Liquida ACN:H,O 1
Kolanovic i i i . Poroshel 120 EC 1,5e 10 ngkg
musculo, lavagens comn acoplada a 0,1M 4
. . C18 LD: 0,04 ng kg
etal figado e LEV LEV hexano espectrometria acetato de 1
; 3 x50 mm o LQ: 0,15 pgkg
(2019)% rimde - SPE em modo amonio x -
. x 2,7 um i Recuperagdo e precisédo
galinha - Evaporagéo tandem (50:50) estio de acordo
- Ressuspensdo com (LC-MS/MS)
Metanol:Fase mdvel
(2:8)
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Tabela 4. Artigos publicados nos ultimos dez anos para analise de residuos de antiparasitarios para a matriz ovos de galinha. Enfase nas

abordagens de preparo de amostra, técnica analitica utilizada e parametros de validacdo avaliados.

(Continuacao)
A . Analitos Escopo do Técnica Coluna Fase A —
Referéncia Matriz - ) P Preparo de amostra . . Parametros de validagao®
similares meétodo Instrumental | Cromatografica movel
- 2 g de amostra
-Extrator:

Masculo ACN:Metanol 1% &c.

de aves férmico (95:5) A: H,0

bovino’ - Etapas envolvem Cromatografia 0,1% éc. Nivel de avalia¢éo:0,5, 1,0,

Chang et suino e de Mgzso4’e f:ltrato de L|qU|da‘ Poroshel 120 SB- férmico e - 2,5¢ 5,91ug kg

peixe, rim Coccicidiosttic sadio. acoplada a C18 5mM LQ: 0,5 ugkg™ paraPRAZ e

al o fi ;1 4o LEV e PRAZ o5 -2 etapas de clean up | espectrometria 3 x 150 mm formiato transicdo ndo especifica para
(2019)%° -9 com ACN saturada em modo de amdnio LEV
suino, ovos 2,7 pm N s
de qalinha com n-hexano tandem B: Metanol Recuperagao e precisao
egleite -Adicdo de DMSO (LC-MS/MS) 0,1% éc. estdo de acordo
bovino - Evaporagdo férmico
-Ressuspensdo em
80% metanol 0,1% &c.
Férmico.
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Tabela 4. Artigos publicados nos ultimos dez anos para analise de residuos de antiparasitarios para a matriz ovos de galinha. Enfase nas

abordagens de preparo de amostra, técnica analitica utilizada e parametros de validacdo avaliados.

(Continuacao)

A . Analitos Escopo do Técnica Coluna Fase A S
Referéncia Matriz - ) Preparo de amostra . . Parametros de validagéo
similares meétodo Instrumental | Cromatografica movel
Cromatografia
Liquida
acoplada a ]
- 5 g de amostra espectrometria A nljli/? > Nivel de avaliagéo: 10, 50 e
- Extrator: ACN 0,1% em modo acetato de 100 pg kgt
ac. acético tandem Zorbax Eclipse aménio LD: 2 pgkg'para ABAel
Song et al Ovos de ABA, IVR, Adrotoxicos - QUEChERS (LC-MS/MS) e Plus C18 0.1% 4c ug kg para os demais
(2019)%t galinha FIP, FIP-SO2 g - d- SPE Cromatografia 2,1 x 100 mm f(ljrmico. LQ:entre 3e 5 pug kg
- Evaporagéo Gasosa 3,5 um B: Metanol Recuperagéo: IVR néo
- Ressuspensao em acoplada a : , obteve valores aceitaveis
. 0,1% éac. .
Metanol espectrometria . Precisdo:de acordo
férmico
em modo
tandem
(GC-MS/MS)
Musculo ~2mL O_'e amostra Cromatografia Nivel de avaliagéo: 10, 20 e
de aves, - Extrator: ACN 0,1% L. 4
suino e 4. acético Liquida A: H,0 10 40 ug L
Yooetal | bovino, | LEV,PRAZ _cleanup comACN | _2copladaa | Gemini NX C18 mM LD:03al5ugl?
. ' " | Anti helminticos espectrometria 2 x 100 mm formiato LQ:1,0a2,1 ugL?
(2020)>? leite EPR saturada de n-hexano . .. x
. « em modo 3 um de aménio Recuperacdo: valores ndo
bovino e - Evaporacgdo . oo
ovos de - Ressuspensio com tandem B: Metanol | aceitaveis para alguns niveis
. P i (LC-MS/MS) Preciséo: de acordo
galinha fase moével B

®0s parametros descritos so relativos apenas aos analitos de interesse desse trabalho.

b As metodologias de avaliagio de desempenho ndo consideram o niimero de replicatas minimo da Diretiva 2002/657/EC.

°Extensdo de escopo, ndo é avaliado a seletividade e reprodutibilidade intermediaria.

Os parametros de recuperacao e precisdo sao avaliados de acordo com os critérios da Diretiva 2002/657/EC para a faixa de concentragdo correspondente.
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3.5 Avaliacdo de desempenho de uma metodologia analitica

Garantir que as melhores condicdes de analise sejam definidas na etapa de
desenvolvimento do método é imprescindivel para a obtencdo de bons resultados. Para avaliar
se a metodologia desenvolvida apresenta desempenho adequado, manuais e instrucdes
normativas de validagdo de métodos foram elaborados, abordando algumas etapas para a esta
comprovacdo. Nesse trabalho, sdo utilizados para a avaliacdo do desempenho a Diretiva
2002/657/EC, o Manual de Garantia da Qualidade Analitica do MAPA e a Orientacdo sobre
validacdo de métodos analiticos do INMETRO.

3.5.1 Seletividade e Efeito de matriz

Seletividade € a capacidade de uma metodologia analitica de identificar e quantificar
um analito na presencga de outros analitos, componentes da matriz, produtos de degradacao,
metabolitos, entre outros®® 5% 55, Dessa forma, um procedimento analitico que identifica e

quantifica diferentes compostos quimicos em uma Unica analise € seletivo.

Para a avaliacdo da seletividade a literatura apresenta diferentes possibilidades
envolvendo a avaliacdo do sinal da matriz processada, da matriz processada com os analitos
presentes, os analitos em solvente, além da adicdo de potenciais interferentes na presencga do
analito® 5% %5 No presente trabalho, a seletividade foi avaliada através da comparagdo do
sinal obtido com a andlise de 21 amostras brancas, uma amostra fortificada no nivel de
quantificacdo e de um padrdo em solvente, avaliando-se a presenca de interferentes de mesma
razdo m/z e tempo de retencdo caracteristico de cada composto. Dentre os compostos de
antiparasitarios existe o interesse e a disponibilidade de alguns metabdlitos, por isso, para
alguns analitos, serd realizada a avaliacdo da distingdo entre o composto quimico e seus

metabdlitos.

O efeito de matriz € um estudo de seletividade que objetiva avaliar a interferéncia de
algum componente da matriz que pode afetar a intensidade, aumentando-a ou diminuindo-a
em uma determinada faixa de concentracdo®® % Dentre os diferentes procedimentos
encontrados na literatura® %4, um dos utilizados é a comparacgéo entre diferentes niveis de
concentracdo, para cada composto, em solvente e em matriz, em triplicata. Para avaliar se
cada nivel obtido em solvente e em matriz sdo estatisticamente iguais, realiza-se os calculos®

abaixo:
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1. Calcular a variancia entre as trés curvas em solvente e as trés curvas em matriz,
conforme a equacéo 1, para cada nivel 4;

(xn_f)z
s? =21, N1 @

Onde:

s2 = variancia do nivel 4 da curva em matriz ou em solvente

Xn= 0 valor do nivel 4 da curva em matriz ou em solvente

X = média dos valoresdo nivelidas curvas em matriz ou em solvente

n = numero de pontos do nivel <para as curvas em matriz ou solvente

2. Comparar as variancias do nivel 4« em matriz e em solvente e realizar a mesma
comparacdo para o coeficiente linear utilizando o teste F (Fischer-Snedecor), conforme
equacao 2;

e )
Onde:

s%i1 e S%p = as variancias do nivel 4 das curvas em matriz e em solvente, sendo o maior valor

no numerador

3. Comparar 0 Fcac COM 0 Franelado para graus de liberdade igual a n-1 e um nivel de
significancia de a=0,05;

a) Caso 0 Fcalc< Ftabelado, as Variancias podem ser consideradas iguais, logo podem ser
agrupadas para avaliar a equivaléncias das medias do nivel 4 das curvas em matriz e em

solvente, atraveés do teste #, conforme equacao 3;

|%41—%i2
Lealci = — ©)

1 1
ni1 M2

Onde:

2 _ (ni1—1)s%;1+(ni2—1)s% 2 (4)
(n¢‘1+n¢‘2—2)

S

b) Caso 0 Feac>Frabelado, @S varidncias ndo séo estatisticamente equivalentes, e a matriz
apresenta interferéncia na precisdo do método. Dessa forma, avalia-se a o efeito de matriz

utilizando a equacéo 5 e considerando os graus de liberdade obtidos pela equacéo 6.
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®)
54,12 54,22 2
("i 1 * ni,2 )
Vi = 54'12 5 54‘22 2 -2 (6)
(—”1,1 ) (—ni‘2 )

n4‘1+1 n¢‘2+1
Se o ¢ calculado for menor que o # tabelado, ndo existe efeito de matriz
estatisticamente significante e pode-se realizar a curva em solvente. Se o ¢ calculado for

maior que o ¢ tabelado, a média do nivel de concentracdo para o analito apresenta diferenca
estatisticamente significante, existe o efeito de matriz e a curva deve ser realizada em matriz

para minimizar interferéncias da natureza da amostra.

3.5.2 Faixa de trabalho

Em um procedimento analitico, a faixa de concentracdo que o método pode ser
utilizado, onde a menor concentracdo é o limite de quantificacdo (LQ) e a concentracdo mais
alta é aquela a partir da qual pode apresentar anomalias quanto a sensibilidade, é chamada de
faixa de trabalho. % A faixa de trabalho linear é aquela onde pode-se obter respostas analiticas
aceitaveis em relagdo a precisdo e exatiddo, sem distorcdes, e sera essa a faixa de

concentragdo utilizada pelo método.53: 6

3.5.3 Linearidade

A capacidade de um método obter resposta analitica diretamente proporcional a
concentragdo do analito na amostra é a linearidade. A faixa de concentragdo que apresenta
linearidade pode ser ajustada pela equacdo da reta.% > Um dos métodos para obtencdo da
equacdo da reta € o dos minimos quadrados (MMQ) a partir do qual se obtém o modelo de

regressao linear®” representado como pela Equacéo 7.
f(x)=ax+b (7)

Onde a ¢ o coeficiente angular, e nesse caso a concentracdo do analito na amostra, b é

o coeficiente linear e f(x) é a resposta analitica medida.

A curva de calibracdo pode ser obtida pelo método de padronizagdo externa, onde a

relacdo entre a concentracdo do padrdo e o sinal gerado pelo equipamento é direta, ou por
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padronizacdo interna, onde uma determinada quantidade de um composto quimico, padréo
interno, é adicionado a todas as amostras e padrdes, e a curva de calibracdo é obtida pela

razéo entre o sinal do analito e da substancia adicionada nos padrdes.

3.5.4 Limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccdo (CCA)

O limite de decisdao segundo a Diretiva 2002/657/EC ¢ “limite a partir do qual se pode
concluir que uma amostra é ndo conforme com uma probabilidade de erro a” e o erro a é a
“probabilidade de a amostra analisada ser conforme apesar de se ter obtido um resultado nao
conforme (falsa decisdo ndo conforme)”. O CCa é obtido pela analise de pelo menos 18
amostras fortificadas em trés niveis de validacdo (NVA) ou no LMR, e o valor é calculado,
conforme equacao 8, utilizando o erro padrdo do valor y previsto para x da regresséo (SE) e
t(1-ar) que é o inverso da funcéo t de Student utilizando duas vezes o erro (0,05) e n-2%8, O

calculo de SE é descrito pela equacédo 9.

CCa = LMR + (SE x t(1 — a)) (8)
a |1 1 X2
SE = 3 E+E+E (9)

Onde:

- & é o intercepto estimado a

- b éainclinacio estimada b

- K sdo as injecdes por amostra

- | sdo os niveis de validacéo

- J é a quantidade de amostra por nivel de validacdo

- x% é a média, ao quadrado, das concentracdes dos niveis

- dx? é a soma do quadrado da diferenca entre a média da concentracdo e a concentracgio de

cada nivel.

Nesse trabalho serd adotado o termo nivel de validacdo em duas situa¢des: quando o
analito apresenta LMR definido, entretanto, por algum impedimento analitico, sera utilizado
um nivel de concentragdo mais baixo, ou ainda, quando ndo existir um LMR definido, nesse
caso 0 NVA utilizado sera baseado nos LMRs definidos para outras drogas similares na
matriz ovo. Para o caso onde existe um impedimento analitico, 0 CCa sera extrapolado para o

valor do LMR. Para os compostos que sdo analisados em conjunto com seus metabélitos, o
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valor na amostra € reportado como a soma de todos, sendo assim, 0 CCa para 0 composto
quimico é dado pela relacdo do SE e da média obtida no NVA de cada metabdlito ou

composto quimico®, conforme nas equacdes 10,11 e 12.

X = \/Wl><SD12+WZXSD22+---+Wn><SDn2 (10)
Wy = & CED
Soma CCa = LMR + 1,64x (12)

Onde:

-SD éarazdoentre SEe d

- Cn € a concentracdo meédia obtida para o nivel de validacdo para cada metabdlito ou
substancia

- ¢ ¢ a média das concentragdes dos metabdlitos e substancia marcadora

- 1,64 é o fator de seguranca

A capacidade de detec¢do segundo a Diretiva 2002/657/EC é “Teor mais baixo de
substancia que pode ser detectado, identificado e/ou quantificado em uma amostra com uma
probabilidade de erro de B onde defini que o erro 8 é “Probabilidade de a amostra analisada

ser na realidade ndo conforme, apesar de se ter obtido um resultado conforme (falsa decisao

conforme)”. Dessa forma, 0 CCp € obtido pela analise de pelo menos 18 amostras fortificadas
em trés niveis de validacdo (NVA) ou no LMR, e o valor é calculado, conforme equacédo 13,

onde SD ¢é o desvio padrdo das amostras.

CCB = CCa + (SE X SD) (13)

3.5.5 Incerteza de Medicédo
A metodologia analitica proposta nesse trabalho ira utilizar como parametro de

incerteza de medicdo para amostras conformes e ndo conformes a concentracdo critica para

erro fixada em 5% (CCa).

3.5.6 Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacéo (LQ)
As definigdes encontradas na literatura para Limite de detecgdo e capacidade de
deteccio muitas vezes sdo igualadas, como no Eurachem guide(2014) que diz que “E

importante conhecer a mais baixa concentracdo do analito que pode ser detectada pelo método
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em um nivel especificado de confianga. Termos como limite de deteccdo, e em diretivas da

EU, CCp sdo utilizados” e no VIM (2012) que apresenta a mesma definicdo de CCS para o

limite de detec¢ao “valor medido para o qual a probabilidade de declarar falsamente a

auséncia de um constituinte em um material ¢ B, sendo a a probabilidade de declarar

falsamente a sua presenga”. Outras definigdes trazem uma abordagem diferente como para o

MAPA (2011) onde o LD ¢ “O valor de CCa calculado no nivel de concentragdo zero é o
limite de detecgdo, mesmo para substincias toleradas” e para o INMETRO (2018) “E
importante saber qual o menor valor de concentracdo do analito ou da propriedade que pode
ser detectado pelo método”. A partir da identificagdo dos diferentes conceitos e da
similaridade de definiges de CCpB e LD decidiu-se abordar o LD como a concentragdo mais
baixa detectada pelo método e para sua obtencédo utilizar a abordagem proposta pelo DOQ-
CCGRE-008 da estimativa pelo desvio-padrdo do branco onde analisa-se pelo menos 7

amostras fortificadas no menor nivel proposto e utiliza-se a equacédo 14.
LD =0+ t(_11-cc) X S (14)

Onde t é a abscissa da distribuicdo de Student e s é o desvio-padrdo das 7 amostras

analisadas.

O limite de quantificacdo, diferente do LD, apresenta um maior consenso na literatura,
como para 0 MAPA (2011) o LQ “é a menor concentragdo ou teor que pode ser quantificada
com a maior incerteza maxima aceitavel”, para Eurachem guide (2014) ¢ “o menor nivel com
performance aceitavel para a aplicacdo” e para o INMETRO (2018) ¢ “a menor quantidade do
analito na amostra que pode ser quantitativamente determina com precisdo e exatidao
aceitaveis. Na pratica, corresponde ao padrdo de calibracdo de menor concentracao,
excluindo-se o branco”. Para o calculo do LQ utilizou-se a abordagem do DOQ-CCGRE-008
da estimativa pelo desvio-padrdo do branco onde se analisa pelo menos 7 amostras
fortificadas no menor nivel proposto e a partir do desvio-padrdo calculado para as amostras,

utiliza-se a equacéo 15.

LQ =0+ (10 x 5) (15)
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3.5.7 Recuperagéo

Para a avaliacdo dos parametros de validacdo € necessario o entendimento e distingao
de alguns conceitos, como exatidao, veracidade e recuperagdo. A exatidao, segundo o VIM
(2012), “grau de concordancia entre um valor medido e um valor verdadeiro de um
mensurando”, ou seja, ¢ a relagdo de apenas uma unica amostra e se valor de referéncia. A
veracidade, segundo o VIM (2012), ¢ “grau de concordancia entre a média de um numero
infinito de valores medidos repetidos ¢ um valor de referéncia”, diferente da exatidao,
considera um conjunto de amostras, entretanto, a veracidade ndo é uma grandeza®:6°, logo ela
néo pode ser expressa numericamente, e por isso, avaliamos a veracidade de um conjunto de
amostras a partir da recuperacdo, que é uma medida da tendéncia e é expressa como a
percentagem da concentragdo de uma substancia que é recuperada durante o procedimento

analitico.>% %°

A recuperacdo pode ser avaliada utilizando um material de referéncia certificado
(MRC). Na sua indisponibilidade, pode-se utilizar uma quantidade conhecida do analitos de
interesse em uma amostra branca® %% 5, A Diretiva 200/657/EC estabelece os critérios de
aceitacdo em funcdo da concentracdo do analito na amostra e a faixa de percentual de

recuperacéo aceito, conforme Tabela 5.

Tabela 5. Critérios de aceitacao de recuperagéo

Fracdo massica Intervalo
<l pgkg? -50% a +20%

<1a10pgkg? -30% a +10%
<10 pg kg -20% a +10%

Fonte: 2002/657/EC

A recuperacdo sera obtida pela anélise de amostras em branco fortificada em trés
niveis de concentracdo diferentes, 0,5,1,0 e 1,5 NVA, cada nivel com 6 replicatas. A média

das replicatas de cada nivel serd comparada com o valor de referéncia.

3.5.8 Precisao

Precisdo, segundo VIM (2012), é “grau de concordancia entre indicacbes ou valores
medidos, obtidos por medicdes repetidas, no mesmo objeto ou em objetos similares, sob
condigdes especificadas de medigdo”. A precisdo pode ser avaliada como desvio-padrao,
variancia ou coeficiente de variacdo e pode ser expressa em condi¢cdes de: repetitividade,

precisdo intermediaria ou reprodutibilidade intralaboratorial e reprodutibilidade 53:54:55:60,
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3.5.8.1 Repetitividade

As condic¢Oes de repetitividade sdo caracterizadas pela medicdo da mesma amostra ou
amostras diferentes em um curto periodo de tempo sob as mesmas condicdes, ou seja,
utilizando o mesmo procedimento, os mesmos operadores, as mesmas condi¢oes de operacéo,

local, entre outros. °3:54:55:60

Para avaliar a repetitividade realiza-se a analise de trés niveis de concentracdo,
correspondente a 0,5, 1,0 e 1,5 vezes NVA, em seis vias. Apos, calcula-se o desvio-padréo a
partir da analise de variancia (ANOVA) e o coeficiente de variacdo de repetitividade de cada
nivel. O critério de aceitacdo, de acordo com a Diretiva 2002/657/EC, € de entre 2/3 a metade
do valor calculado a partir da equacdo de Horwitz, Equacéo 14, para valores menores que 100
ug kg, Os valores obtidos podem ser considerados muito altos e, por isso para essa faixa de

concentracao buscam-se os CV mais baixos possiveis.
cVv (%) — 2(1—0,510gC) (16)

Onde c é o nivel de concentracéo avaliado.

3.5.8.2 Precisdo Intermediaria ou Reprodutibilidade Intralaboratorial

E a avaliagio da precisio pela medicdo da mesma amostra ou amostras diferentes
utilizando a mesma metodologia analitica, entretanto, utilizando condi¢des diferentes, como:

analista, dia de analise, equipamentos, condi¢des ambientais, entre outros, 5354 55; 60

Para avaliar a reprodutibilidade intralaboratorial, realiza-se se a analise de trés niveis
de concentracdo, correspondente a 0,5, 1,0 e 1,5 vezes o0 NVA, em seis vias, em trés dias
diferentes, e variando o equipamento pelo menos uma vez. Além disso, realizou-se um quarto
lote variando-se apenas o analista a fim de avaliar apenas a reprodutibilidade de analista.
Apos, calcula-se o desvio-padrdo a partir da analise de variancia (ANOVA) e o coeficiente de
variacdo de reprodutibilidade de cada nivel dos trés dias, ou seja, trés primeiros lotes, que
inclui a variagdo de equipamento. Adicionalmente, calculou-se a reprodutibilidade
intralaboratorial do primeiro lote de validacdo e do quarto, a reprodutibilidade referente ao

analista.

O critério de aceitacdo da reprodutibilidade intralaboratorial, de acordo com a Diretiva

2002/657/EC, é calculado a partir da equacdo de Horwitz, equacéo 16.



37

3.5.8.3 Reprodutibilidade

A reprodutibilidade é determinada pela participacdo em um ensaio interlaboratorial
colaborativo, cuja disponibilidade nem sempre existe, dessa forma, ndo sera realizada neste
trabalho.



4 Materiais e Métodos

4.1 Reagentes, padrdes e materiais

38

Os padrdes analiticos utilizados no desenvolvimento do trabalho estdo apresentados na

tabela 5. Todos os padrbes foram acondicionados em recipiente fechado, ao abrigo da luz,

umidade e temperatura conforme especificado no certificado de cada padréo.

Tabela 6. Nome dos padrdes analiticos utilizados com sua pureza e marca

Nome do padrdo analitico e pureza

Marca

Abamectina 95,3%

Albendazol 98,18%

Albendazol Amino Sulfona 98,72%

AlbendazolSulfona 97,05%

Albendazol Sulféxido 97,52%

Doramectina 95,2%

Eprinomectina 95,59%

Fenbendazol 99,53%

Fenbendazol Sulféxido, 96,75%

Flubendazol, 99,87%

Flubendazol D3, 99,7%

Fipronil 96,55%

Fipronil Sulfona, 97,98%

Ivermectina, 94,4%

Levimidasol cloridrato 99,73%

Mebendazol 98,64%

Monensina sodica 98,4%

Moxidectina 94,99%

Oxibendazol 99,39%

Praziquantel 99,99%

Dr. Ehrenstorfer

Albendazol Ciclopentil 99,2%

Albendazol Ciclopentil Sulfona 99,8%

Albendazol Ciclopentil Sulféxido 99,3%

Sigma-Aldrich

Fenbendazol Sulfona 99,6%

LGC Standards

Sisapronil 99,4%

Zoetis

Os solventes utilizados foram agua ultrapura com resistividade controlada em 18,2

MQ cm e acetonitrila grau LC Mass Spec, marca Tedia, grau de pureza 99,9%, dimetil

sulfoxido, DMSO, marca Merck, 99,9%.
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Os reagentes utilizados foram o cloreto de sédio, marca LS Chemicals, grau de pureza
99,9%; acido aceético glacial marca Merck e pureza 100%; N-aminoetilaminopropil 40pum
(PSA), marca Varian; C18 Bulk 52 um, marca Merck; Bond Elut EMR-lipid dispersive SPE,

marca Agilent.

4.2 Equipamentos

Os equipamentos utilizados nesse trabalho (otimizacdo, validacdo de metodologia e
analise dos itens de ensaio) foram: sistema LC-MS/MS, marca SCIEX, modelo APl 5000
acoplado a um sistema de cromatografia liquida da marca Agilent Technologies, modelo 1290
Infinity 11 acompanhado do software Analyst 1.6 para aquisi¢do de dados e do software
Multiquant para processamento dos dados; e sistema LC-QTrap, marca SCIEX, modelo
QTrap 5500, acoplado a um sistema de cromatografia liquida da marca Agilent Technologies,
modelo 1260 Infinity acompanhado do software Analyst1l.6 para aquisicdo de dados e do
software Multiquant para processamento dos dados. Os dados relativos ao método de
aquisicdo dos dados, com as informacdes de massa de fragmentos e energias, estdo
relacionados na Tabela 7, e as informacgdes quanto aos parametros da fonte de ionizagdo estao

na Tabela 8.

4.3 Meétodos

4.3.1 Preparo das solucGes estoque, intermediaria e de trabalho

As solucdes estoques foram preparadas pesando-se, aproximadamente, 10 mg do
padrdo solido de cada analito, levando-se em consideracdo as corre¢des necessarias,
separadamente, e transferidos para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi ajustado com
DMSO para o Albendazol e seus metabolitos, Febendazol e metabdlitos, Levamisol,
Mebendazol, Oxbendazol, Praziquante, Flubendazol e Flubendazol-D3 e acetonitrila para os
demais dos analitos, obtendo-se solu¢des de 1 mg mL™.

A partir das solugdes estoques de cada analito realizou-se a adequada dilui¢do para a
obtencdo das solucdes intermediarias. As solugdes intermediarias foram divididas em solucao
intermediaria de antiparasitarios e solucdo intermediaria de Flubendazol-D3. A solugédo
intermediaria de antiparasitarios contém todos os analitos, exceto o Praziquantel,

Fenbendazol, Fenbendazol sulfona e Fenbendazol sulféxido, com concentracdo de 10 ug mL"



40

e a Monensina, Fipronil e seu metabdlito e Sisapronil com concentracdo de 2 ug mL™. Todas
as solugdes foram preparadas em acetonitrila.

As solucdes de trabalho foram preparadas pela diluicdo das solu¢des intermediarias.
A solucdo dos antiparasitarios de concentracdo de 0,2 a 1 ug mL™, a essa solucéo adicionou-
se, diretamente da solucdo estoque, o Praziquantel, obtendo-se para esse analito uma
concentracdo de 20 ug mL* e o Fenbendazol e seus metab6litos obtendo-se uma concentracéo
de 5ug mL™* para esses analitos. A solugdo de padrdo interno foi preparada na concentracéo

de 1 pg mL1.Todas as solu¢des foram preparadas em acetonitrila.

4.3.2 Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tandem

O desenvolvimento do método por LC-MS/MS consistiu em trés etapas: a otimizacéo
da fragmentacdo dos analitos e padrdo interno, a otimizacdo dos parametros da fonte de
ionizacdo e otimizacao das condi¢Ges cromatogréaficas.

A otimizagdo da fragmentacdo dos analitos e padréo interno foi realizada por infuséo
utilizando-se solucdes com concentracdo de 100 a 200 pg mL™* em acetonitrila com um fluxo
continuo de 20 puL min com ionizacdo por eletrospray no modo positivo (ESI +) e negativo
(ESI -). Além da obtencdo dos ions mais abundantes, o quantificador e o qualificador,
otimiza-se 0s seguintes pardmetros para os compostos de interesse: a CAD (Collision
activated dissociation); a voltagem do orificio de entrada, DP (Declustering Potential), o
potencial de entrada, EP (Entrance Potential); o potencial de saida da célula de colisdo, CXP
(Collision cell exit potential); e a energia de colisdo, CE (Collision Energy).

A otimizacdo dos parametros da fonte de ionizacao foi realizada pela injecdo de 5 pL
de uma solucdo em acetonitrila contendo todos os analitos, na concentragdo do limite de
quantificacdo de cada analito, utilizando-se a cromatdgrafo liquido conectado diretamente ao
espectrometro de massas, sem coluna, e com uma proporcio de 80-20 da fase movel A (Agua,
5 mmol acetato de amonio e 0,1% (v/v) de acido acético) e B (Acetonitrila, 5 mmol acetato de
amonio e 0,1% (v/v) é&cido acético), respectivamente, e vazdo de 500 uL min? para a
realizacdo da infusdo em fluxo, FIA (Flow injection analysis). O objetivo dessa otimizacdo é
definir pardmetros da fonte de ionizacdo que proporcionem as melhores condicdes de
conversdao da maioria dos analitos para a sua forma ionizada, para isso foram realizadas
diversas injecdes onde a cada duplicata € modificada os parametros. Avalia-se: 0 gas de

curtina, CUR (Curtain gas); a fonte de ions gas 1, GS1 (lon sourcegas 1); a fonte de ions gas
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2, GS2 (lon source gas2); a voltagem do spray de ions, IS (lon Spray Voltage); e a
temperatura, TEM.

Para avaliar as condi¢Ges cromatograficas utilizou-se dois conjuntos de fase movel
diferentes, trés gradientes diferentes, e duas colunas cromatograficas, realizando o
planejamento fatorial completo, ou seja, combinando todas as variaveis, conforme Tabelas 9 e
10. Utilizou-se uma amostra branca fortificada no LMR/NVA para a realizacdo de todos 0s

experimentos.

4.3.3 Avaliacéo da supressdo ionica no LC-MS/MS

Realizou-se a infusdo pdés-coluna de uma solucdo contendo todos os analitos na
concentracdo de seus LMRS/NVAs e o padrdo interno em acetonitrila, com fluxo de 100uL
min. Enquanto a infusdo ocorria, realizou-se a analise, através da coluna, do solvente puro,
com fluxo de 500uL min. Esse processo é possibilitado pela utilizacdo de um conector em
“T” que uni o fluxo proveniente da infusdo ao da coluna e conduz para o espectrometro de
massas. Em seguida, analisou-se 0 extrato de uma matriz isenta de analitos. A partir da
comparagdo dos cromatogramas gerados pelo solvente e pela matriz pode-se avaliar se existe

alguma regido que apresenta supressao ionica.

4.3.4 Preparo da amostra

4.3.4.1 Protocolo inicial para definicdo de amostra branca

Para realizar as primeiras analises de planejamento experimental utilizou-se 12 ovos
de uma mesma caixa adquiridos em supermercado de Porto Alegre. Homogeneizaram-se 0s
12 ovos em liquidificador e, apos isso, pesou-se 2 g em dois tubos de centrifuga do tipo
falcon. Em um dos tubos acrescentou-se os analitos e outro foi utilizado como branco. Para
essa primeira analise utilizou-se 10,0 mL de acetonitrila, NaCl para o salting out e 12 horas
purificacdo a baixa temperatura (-30 a -10 °C) e analisou-se por LC-MS-MS, conforme
Diagrama 1. ApOs verificar-se que a amostra era branca prosseguiu-se para as analises
conforme item 4.2.5, variando-se paradmetros de algumas etapas desse protocolo utilizado para

avaliacdo da amostra branca.



42

Centrifugaca
0 + baixa

temperatura

por 12 horas

Homogeneizagédo
+ pesagem da
amostra

Centrifugagdo
+ evaporagdo
até secura

Adicéo de
2g de NaCl
+ mesa
agitadora
por 10 min a
180 rpm

Ressuspensdo em
1mL de ACNe
analise por LC-

MS/MS

Adicéo dos
analitos

Adicédo de
ACN:

-2X25mL
-1 X5,0mL

Mesa
agitadora
por 20 min
a 180 rpm

Diagramal. Protocolo para avaliacdo de amostra branca

Para a segunda etapa do planejamento experimental, repetiu-se a avaliagdo da amostra

branca com uma nova caixa de ovos adquirida em um supermercado da Porto Alegre.

4.3.4.2 Amostras utilizadas para a Validacdo do método

A partir dos resultados obtidos no planejamento de experimento definiu-e as condicoes
experimentais que apresentaram eficiéncia satisfatoria levando-se em consideracdo todos 0s
analitos.

Homogeneizou-se 12 ovos de obtidos em supermercados de Porto Alegre, avaliou-se
se eram brancos utilizando-se o protocolo definido e utilizou-se para os quatro lotes de

validagdo, bem como para o estudo de efeito de matriz.

4.3.5 Planejamento fatorial no preparo de amostra
Inicialmente realizou-se testes exploratérios para definir quais parametros deveriam
ser otimizados nas etapas de extracdo e limpeza do extrato. Nessa etapa, cada variacdo de

fator foi realizada em triplicata.O objetivo desse planejamento foi avaliar e limitar as
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varidveis de trabalho. Avaliou-se o uso de NaCl para o salting out, quantidade de amostra, o
tempo da purificagdo a baixa temperatura, diferentes adsorventes e quantidade de adsorvente.
A fortificacdo foi realizada no LMR/NVA e os resultados foram avaliados em funcdo da
recuperacao.

Na segunda etapa, a otimizacdo, realizou-se planejamento fatorial 2* com ponto
central para avaliar: a quantidade de amostra, quantidade de acetonitrila, quantidade de NaCl
e tempo de purificacdo a baixa temperatura, conforme Tabela 12 e 13.Nessa etapa, cada
experimento foi realizado em duplicata. A fortificacdo foi realizada no LMR/NVA e o0s

resultados foram avaliados em funcéo da recuperacéo.

4.3.6 Efeito de Matriz

O efeito de matriz para cada analito foi avaliado pela comparacdo da curva de
calibracdo em solvente e em matriz. Para a compara¢do das curvas utilizou-se os célculos
demonstrados no item 3.5.1. Realizou-se a extracdo de trés curvas em matriz e o preparo de
trés curvas em solventes, que foram analisadas uma vez cada. A faixa analitica utilizada para

cada composto esta descrita na Tabela 14.

4.3.7 Avaliacdo dos parametros de desempenho do método de determinacdo de
antiparasitarios em ovos por LC-MS/MS

Os parametros avaliados estdo de acordo com a decisdo da Comissdo Europeia
2002/657/EC, e sdo eles: veracidade, repetitividade, reprodutibilidade intralaboratorial ou
precisdo intermediaria, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
CCa, CCp e seletividade.

A veracidade do método foi avaliada através das recuperacdes de quantidades
conhecidas adicionadas a amostras brancas. Para isso, realizou-se trés lotes de validagéo, em
dias diferentes, cada lote com uma curva e 18 amostras brancas que foram contaminadas, a
cada seis amostras, em trés niveis diferentes, 0,5, 1,0 e 1,5 do nivel de validacdo de cada
substancia. A média de cada nivel, o coeficiente de variacdo e a recuperacao foram obtidos. O
critério de aceitacéo utilizado esta descrito na Tabela 5.

A precisdo foi avaliada pela repetitividade e pela reprodutibilidade intralaboratorial. A
repetitividadefoi avaliada pela quantificacdo de 18 amostras brancas fortificadas em 3 niveis
(0,5,1,0 e 1,5 do NVA de cada substancia), com isso, calculou-se a média, o desvio padrdo a

partir da analise de variancia (ANOVA) e o coeficiente de variacdo de cada nivel. O critério
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de aceitacdo utilizado é a 2/3 do valor obtido pela equacdo de Horwitz, Equagdo 16.A
reprodutibilidade intralaboratorial foi realizada pela variagdo de uma condicdo durante a
validacdo. O primeiro e o segundo lote foram realizados pelo analista responsavel e no
equipamento preferencial, em dias diferentes, o terceiro lote foi realizado pelo analista
responsavel e utilizado um equipamento diferente, o quarto lote foi realizado por outro
analista e utilizado o equipamento preferencial. O calculo é realizado pelo desvio-padrdo
calculado a partir da andlise de variancia (ANOVA) e o coeficiente de variacdo de cada nivel
de validacdo com os dados dos trés primeiros lotes. O quarto lote € utilizado apenas para a
avaliagdo da reprodutibilidade intralaboratorial de analista e calcula-se o coeficiente de
variacdo a partir do desvio-padrdo entre o lote de cada um dos analistas realizado no mesmo
equipamento. O critério de aceitagdo utilizado é o valor obtido pela equacdo de Horwitz,
Equacao 16.

As quantificacGes de cada lote de validacdo sdo realizadas através da construgdo de
uma curva de calibracdo em matriz e utilizacdo da equacédo da reta obtida. Quantidades de
solucdo equivalentes a 0,0; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 vezes a concentracdo do nivel de validagéo
sdo adicionadas a amostras brancas. A linearidade € avaliada pela injecdo em triplicata da
curva no equipamento. As injecfes sdo realizadas no inicio, meio e fim da analise de cada
lote.

Como ndo existe interesse em quantificar amostras abaixo de 0,25 vezes o nivel de
validacdo adotado, optou-se por esse ser 0 nivel mais baixo da curva de calibracdo. A maioria
dos analitos estd em concentracdo de 2,5 ugkg? no nivel inferior da curva, excetuando-se
Monensina, Fipronil, Fipronilsulfona, Sisapronil que apresentam alta intensidade do seu sinal
e, por isso, sua concentracéo inicial é 0,5 ugkg™. Ja para o Fenbendazol, Fenbendazol sulfona
e Fenbendazol sulfoxido, que apresentam LMR mais altos e linearidade em concentracdes
mais elevadas, a sua concentracdo inicial é 12,5 pgkg™. O Praziquantel apresentou baixa
intensidade em concentracGes baixas e para compreender seu LMR, sua concentracao inicial

serd 50 ugkg™.

O LD e LQ foram obtidos utilizando a abordagem proposta pelo DOQ-CCGRE-0085%
da estimativa pelo desvio-padrdo do branco onde analisa-se pelo menos 7 amostras
fortificadas no menor nivel proposto e utiliza-se a Equacdo 14 para o calculo de LD e

Equacdo 15 para o calculo de LQ .
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O CCa e CCp foram calculados a partir da avaliacdo do desvio-padrdo do conjunto

dos trés lotes, conforme Equacédo 8 a 13, para a concentragéo referente a 1,0 NVA/LMR.

Para avaliar a seletividade analisou-se 21 amostras brancas diferentes

4.4 Itens de ensaio

As amostras analisadas foram coletadas por Auditores Fiscais Federais do Ministério
da Agricultura para atender ao Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
Animal (PNCRC/Animal).O sorteio ocorre periodicamente ao longo do ano,em
estabelecimentos que facam parte do Sistema de Inspec¢do Federal (SIF) de diferentes estados
do Brasil. Conforme o Manual de Coleta de Amostras do PNCRC/Animal, as amostras foram
coletadas, embaladas, acondicionadas e encaminhadas para o laboratério de Residuos e
Contaminantes em Alimentos (RCA) do Laboratorio Federal de Defesa Agropecuéria do Rio
Grande do Sul (LFDA/RS).

As amostras sdo recebidas e cadastradas pelo setor de Recepcdo de Amostras, que
avalia se as mesmas estdo em conformidade com o Manual de Coleta de Amostras do
PNCRC/Animal. Para ovos, é necessario que haja pelo menos 12 ovos inteiros, e entdo sdo
encaminhadas ao laboratério para analise.

No laboratério de andlise de Residuos e Contaminantes em Alimentos realiza-se o
preparo da amostra para analise. Dois ovos de cada amostra sdo selecionados, de forma
aleatdria, limpos com alcool, quebrados em um copo apropriado, homogeneizados em
liquidificador, e entdo sdo pesados 2,00 g em um tubo de centrifuga do tipo falcon de 50 mL;
a aliquota é armazenada em freezer com temperatura controlada entre -10 a -30°C. O restante
de amostra ja homogeneizada foi transferida para um tubo de 50 mL e armazenada em freezer
com temperatura controlada entre -10 a -30°C. Os ovos ndo utilizados no preparo sao

armazenados em geladeira entre 10 e 20°C e sdo descartados ap6s analise.
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5 Resultados e Discussoes

5.1 Parametros para analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de

massas

5.1.1 Parametros avaliados para espectrometria de massas

Os fragmentos foram otimizados e selecionados com o auxilio do software Analyst,
escolhendo os fragmentos de maior intensidade. As energias de desagrupamento (DP), coliséo
(CE) e de saida da célula de colisdo (CXP) sdo caracteristicos de cada composto. A energia de
entrada (EP), que tem como objetivo focalizar e guiar os ions na entrada da regido de alta
pressdo do QO, foi otimizada para 10 V para todos os analitos. O CAD, que controla a pressao
do gas de colisdo, foi definido como “alto” para 0 método, as outras opg¢des seriam baixo e
médio. Os valores de cada parametro para cada fragmento selecionado de cada composto
estdo descritos na Tabela 7. A maioria dos analitos ionizam no modo positivo formando,
preferencialmente, o aduto [M+H]*. Ocorre a formacdo preferencial de aduto de amonia,
[M+NH4]*, para IVR®, ABA3® DOR3® e MONE®. Apenas FIP, FIP-SO2, SISA ¢ MEB

ionizam no modo negativo e formam, preferencialmente, o aduto [M-H],

Tabela 7. Fragmentos avaliados para cada composto, seus pardmetros de fragmentacao e o

tempo de retencdo.

Analito Aduto Prelc?Jr:sor Pr:)(zirzjto t | DP(V) | CE(V) | CXP (V)
(m/z2) (m/z)

LEV [M+H]* | 205,065 1970%1()08 4,00 ;8 i% 28
AESOTE | IMeHI | 240100 133:888 400 oo o
OXB [M+H]* | 252,022 i%g:égg 4,80 ;8 g? 38
ALB [M+H]* | 266,300 %ggﬁgg 5,00 ;8 f? ;8
ALBSO | [M+H]* | 282,000 ggg:ggg 430 102 =
ALB-CP [M+H]* | 292,000 ;ggﬁgg 520 i;g gi §§
ALB-SO; | [M+H]* | 298,020 igg:ggg 4,50 182 421; ;2
FENB [M+H]* 300,122 iggﬁgg 5,10 ;8 i% gg
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Tabela 7. Fragmentos avaliados para cada composto, seus pardmetros de fragmentagdo e o
tempo de retencéo.

(Continuacao)

Analito Aduto Prelc?Jr;sor PI’(I)(()ZITJtO t | DP(V) | CE(V) | CXP (V)
(m/z) (m/z)
ALBCPSO | [MeHI' | 308000 oo 440 i3 g
PRAZ [M+H]* 312,636 igg:ggg 5,10 ;8 4212 gg
FBZ [M+H]" | 314,000 252588 4,80 ;8 Q‘I 58
FENB-SO | [M+H]* | 316,350 132888 4,50 ;8 gg 38
FBZ-D3 [M+H]* | 317,200 | 123,100 | 4,80 | 70 47 20
ALBCPSOy | [M+HI' | 324080 igony 460 |3 g1
FENB-SO; | [M+H]* | 332,000 ;23;288 4,70 ;8 gi 28
MOX [M+H]* | 640,400 iggégg 720 22 = >
MONE | [M+NH.]* | 688,298 igiégg 8,40 ;g 5(1) 280
ABA | [M+NHJ* | 890400 2> 670 o050 >
IVR [M+NH.]* | 892,530 gg;:igg 8,20 ;i 22 33
EPR [M+H]* | 914,500 igj;;gg 6,20 ;g ég 146
DOR [M+NHJ]* | 916,500 gg;:ggg 7,20 1;8 fg 12
MEB | [MHI | 204000 |fediel 4g0 iR
FIP [M-H]- 435,130 g?gzégg 5,50 ;8 If{ﬁ ig
SISA [M-H] | 463,066 g;igg 5,55 :58 :1,,2 ;i’
FIP-SO; [M-H] 450,872 ﬁg‘fjgié 5,60 ﬁ? 23 %

A composicdo da fase mével influéncia nas condi¢des de ionizacdo. A ionizacdo dos
analitos é favorecida, inicialmente, pela formacdo de pequenas goticulas, uma alta tensdo
superficial ou viscosidade da fase movel prejudica na formacdo das goticulas. Ja altas

concentracdes de tampao proporcionam goticulas pequenas, porém, podem afetar a eficiéncia
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da ionizacéo prejudicando a linearidade de resposta em relagéo a concentragdo dos analitos. O
fluxo da fase movel também afeta o tamanho e a distribuicdo das goticulas formadas por
eletrospray. Dessa forma, para avaliar todos esses efeitos, a otimizacdo das condigbes da
fonte de ionizacdo é realizada utilizando a composicdo das fases moveis e o fluxo que ira ser
adotado no método. Como posterior a etapa de otimizacdo da fonte realizou-se a otimizacao
das condi¢des cromatogréficas, utilizou-se a fase movel com maior concentracdo de tampédo
(A: 4gua, 5 mM acetato de amdnio, 0,1% acido acético e B: ACN, 5 mM acetato de amonio,
0,1% é&cido acético), fluxo de 500 pL min™, e propor¢cdo de 80/20 A:B para realizar a
otimizacdo da fonte de ionizagdo. Os parametros foram avaliados e selecionados, conforme
consta na Tabela 8, com o auxilio do software Analyst 1.6, para cada polaridade. Foi definido
um método com os parametros médios entre as duas polaridades, de forma a ndo interferir no
desempenho, visando evitar que o equipamento fizesse muitas trocas entre os parametros

durante a corrida, garantindo uma melhor reprodutibilidade.

Tabela 8. Pardmetros da fonte de ionizacdo para o modo positivo, negativo, utilizado no
método e a faixa de trabalho do equipamento.

5
CUR!(psi) | IS2(V) | TEM3(°C) | GSI(psi) c(spss?)
Positivo 20 5000 600 50 50
Negativo 30 -4500 400 40 60
Método 25 5000/-4500 400 50 55
Faixa Operacional do 20-50 Até 5000/- Até 750°C 0-90 0-90
Equipamento 4500

1 CUR - gas de cortina; 2 IS — voltagem do spray de ions; 3 TEM — temperatura da fonte de ionizacdo; *

GS1 — gas da fonte de fons 1; 5 GS2 — gas da fonte de fons 2

A CUR tem como principal objetivo evitar que o ar do ambiente e as goticulas do
solvente entrem em contato com a parte Optica do equipamento. Com uma vazao muito baixa
pode ocorrer a contaminagdo reduzindo a transmissdo do QO, a estabilidade e sensibilidade, e
ainda podendo aumentar o ruido. Sua vazdo pode ser aumentada sem afetar a sensibilidade,

por isso, a CUR otimizada para o positivo foi aumentada no método final sem prejuizos.

Se a TEM for muito baixa, a vaporizacdo ficara incompleta. Se for muito alta, o
solvente podera vaporizar prematuramente na ponta da sonda, prejudicando a disponibilidade
dos analitos na fonte de ionizac¢do, podendo resultar em instabilidade do sinal e alto ruido de
fundo. Com maiores teores de solvente orgénico, temperaturas mais baixas apresentam
eficiéncia suficiente, entretanto, 0 aumento do teor aquoso necessita de incrementos na

temperatura. Optou-se por utilizar a temperatura mais baixa ja que garante a evaporacao do
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solvente, pois a fase movel para os analitos positivos é a mesma dos analitos negativos, e a
otimizacéo foi realizada utilizando 80% de fase aquosa.Além disso, o tempo no qual a maioria
dos analitos saem da coluna cromatografica apresentam teor de fase aquosa inferior a 80%, e

0 excesso de temperatura poderia aumentar o ruido.

O IS, que e a voltagem do eletrospray, depende da polaridade, ou seja, valores
negativos para polaridades negativas e valores positivos para polaridades positivas. Esse

parametro influencia diretamente na estabilidade de pulverizacéo e a sensibilidade.

Um fluxo alto do gas nebulizador, que é controlado pelo GS1, apara as goticulas da

amostra liquida, por isso, optou-se por utilizar o maior valor otimizado.

O GS2, que controla o gas do aquecedor, proporciona uma melhor sensibilidade
quando combinado a TEM para que o solvente seja quase que completamente vaporizado.
Aumentar o fluxo desse gas incrementa o sinal ou razdo sinal-ruido e a capacidade de
manusear vazGes mais altas de amostra liquida. Entretanto, valores muito altos podem
produzir sinal ruidoso ou instavel. A fim de manter o equilibrio, ja& que o efeito desse
parametro é referente a combinacdo com a TEM, a média entre os dois valores otimizados foi

escolhida.

5.1.2 Parametros avaliados para cromatografia liquida

Para a otimizacdo da cromatografia liquida utilizou-se duas composicbes de fases
moveis as quais diferem pelo sal utilizado, acetato de aménio ou formiato de amonio, e pelo
acido, acético ou formico, além de trés gradientes diferentes e duas colunas de fase reversa
onde ambas sdo de C18 sendo a diferenca delas é que segunda é bidentada, conforme Tabela

9, e a combinagao otimizada esté4 descrita na Tabela 10.



Tabela 9. Parametros e condigdes cromatograficas otimizadas
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Fase Movel Gradiente Coluna
. . 2 min de equilibrio
A Agua,05 mmol ,ac_etato de amonio, 2,5 min — 95q% Ae5% Luna C18,
A 0,1 A)_(v_/v) acido acético 5 150x2.0mm
B: Acetonitrila, 5 mmol acetato de .
aménio, 0,1% (v/v) &cido acético 45 min= 100%B Sum
t 3,0min - 95% A e 5%
A: Agua, 2 mmol formiato de aménio, 2 min de equilibrio ZorbaxEclipsed
B 0,1% (v/v) acido férmico 2min—85% Ael5%B XDB-C18
B: Acetonitrila, 2 mmol formiato de 5 min-100% B 2.1x100mm,
amonio, 0,1% (v/v) acido férmico 3min-85% A e 15% 3,5 um
3 min de equilibrio
0,5 min —98%A e 2% B
1,5min—-90% Ae 10 %
C - -
B
8 min—-100% B
2min - 98 % A e 2%B
Tabela 10. Planejamento experimental para otimizagdo cromatografica
Fase movel Gradiente Coluna
1 A A A
2 A A B
3 A B A
4 A B B
5 A C A
6 A C B
7 B A A
8 B A B
9 B B A
10 B B B
11 B C A
12 B C B

O tampdo é utilizado na fase mdvel a fim de manter o pH do sistema estavel. Um

sistema sem um controle de pH estd suscetivel a variacbes de pH momentaneas, em

decorréncia do processo de ionizacgdo, influenciando na linearidade entre a concentragao e

ionizacdo dos analitos, e por fim, causando deformacGes no picos®. A concentracdo do

tampdo e do é&cido foi baseada no histérico utilizado para métodos analiticos que

apresentavam similaridade de analitos ou matriz38: 63,
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A fase da coluna PhenomenexLuna C18(2) é composta por um octadecilsilano ligado a
superficie da silica caracterizando como uma fase estacionaria muito hidrofébica®. A coluna
Agilent Zorbax Extend-C18 € composta por uma fase estacionaria bidentada que é
caracterizada por apresentar um grupo propila entre dois atomos de silicio que atribui uma
maior estabilidade a esse tipo de coluna em pH acima de 7%°. As duas colunas foram
selecionadas para a avaliagdo em funcao da disponibilidade, similaridade e pelo histérico do

uso dessas duas colunas em analises envolvendo a maioria dos analitos de interesse38: 63,

A diferenca principal entre os gradientes utilizados foi a proporcédo inicial da fase
movel aquosa, ja que o objetivo da proporcdo inicial, e do tempo de equilibrio, ser
predominantemente aquosa, polar, é contrariar a fase estacionaria, que é mais apolar, para que

compostos polares sejam eluidos primeiro.

A avaliacdo das varidveis foi de forma qualitativa, ou seja, a partir do cromatograma
de cada experimento observou-se a separacdo dos picos e a presenca de deformacgdes. Para
iniciar a avaliagdo, optou-se por manter uma variavel fixa e modificar as demais, conforme
Figura 12, onde sdo demonstrados os cromatogramas das analises feitas utilizando o gradiente
C e variando a fase movel e a coluna.Analisando o perfil cromatografico, qualitativamente, e
comparando 0s cromatogramas a) e b), ou seja, colunas diferentes, a coluna A parece
apresentar uma melhor separacdo dos picos, resolucdo, em relacdo a coluna B, mesma
situacdo é apresentada quando compara-se 0s cromatogramas c) e d). Ao avaliar a diferenca
entre as fases moveis empregadas, observou-se a varia¢do de intensidade de alguns analitos,
entretanto, a partir do perfil cromatografico de todos analitos, ndo se pode concluir qual das
fases moveis apresentavam melhor desempenho. O passo seguinte foi avaliar individualmente
0 pico cromatografico de cada analito. O Levamisol e o Albendazol amino sulfona, conforme
Figura 13 e 14, respectivamente, demonstraram serem 0s analitos limitantes, ja que os demais
analitos apresentaram variacdo de intensidade, mas sempre foram identificados com uma boa

eficiéncia.
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Figura 13.Cromatogramas do Levamisol utilizando a coluna A e
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Os compostos quimicos interagem com os silanois residuais na superficie da silica da
fase estacionaria, e podem ser retidos por: interacdes ibnicas com os silanois residuais
ionizados, por interacdes hidrofobicas com as cadeias hidrofébicas covalentemente ligadas a
silica ou por interacdo em sitios que combinam as interacGes hidrofébicas e i6nicas. O tipo de
interacdo e a forca dessa interacdo, maior ou menor retengdo, que ird ocorrer dependerd do
grau de ionizagdo do soluto e dos silanois residuais, dessa forma, como cada molécula
apresenta um pKa caracteristico, em um mesmo pH de fase mével, se comportam de forma
diferente, retendo mais ou menos, durante a corrida cromatografica®. Para valores de pH da
fase movel muito menores que o pKa, pelo menos duas unidades, favorece a forma idnica e a
retencdo ndo ocorre por interacdes hidrofdbicas, enquanto valores de pH entre uma unidade
acima ou abaixo do pKa resultam em grandes varia¢des de retencdo em fungdo de pequenas
variacOes de pH devido a variagdo no grau de ionizagdo.Ja pH acima de duas unidades do pKa
favorece a forma neutra da molécula o que, possivelmente, aumenta as interacdes
hidrofébicas®. O pKa do Levamisol, por exemplo, é 6,98 em &gua, entretanto, a adicdo de
solvente organico em solugcfes aquosas causa mudanca no pKa do analito, sendo esse valor
totalmente dependente do composto e da composicdo da fase movel, e a maioria ndo esta
determinada®’.Dessa forma, é de conhecimento que a adicdo do acido, e logo, o pH, apresenta
influéncia na separacdo cromatografica, mas ndo é limitada a cromatografia como também na
ionizacdo, favorecendo a presenga de protons que incrementa a ionizagdo das moléculas.
Como nesse trabalho, a influéncia do tampé&o ou do acido ndo foram avaliadas separadamente,
0 objetivo dessa otimizacdo foi avaliar qualitativamente o melhor desempenho frente as

condicdes e insumos disponiveis.

O gradiente B ndo apresentou bons resultados para os dois analitos independentemente
da fase movel utilizada. Avaliando-se, principalmente o Levamisol, a fase mdvel A
apresentou os melhores resultados, assim como o gradiente C.O pH da fase moével aquosa e
organica A foi de 6 e 3, respectivamente, e da B foi de 8 e 5 respectivamente.O conjunto de
fase movel A apresentou melhor desempenho influenciando na interacdo cromatografica e na
ionizacdo de forma mais eficiente tanto para o Albendazol amino sulfona quanto para o
Levamisol. Os gradientes A e C apresentaram bons resultados para o metabolito do
albendazol, entretanto, para o Levamisol o gradiente A apresentou um pico ruidoso e

deformado, por isso, o gradiente C foi avaliado como apresentando melhor desempenho.
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5.2 Planejamento experimental do preparo de amostra
O planejamento experimental foi dividido em duas etapas, a primeira com 0 objetivo
de limitar as variaveis de estudo e o segundo, mais aprofundado, com o objetivo de avaliar

criticamente e definir o método de extracao a ser utilizado.

Na primeira etapa do planejamento realizou-se 5 experimentos para avaliar as
variaveis: tempo de purificacdo a baixa temperatura, quantidade de amostra, adsorvente,
guantidade de adsorvente e o uso de NaCl com a funcdo de salting out.Foi realizado o
planejamento fatorial completo. Nessa primeira etapa avaliou-se a recuperacdo para cada
analito e utilizou-se como critério de aceitacdo recuperacdes entre 70 e 120%. As
recuperacdes dos cinco experimentos estdo no Anexo Ill. Todos os experimentos foram
realizados em triplicata conforme Tabela 11. Os quatro primeiros planejamentos foram
realizados com e sem o NaCl durante o processo extrativo. Ja para o planejamento 5 foram

utilizados os fatores que apresentaram maior significancia nos planejamentos anteriores.

Tabela 11. Parametros, condicdes e otimizacdo do processo extrativo na primeira parte do

planejamento experimental utilizando um planejamento fatorial completo.

. Variagéo Fator 1 Variacao Fator 2
Planejamento Fator 1 Fator 2
J 1] 0] 1 11 o 1
Baixa
1 -
C NaCl Q::E;ﬁzd(e ;j ¢ temperatura 2 5 10 1 4 12
om Na g (horas)
. Baixa
2
S NaCl Q::g;izd(e ;j ¢ temperatura 2 5 10 1 4 12
em Na g (horas)
3 Adsorvente | Quantidadede | ool e | EMR | 2 5 10
Com NacCl amostra (g)
4 Quantidade de
Adsorvente PSA C18 EMR 2 5 10
Sem NaCl amostra (g)
5 Quantidade de
Adsorvente adsorvente PSA C18 EMR 100 200 400
Com NaCl ()

Ao confrontar o Experimento 1 contra 0 2 e 0 3 contra 4, onde a diferenca esta na

utilizacdo do NaCl, nota-se que o salting out é uma variavel de grande influéncia para a
maioria do analitos e a ndo utilizacdo dele diminui drasticamente as recuperacdes. Avaliando
0 Experimento 1, utilizando NaCl, e comparando o tempo de purificacdo a baixa temperatura,
observa-se que 0 aumento do tempo ndo incrementa as recuperacdes e existe uma tendéncia

de que a menor quantidade de amostra proporciona melhores recuperacdes. O Experimento 3
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onde é avaliado o adsorvente e quantidade de amostra, novamente, demonstra que menores
quantidade de amostra apresentam melhores recuperacfes. O Ultimo experimento relaciona a
quantidade de adsorvente e os diferentes adsorventes onde 200 mg de PSA apresentaram
recuperagdes um pouco superiores aos outros.Entretanto, quando confronta-se essas
recuperacdes com as do Experimento 1 onde ndo utilizou-se adsorvente, nota-se que adi¢ao
dessa etapa ndo apresenta vantagens, além disso, nota-se uma maior variacdo dos valores
entre as triplicatas com a utilizacdo dos adsorventes. Baseado nessas observacdes, na segunda
etapa foi avaliado a quantidade de amostra, tempo de purificacdo a baixa temperatura
utilizando tempos menores, quantidade de NaCl e quantidade de solvente extrator ja que esse
ndo foi avaliado anteriormente, conforme Tabela 12 e a otimizacgao utilizada esta descrita na
Tabela 13.

Tabela 12. Parametros e condi¢cdes do processo extrativo otimizados na segunda parte do

planejamento experimental utilizando um planejamento fatorial fracionado 24 com ponto

central.
Fatores ) 0 (+)
1 Quantidade de NaCl (g) 0,50 0,75 1,00
2 Tempo de purificacdo a baixa temperatura (min) 30 45 60
3 Quantidade de Acetonitrila (mL) 5 7,5 10
4 Quantidade de amostra (g) 2 3,5 5
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Tabela 13. Planejamento fatorial 2% com ponto central para a otimizacdo do processo

extrativo
Ensaio 1 2 3 4
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 -1
3 -1 1 -1 -1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 -1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 -1
9 -1 -1 -1 1
10 1 -1 -1 1
11 -1 1 -1 1
12 1 1 -1 1
13 -1 -1 1 1
14 1 -1 1 1
15 -1 1 1 1
16 1 1 1 1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0

Nos resultados de recuperacdo, foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e
construiram-se os graficos de superficie de resposta, conforme Figura 15, para avaliar as
melhores condi¢gbes. Os graficos apresentam trés coordenadas, onde uma serd sempre a
desejabilidade, e as outras, duas variaveis avaliadas. A desejabilidade é incrementada quando
maiores recuperacfes sdo obtidas, ou seja, maiores desejabilidades séo obtidas quando uma
maior recuperacao e obtida em determinada condi¢do de cada variavel. Para a quantidade de
solvente extrator, acetonitrila, os Gréficos 1,4 e 6 demonstram que a aliquota de10,0 ml
apresentou 0os melhores resultados quando consideram-se os demais fatores. Sobre a
purificacdo a baixa temperatura uma hora foi o tempo que apresentou os melhores resultados,
levando em consideragdo os outros fatores, conforme os Graficos 1,2 e 5. Em relacdo a
quantidade de amostra, os Graficos 2 e 6 apresentam resultados diferentes do Gréafico 3,
mesmo situacdo ocorre em relacdo a quantidade de NaCl, onde os Gréaficos 5 e 4 apresentam

resultados diferentes do 3. O Gréafico 2 demonstra que uma maior desejabilidade é obtida
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quando 2,00g de amostra e 60 minutos de purificacdo entre -30 a -10 °C sdo utilizados; o
Grafico 6 mostra resposta similar quando utiliza-se 10,0 mL de acetonitrila e 2,00g de
amostra; ja o Grafico 3, demonstra que uma menor quantidade de NaCl e uma menor
quantidade de amostra é utilizada para atingir uma desejabilidade maior. Os Graficos 4 e 5
demonstram que uma maior quantidade de NaCl frente a quantidade de acetonitrila e tempo
de purificacdo apresentam uma maior desejabilidade. Avaliando-se os seis graficos, conclui-
se que as condicBes que tiveram os maiores indices de desejabilidade foram: 10,0 mL do
solvente extrator, 60 minutos de purificacdo a baixa temperatura, 2,00 g de amostra e 1g de
NaCl.
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Figura 15. Gréaficos de superficie de resposta utilizados para avaliar as variaveis em funcdo
da desejabilidade: quantidade de amostra, quantidade de acetonitrila, tempo de purificacéo a
baixa temperatura e quantidade de NaCl.
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5.3 Supressao lonica

O principal objetivo da avaliagdo da supressdo ibnica é verificar se existem
componentes da matriz que co-eluem e sao capazes de suprimir o sinal dos analitos. Para essa
avaliacdo é realiza a infusdo pds-coluna continua de solugdo contendo todos os analitos, ao
passo que é realizada a injecdo do solvente de extracdo e da matriz branca através da coluna.
Ao comparar o cromatograma do solvente acetonitrila e da matriz, conforme Figura 16,
avalia-se a existéncia de regido de supressdo no cromatograma, caracterizada por uma queda
brusca do sinal do branco (linha azul) em relacdo ao sinal do solvente de extracdo (linha
vermelha). Entretanto, ndo foi observada supressdo iénica em nenhum tempo de retengdo para

nenhum dos analitos.

1.00E+07
9.00E+06 A
8.00E+06 3

7.00E+06
~ 6.00E+06
5.00E+06
4.00E+06

3.00E+06 | v
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Intensidade

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tempo, min

Figura 16. Cromatogramas sobrepostos do solvente, acetonitrila, correspondente a linha
vermelha, e da amostra branca, correspondente a linha azul, obtidos por infusdo pds coluna

para a avaliacdo da supressdo iénica por LC-MS/MS.

5.4 Desempenho do método analitico
O método analitico foi validado para atender os critérios estabelecidos pela Diretiva
2002/657/EC e para isso utilizou-se abordagens sugeridas no Manual da garantia analitica do

MAPA e a Orientacdo para validacdo de métodos analiticos do INMETRO.

5.4.1 Seletividade e Efeito de matriz
A seletividade foi avaliada de forma qualitativa a fim de verificar a existéncia de

interferentes, que pudessem erroneamente ser identificados como os analitos alvos, e a
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capacidade do método de identificar um composto na presenca de outros. Os interferentes
podem ser compostos da matriz, metabolitos dos analitos e os outros analitos presentes no
método. A analise de 21 amostras brancas foi realizada e avaliou-se que no tempo de retencédo
caracteristico de cada analito ndo existem potenciais interferentes, ndo ha presenca de
interferente que possa levar a uma falsa identificacdo e/ou que possa suprimir ou prejudicar a
identificacdo dos compostos, concluindo que o método é seletivo. A Figura 17 apresenta 0s
cromatogramas de uma amostra branca (a) e uma amostra branca fortificada (b) no nivel de

quantificagéo.
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Figura 17.Cromatogramas de uma a) amostra brancae b) amostra branca fortificado no nivel
correspondente ao limite de quantificacao.

O método identifica, também, trés analitos (Albendazol, Febendazol e Fipronil) na
presenca de seus metabdlitos. Cada um deles apresenta um tempo de retencdo caracteristico e

foram identificados de forma seletiva.

O efeito de matriz foi avaliado utilizando os calculos demonstrados 3.5.1. Todos 0sS
analitos, para a faixa de trabalho de interesse, demonstraram que as variancias entre a curva
em solvente e em matriz sdo estatisticamente diferentes e, por isso, as curvas serdo preparadas

em matriz.
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5.4.2 Faixa de trabalho e linearidade
A faixa de trabalho avaliada foi diferente entre os analitos do metodo proposto,

conforme Tabela 14.

Tabela 14. Faixa de trabalho avaliada para cada analito

Analito Faixa de trabalho
ABA, DOR, EPR, MOX, IVR, MEB, LEV, OXB, FBZ, ALB,
ALB-SO, ALB-S02, ALB-CP, ALB-CP-SO, ALB-CP-S02 e 2,5a20,0ug kgt
ALB-NH2-S02
MONE, FIP, FIP-SO2, SISA 0,5 a 4,0ug kg
FENB, FENB-SO, FENB-SO2 12,5 a100,0ug kg*
PRAZ 50,0 a 400,0ug kg'?

A curva de calibracdo para os analitos no modo de ionizacdo positiva foi obtida por
padronizacgéo interna e para 0 modo de ionizacdo negativa por padronizacdo externa. O padrao
interno utilizado foi o Flubendazol-D3. Para as faixas de trabalho, todos os analitos
apresentaram linearidade com R2> 0,95 em todos os lotes de validagdo, conforme Tabela 15.
O LMR dos analitos FIP, FENB,FBZ e MONE que sdo 20 ug kg?, 1300 pg kg, 400 ug kg*
e 10 ug kg, respectivamente, estdo fora da faixa de trabalho em funcéo de limitacdo analitica
ja que em concentracdes maiores a linearidade, para esses analitos, apresentou resultados ndo
desejaveis. Os demais analitos, que ndo apresentam LMR definido para a matriz ovo, foram
validados em 10 pg kg excetuando-se o Sisapronil que apresenta as mesmas limitacdes de

linearidade.
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Lote 1 Lote 2 Lote 3

MOX 0,983 0,976 0,975
MONE 0,983 0,974 0,981
ABA 0,992 0,986 0,978
IVR 0,955 0,967 0,977
EPR 0,978 0,985 0,989
DOR 0,979 0,980 0,989
FIP 0,992 0,998 0,987
SISA 0,993 0,999 0,989
FIP-SO2 0,991 0,975 0,985
MEB 0,965 0,984 0,989
LEV 0,988 0,972 0,991
OXB 0,978 0,968 0,989
FENB 0,985 0,972 0,972
FBZ 0,983 0,979 0,991
FENB-SO2 0,993 0,950 0,990
PRAZ 0,980 0,970 0,951
FENB-SO 0,986 0,955 0,993
ALB-NH2-S02 0,979 0,986 0,991
ALB-SO 0,981 0,975 0,990
ALB-CP 0,971 0,978 0,975
ALB-S02 0,960 0,962 0,988
ALB-CP-SO 0,967 0,989 0,991
ALB-CP-SO2 0,976 0,984 0,992
ALB 0,964 0,977 0,990

5.4.3 Limite de Deteccdo (LD), Limite de Quantificacdo (LQ), Limite de Decisdo (CCa) €

Capacidade de Deteccéo (CCA)

Os valores encontrados para limite de deteccdo e limite de quantificacdo estdo

descritos na Tabela 16. Ao avaliar o LD e 0 LQ observa-se que todos os analitos apresentaram

valores que satisfagcam a faixa de trabalho de interesse, o que reforca os bons resultados de

linearidade apresentados no item 5.4.2.
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Tabela 16. Nivel de Validacdo Adotado(NVA), Limite Maximo de Residuo (LMR) para a
matriz ovo,Limite de Deteccdo (LD), Limite de Quantificacdo (LQ), limite de decisdo (CCa)
e capacidade de deteccdo (CCp) para cada analito do método proposto em ug kg™.

NVA LVR LD ) CCa cCp

MOX 10 : 0.13 0,38 1175 1351

MONE 2 10 0,09 0,26 2,30 2,60

ABA 10 : 0,22 0,68 11,08 13,95

IVR 10 : 0,24 073 13,50 17,00

EPR 10 : 0,14 0,41 11,43 12,86

DOR 10 : 0.17 051 1156 13.13

FIP 2 20 0,10 0,30 2,25 251

SISA 2 : 0,11 034 2,23 2,46
FIP-SO2 2 : 0,17 0,50 247 2,93

MEB 10 10 0,20 0,60 1157 13,15

LEV 10 10 0,10 031 11,04 13,87

OXB 10 10 0,17 053 12,25 14,50

FENB 50 1300 011 0,35 58,54 67,09

FBZ 10 400 0,08 0,26 11,88 13,76

FENB-
NS 50 : 0,09 0,27 60,25 7051
PRAZ 200 200 0,12 0,36 24316 | 286,32
FENB-SO | 50 : 0,14 0,41 62,40 74,80
ALB-NH2-

oo 10 : 013 0,39 11,63 13,26
ALB-SO 10 : 0.1 032 11,79 1358
ALB-CP 10 : 0,12 0,38 11,76 1352
ALB-SO2 | 10 : 0,15 0,46 1271 15,42
AP 10 : 0,07 0,22 11,84 13,69
ALB-CP-

o 10 : 011 032 11,87 13,74

ALB 10 10 011 033 11,87 13,74

O valor do limite de decisdo (CCa) é utilizado como parametro para a caracterizacdo
de uma amostra ndo-conforme. Para os analitos que apresentam metabdlitos, o resultado da
analise € reportado pela soma do composto quimico e seus metabolitos. Dessa forma,0 CCa
utilizado foi calculado utilizando-se as Equacdes 10 a 12, obtendo-se como resultado 11,92ug
kg?® para o Albendazol. Febendazol e Fipronil, além do célculo diferenciado do CCa em
razdo dos metabdlitos, foram validados em um NVA diferente do LMR e por isso realizou-se
uma extrapolacdo do CCapara o valor do LMR sendo eles 1567,84 ug kg™ e 22,60 ug kg,
respectivamente. Para a Monensina e o Flubendazol realizou-se apenas a extrapolagéo, sendo

0 CCa igual a 11,65 pg kg* e 471,20 ug kg2, respectivamente.
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5.4.4 Recuperacgdo

Os valores para a recuperacdo, que € o percentual da média das concentragdes
encontradas para cada nivel de validacdo, referente aos trés lotes, em relacdo a concentracao
estimada, de cada analito em cada um dos trés niveis de valida¢do estdo descritos na Tabela
17.

Tabela 17. Recuperacg6es, em percentual (%), para cada analito em cada nivel de validacéo

Niveis de validacao
0,5 1,0 15
MOX 89 104 100
MONE 93 103 103
ABA 94 100 94
IVR 87 99 90
EPR 97 101 104
DOR 92 102 99
FIP 95 107 102
SISA 88 102 96
FIP-SO2 97 108 101
MEB 97 108 103
LEV 96 100 102
OXB 94 100 106
FENB 108 106 106
FBZ 96 106 106
FENB-SO2 103 110 108
PRAZ 104 106 102
FENB-SO 101 108 102
ALB-NH2-502 95 103 105
ALB-SO 96 107 107
ALB-CP 103 102 101
ALB-SO2 97 103 107
ALB-CP-SO 92 104 106
ALB-CP-SO2 100 105 107
ALB 95 103 103

A recuperagdo mais baixa encontrada foi de 87% para 0,5 NVA da lvermectina e a
mais alta foi de 110% para 1,0 NVA do Febendazol sulfona. Conforme Tabela 11, todos os
valores estdo dentro da faixa de recuperacdo aceitdvel levando em consideracdo a

concentracao de cada composto.
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5.4.5 Precisao
Os valores de coeficiente de variagdo, em percentual, calculados para cada nivel, para
cada analito, referente aos trés lotes, para a repetitividade, reprodutibilidade intralaboratorial e

a reprodutibilidade de analista estdo descritos na Tabela 18.

Tabela 18. Coeficiente de variagdo (CV) em percentual (%) da repetitividade, da
reprodutibilidade intralaboratorial e reprodutibilidade de analista para cada analito em cada
nivel de validacéo.

Repetitividade R_eprodutibilidz_;lde Reprodutib_ilidade

intralaboratorial de analista
0,5 1 1,5 0,5 1 1,5 0,5 1 1,5
MOX 9,8 9,4 84 | 150 | 10,2 | 84 76 | 176 | 10,1
MONE 9,7 8,7 81 | 130 | 9,2 8,7 9,9 9,7 9,4
ABA 9,5 10,7 | 92 | 119 | 113 | 93 | 148 | 188 | 148
IVR 123 | 173 | 142 | 130 | 174 | 196 | 20,8 | 20,4 | 18,5
EPR 6,9 8,1 91 | 10,7 | 83 9,7 46 | 13,6 | 11,7
DOR 113 | 103 | 95 | 136 | 10,7 | 106 | 9,0 | 20,8 | 115
FIP 9,1 3,9 4,8 9,8 7,3 6,1 | 126 | 6,3 | 11,2
SISA 10,2 4,4 55 | 14,0 | 156 | 129 | 152 | 7,0 | 12,0
FIP-SO2 10,2 59 6,5 | 11,2 | 6,0 6,9 | 22,1 | 116 | 134
MEB 13,6 9,5 45 | 155 | 10,6 | 58 | 114 | 85 | 11,0
LEV 11,3 6,0 97 | 152 | 98 | 11,3 | 95 6,0 | 10,5
OXB 13,7 | 122 | 135 | 16,9 | 12,7 | 145 | 118 | 9,7 | 13,0
FENB 8,4 6,5 9,2 9,4 8,9 95 | 110 | 9,0 | 111
FBZ 10,5 99 | 109 | 11,7 | 106 | 11,3 | 10,1 | 9,3 5,9
FENB-SO2 11,7 89 | 118 | 123 | 94 | 120 | 88 | 11,6 | 11,9
PRAZ 11,5 7,1 98 | 16,2 | 81 | 12,6 | 115 | 7,8 9,6
FENB-SO 12,0 95 | 139 | 12,1 | 104 | 14,2 | 12,1 | 13,7 | 13,2
ALB-NH2-S02 10,0 75 | 100 | 122 | 81 | 106 | 6,5 8,0 7,4
ALB-SO 8,8 73 | 112 | 115 | 75 | 118 | 74 9,2 8,4
ALB-CP 8,0 8,6 84 | 144 | 10,7 | 8,8 9,0 7,2 | 10,9
ALB-SO2 134 | 142 | 16,1 | 14,1 | 144 | 16,5 | 18,7 | 153 | 14,6
ALB-CP-SO 8,0 9,8 9,8 92 | 119 | 104 | 58 | 11,0 | 8.3
ALB-CP-S02 12,1 79 | 100 | 139 | 94 | 105 | 9,2 8,6 9,1
ALB 11,8 6,7 | 106 | 12,1 | 6,9 | 11,7 | 8,3 7,3 | 10,0

O critério de aceitacdo utilizado para a reprodutibilidade intralaboratorial e a
reprodutibilidade de analista sdo calculados de acordo com a equacdo de Horwitz (Equacéo
16), e para a repetitividade é de até 2/3 deste valor. Para a concentracdo mais baixa avaliada, 1

ugkg? (Monensina, o Fipronil, Fipronil sulfona e Sisapronil no nivel de 0,5) o valor de CV de
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repetitividade aceitavel € de até 30 % e para reprodutibilidade intralaboratorial € de ate 45 %.
Para a concentracdo mais alta avaliada, 300 ugkg™ (Praziquantel no nivel 1,5), o valor de CV
de repetitividade aceitavel é de até 13% e para reprodutibilidade intralaboratorial é de até
19%. A partir desses dados, avaliando-se apenas a repetitividade, nota-se que quatro analitos,
IVR, MEB, OXB, FENB-SO e ALB-SO; apresentam valores coeficiente de variacdo superior
a 13%, que € o valor mais restrito entre toda a faixa de concentracdo avaliada. Esses analitos,
excetuando-se 0 FENB-SO, estdo na mesma concentracdo em cada um dos niveis, 5,10 e 15
ugkg™, e os CVs de repetitividade aceitaveis para cada concentracdo sdo 24, 21 e 20%,
respectivamente. Para a concentracdo do nivel 1,5 do FENB-SO,, que é 75 ug kg*, o CV
maximo aceitavel é de 16%. Dessa forma, todos analitos nos trés niveis apresentaram
coeficiente de variagdo para repetitividade que atendem aos critérios estabelecidos.

Para reprodutibilidade intralaboratorial e reprodutibilidade de analista, os critérios séo
0s mesmos e o valor de coeficiente de variacdo mais restrito das concentracfes avaliadas € de
19%.Trés analitos, IVR, DOR e FIP-SO; apresentaram valores superiores. A concentracdo
dos niveis 0,5, 1,0 e 1,5 de Ivermectina e Doramectina sdo 5, 10 e 15 pugkg?, respectivamente,
e os valores maximos aceitaveis de CVs sdo 36, 32 e 30%, respectivamente. Conforme ja
comentado, o CV para o nivel 0,5 do Fipronil sulfona é de 45%. Como a equacao de Horwitz
para concentracdes baixas obtém valores de coeficiente de variacdo alto, busca-se trabalhar
com CV mais baixo possivel, dessa forma, a maioria dos coeficientes de variacdo encontrados
compreende os valores de CV mais restrito do que 0 necessario para a concentragdo de

interesse.

5.4.6 Aplicabilidade do método

O método proposto apresentou desempenho considerado aceitavel para a identificacdo
e quantificacdo de antiparasitarios em ovos por LC-MS/MS, sendo um método seletivo,
reprodutivel e com a exatidao requerida para a faixa de trabalho de interesse baseado nos
critérios da Decisdo da Comissao da Unido Européia 2002/657/EC e do MAPA.

5.5 Avaliacdo da incidéncia de antiparasitarios em ovos em amostras coletadas no
Brasil
Os itens de ensaio foram coletados pela fiscalizacdo federal agropecuéaria do
Ministério da Agricultura do Brasil ao longo do ano de 2019, conforme sorteio realizado pelo

PNCRC, em onze estados brasileiros: Bahia, Espirito Santo, Goias, Minas Gerais, Mato
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Grosso, Paraiba, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo,
conforme Diagrama 2. Os locais sdo definidos por sorteio entre os estabelecimentos que
fazem parte do SIF e o quantitativo de amostras é definido pela Coordenacdo de
Caracterizagdo de Risco da Coordenacdo Geral de Programas Especiais do Departamento de

Inspecdo de Produtos de Origem Animal do MAPA?®S,

Sdo Paulo Parand ® Rio Grande do Sul Minas Gerais M Santa Catarina B Qutros

231
31

29
Estados

27

Diagrama 2. Distribuicdo dos itens de ensaio conforme o estado de origem

Séo Paulo, em 2018 e 2019, foi o estado brasileiro responsavel pela maior parte da
producdo de ovos no Brasil, 29,7%. Minas Gerais e Rio Grande do Sul, em 2018 e 2019,
foram o terceiro e quinto produtor no Brasil e foram os estados responsaveis pela maior parte
da exportacéo de ovos no Brasil, 56,64 e 33,77%, respectivamente, em 2018%% 7°, O Parana,

em 2018 e 2019, foi 0 quarto maior produtor de ovos no Brasil”°.

O total de amostras analisadas foi de 348 amostras de ovos, dos quais 174
apresentaram residuos acima dos limites de quantificacdo. Do total de amostras quantificadas,
37 apresentaram concentracdo de composto quimico acima do valor do CCa estabelecido na
verificacdo do desempenho do método, como observado no Diagrama 3, e, portanto, foram

consideradas ndo-conformes.
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Diagrama 3.Percentual de amostras quantificaveis, conforme e ndo conforme. Quantidade de
amostras com concentragdes acima do CCa para cada analito ou conjunto de analitos.

Os compostos quimicos que foram identificados e quantificados nas amostras reais
foram: Albendazol, Fipronil, Oxbendazol, Febendazol, Mebendazol e lvermectina. Dentre as
amostras quantificaveis 30 apresentaram quantificacdo para dois ou mais compostos
quimicos, conforme Tabela 19, dado esse que reforca a importancia de metodologias
analiticas multirresiduos. Entre as amostras que apresentaram quantificacdo para mais de um

analito, observa-se que as amostras A2, A6, A12 e A21 apresentam concentracfes acima do

CCa para mais de um analito.
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Tabela 19. Amostras que apresentaram quantificagdo para mais de um analito e suas
respectivas concentracdes em pg kg

ALB-SO2 FIP | FIP-SO | FENB | FENB-SO | FENB-SO2 MEB
Al 12,49 - 16,17 - - - -
A2 147,60 - 52,96 - - - -
A3 4,37 - 5,08 - - - -
A4 5,86 - 13,79 - - - -
A5 3,11 - 4,12 - - - -
A6 542,03 - 0,98 19,97 11,18 175,34 31,30
A7 12,28 - 0,52 7,10 13,98 158,32 -
A8 7,12 - 1,49 - - - -
A9 4,95 - 0,64 - - - -
Al0 8,45 1,65 | 137,10 - - - -
All 6,92 - 2,62 - - - -
Al2 18,60 - 59,37 - - - -
Al3 7,93 - 27,26 - - - -
Al4 26,83 - 0,57 - 15,49 181,97 -
Al5 8,50 - 0,53 - - - -
Al6 47,54 - 8,71 - - - -
Al7 4,95 - 1,20 - - - -
Al8 11,09 - 4,02 - - - -
Al9 311,32 - - - - - 8,78
A20 3,32 - 8,08 - - - -
A21 25,65 - 59,17 - - - -
A22 4,26 - 1,85 - - - -
A23 4,16 - 8,80 - - - -
A24 4,92 - 1,14 - - - -
A25 5,85 - 0,68 - - - -
A26 8,52 - 0,80 - - - -
A27 7,94 - 0,96 - - - -
A28 6,69 - 3,57 - - - -
A29 4,37 - 5,35 - - - -
A30 19,12 - 0,52 - - - -

As concentracGes acima do CCa foram para os analitos Fipronil, Albendazol e

Mebendazol, conforme Diagrama 3. Como ja relatado na literatural® e evidenciado no item

3.2.3, todas as quantificacGes de Fipronil foram identificadas a partir de seu metabdlito,

Fipronil sulfona, excetuando uma Unica amostra que apresentou quantificacdo para o fipronil

e 0 metabdlito. O Albendazol, assim como o Fipronil, foi quantificado em todas as amostras

na forma do metabolito Albendazol sulfona; os principais metabolitos do Albendazol sdo o

sulféxido e sulfona'®, entretanto, ndo houve quantificacdes para o sulféxido. O Mebendazol

apresentou quantificacdo acima do CCa para apenas uma amostra, a qual também apresentou

valor ndo conforme para o Albendazol, e valores quantificaveis para Febendazol e Fipronil.
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Os compostos quimicos que mais quantificaram em concentracdes superiores ao CCa
foram o Albendazol e Fipronil. Em consulta ao Compéndio de Produtos Veterinarios do
Sindicato Nacional da Industria de Produtos para a Saude Animal (CPVS/SINDAN) esta
registrado para aves apenas um medicamento com o principio ativo Albendazol, o qual, nas
indicacdes de uso, informa que em até 4 dias apos o uso do medicamento 0s ovos ndo devem
ser destinados a consumo humano. A grande quantidade de amostras positivas (129) e ndo-
conformidades (30 amostras)com Albendazol sugerem que esse periodo de caréncia nem
sempre é respeitado. Para o Fipronil, ndo existe registro de medicamento destinado a aves;
entretanto, existe o registro de 20 medicamentos com Fipronil como principio ativo destinado
a caes, gatos e bovinos. Dessa forma, uma das fontes de contaminacdo dos ovos pode ser pela

utilizagdo de produtos sem registro.

Os resultados divulgados do PNCRC/Animal 20177t 72 ¢ 201872 ndo apresentam
relatos de amostras nao-conformes de ovos para o Albendazol e Fipronil, os resultados de
2019 ndo foram divulgados até 0 momento. Os resultados utilizados nos anos de 2017, 2018 e
2019 ndo consideram os metabolitos desses compostos’. O Regulamento de 37/2010 da
comissdo da unido européia prevé a atribuicdo do resultado final pela soma dos metabolitos
do Albendazol para a matriz musculo, tecido adiposo, figado, rim e leite; ndo existe previsao

do Fipronil™,

As amostras que apresentaram valores acima do CCa foram analisadas uma segunda
vez em triplicata, todos os resultados foram concordantes com o da primeira analise. Dessa
forma, a metodologia proposta apresentou bons resultados de reprodutibilidade e os limites de

quantificacdo atendem aos valores estipulados na legislagao.
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6 Conclusao

Para o desenvolvimento da metodologia analitica para a identificacdo e quantificacao
de 15 antiparasitarios e alguns metabdlitos em ovos por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas em tandem otimizou-se e avaliou-se as condi¢des de espectrometria
de massas, cromatograficas e preparo de amostras.Buscou-se encontrar as condi¢des mais
eficientes para minizar os interferentes visando obter uma metodologia préatica de rotina, e que
viabiliza-se uma boa capacidade operacional ao laboratério. Dessa forma, nesse trabalho, apds
as definicbes dos parametros de espectrometria de massas e cromatografia, avaliou-se que
utilizando uma menor quantidade de amostra, 2,00 gramas, e incluindo o salting out com
NaCl, que tem grande influéncia para a eficacia do preparo de amostras, e uma hora de

purificacdo a baixa temperatura, como clean up, obtém-se uma metodologia eficiente.

A validacdo teve como objetivo garantir o desempenho do método analitico, para isso,
avaliou-se o efeito de matriz, a seletividade do método, os limites de quantificacdo e deteccao,
a precisao, a recuperacdo e, por se tratar de residuos de medicamentos veterinarios, utiliza-se
a abordagem de capacidade de deteccdo (CCp) e o limite de decisdo (CCa). O método
proposto apresentou desempenho aceitdvel e atendeu a todos os critérios da Diretiva
2002/657/EC e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.

O método desenvolvido foi utilizado para analisar 348 amostras de ovos coletadas pelo
SIF em onze estados brasileiros em 2019. Metade das amostras apresentou quantificagdo para
seis dos quinze analitos avaliados. Dentre as amostras quantificaveis, 37 apresentaram
resultados ndo-conformes, ou seja, apresentaram valores superiores ao CCa, para trés
compostos quimicos, representando 10,6% do total de ovos. A maioria das ndo-
conformidades é atribuida a presenca de Albendazol que foi identificado como seu metabdlito
Albendazol sulfona. O Fipronil, que foi o segundo que mais apresentou ndo conformidades,
foi identificado como Fipronil sulfona em todas as amostras e em apenas uma foi identificado
o Fipronil também, e por Gltimo, apenas uma amostra apresentou valores acima do CCa para
0 Mebendazol. A presenca de mais de um composto foi identificada em 30 amostras,
havendo, inclusive, ndo-conformidades para dois compostos em uma mesma amostra. Com
isso, conclui-se que uma metodologia capaz de identificar e quantificar diferentes compostos

quimicos possibilita um maior conhecimento da utilizacdo de medicamentos veterinarios.
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Atualmente, tem-se o conhecimento de apenas um medicamento registrado no Brasil
para uso em aves com o principio ativo de Albendazol e nenhum para Fipronil, o que sugere o

uso irregular desses medicamentos.

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho, conclui-se que a metodologia proposta
é adequada para a utilizagdo em rotina e atende aos critérios estabelecidos para avaliar as
amostras do Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em produtos de

origem animal (PNCRC) do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento.
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ANEXO I
CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A Cromatografia, segundo a IUPAC, ¢ “um método fisico de separacdo em que os
componentes sdo distribuidos entre duas fases, uma das quais € estaciondria, enquanto a outra
se move numa dire¢ao definida”, onde a fase mdvel pode ser um liquido, um gas ou um fluido
supercritico’’.A separacdo de diferentes substancias em uma mistura utilizando-se a
cromatografia ocorre pela diferenca de afinidade delas com a fase estacionaria e mével. Em
cromatografia liquida alguns parametros sdo utilizados como o tempo de retencdo, t;, que
refere-se ao tempo caracteristico de eluicdo de uma substancia em uma determinada condicéo,
a resolucdo (R) que é a capacidade de separacdo de determinado componente na presenga do
outro, e pode ser calculado conforme equacdo (1), e numero de pratos tedricos (N) que

representa a eficiéncia da coluna e é calculada conforme equacéo (2)3.

_ ta—tp

- 0,5(Wg+wp) (1)
— tay2

N =16G5) )

Onde ty e tp, sdo os tempos de retencdo do analito a e b e wa e Wy Sd0 as larguras de

cada pico, conforme demonstrado na Figura 1.

Os principais componentes de um sistema cromatografico sdo: o reservatério das fases
moveis (que pode ser de apenas um solvente (ou mistura de solventes) quando se utiliza o
modo de elui¢do isocratico ou com dois ou mais solventes (ou misturas de solventes) no modo
de eluicdo gradiente), a bomba que promove uma pressdo e fluxo estavel de fase movel
requerido em fungdo do tipo de coluna utilizado, o injetor de amostra, a coluna que na
cromatografia de alta eficiéncia € comumente utilizado recheios com particulas de 3a 5 um, e

o detector.
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Figura 1. Representagdo de um sistema de cromatografia liquido com o cromatograma com o

Tabela 1.

cromatogréaficas.

tempo de retencéo e largura dos picos.

Evolugdo das

particulas utilizadas como

recheio em colunas

Eficiéncia (pratos/15

Tempo Particulas Observacoes
cm)
Irregulares de 100-
1950 J 200 .
200 um
Maior taxa de transferéncia de massa,
Peculiares rigidas de possibilitando uma faixa de vazdo de
1950 1000 fase mével maior. E menor area
40-50 pm superficial, a capacidade de amostra era
pequena.
R ibili limi ja
1970 Porosas de 10 um 6000 epro’dutlbl idade era |m|t_adaja que as
particulas menores eram irregulares.
1980 Esféricas de 5um 12000 Enchimentos mais reprodutiveis,
1990 Esféricas 3-3,5 um 22000 homogeneos e compactos
Menor resisténcia a transferéncia de
Esféricas e ndo massa, mais resistentes e estaveis a alta
1996 30000 pressdo e baixa area superficial.Mais
porosas del1,5 pm utilizadas para macromoléculas como
proteinas
L. Recheios reprodutiveis e que
2000 Esféricas porosas de 25000 possibilitaram analises mais rapidas
2,5 um pela possibilidade de utilizagdo de
colunas menores
Porosas de 1,7 um
2000 K 30000 Exigem instrumentagdo mais sofisticada

que

Fonte: Maldaner, 2009
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ANEXO Il
ESPECTROMETRIA DE MASSAS (MS)

Apos a introducdo da amostra, como mostra a figura 1, é necessario que as moléculas

sejam transformadas em particulas carregadas, esse processo ocorre na fonte de ionizacéo.

Introdugao [ | Fontedeions | Analisador de massas Detector —> Procesamento
da amostra de dados

Vicuo/

Pressdo Atmosférica Allto vacuo

Figura 1. Componentes principais de um espectrometro de massas

Fonte de ionizacéo

O método de conversdo das moléculas em ions pode de ser por ionizagdo por elétrons
(EI), quimica (IC), dessorcdo, quimica a pressao atmosférica (APCI, do inglés Atmospheric
pressure chemical ionization) e eletrospray (ESI, do inglés Electrospray ionization), entre
outras®.:3% 3 Tanto a APCI quanto a ESI mostraram-se vantajosas para realizar o processo de
transformacdo da amostra liquida que sai da coluna para a fase gasosa e sua ionizagao, todo
esse processo em pressdo atmosférica. Pela sua maior popularidade®® e pela utilizacdo nesse

trabalho, apenas, a ESI sera abordada.

No ESI, a solugdo da amostra com os analitos de interesse é transferida para a cAmara
de ionizacdo por um tubo capilar ao qual € aplicado uma alta tensdo, sendo ela positiva ocorre
a formagdo de ions positivos, comumente representado por [M+nH]"também chamado de
protonacdo e quando uma tensdo negativa é aplicada e ocorre desprotonagdo, [M-nH]™. A
ocorréncia de moléculas com carga diferente da unitaria ocorre em massas moleculares
superiores das de interesse desse trabalho. Além disso, ndo sé a protonacdo ocorre, pode

ocorrer a coordenagdo com cations como o de amonia [M+NH,]*.

As etapas envolvidas no processo de ionizacdo por eletrospray ndo estdo
completamente esclarecidas, porém existem dois mecanismos mais aceitos®: 3. Os
mecanismos apresentam consenso sobre a parte inicial do processo, referente a tensdo

aplicada que dispersa a corrente do liquido formando uma névoa de goticulas carregadas. As
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forcas repulsivas entre as cargas da superficie superam as forcas coesivas da tensao superficial
e ocorre, como ¢ conhecida, a “explosdo coulombica”. A partir desse momento o0s
mecanismos discordam, como resumido na Figura 2: o modelo de Dole de 1968, conhecido
como mecanismo do residuo de carga ou fissdo, aborda que as “explosdes couldmbicas”
continuam ocorrendo até que apenas o ion do analito permaneca e forma-se um ion em fase
gasosa. Ja 0 mecanismo da evaporagdo do ion, de Iribarne e Tomson, propde que 0 campo
elétrico da superficie da goticula é suficientemente elevado para que o ion do analito seja
transferido diretamente para a fase gasosa. As goticulas carregadas sofrem ainda um contra
fluxo de um géas de secagem, normalmente nitrogénio, para auxiliar na remocao de moléculas
do solvente. Apds essas etapas os ions fluem para o analisador de massas induzidos pelos

efeitos de atracdo eletrostaticos e pelo vacuo.

Teoria Evaporaciio do ion

[M=H]" [M=H]"

/ S\ ~
Evaporagio do N [M+H]
solvente Explosde Coulombica [M-+]
——— | / v et (5,
O
O

O g e o\

Solugho da o © ole OO

@]
amotra O

Tuba capilar

[M-H]"

\ e

- P Evaporagdo do -
Explosio Couldmbica solvente [M+H]

Teoria Residuo de carga

Figura 2. Diferenca entre 0s mecanismos propostos para as etapas do electrospray utilizando

como exemplo uma ionizagdo no modo positivo
Analisador de massas

O fluxo de ions proveniente da fonte de ionizacdo é acelerado por um campo elétrico e
passa para o analisador de massas, 0 qual separa os ions em funcédo da relacdo entre a sua
massa e a carga, m/z. Existem também diferentes tipos de analisadores de massas como o de
setor magnético que utiliza um campo magnético para acelerar 0s ions que tracam uma rota
curva que se relaciona com a massa do fon%®, o de foco duplo que combina o campo
magnético e um campo elétrico para incrementar a resolucédo e exatiddo de massa em relacéo
ao anterior33 35, o por tempo de voo (TOF, do inglés time of flight) que baseia-se que dois ions
acelerados a0 mesmo tempo, com mesma energia cinética terdo seu tempo de voo relacionado

com suas massas®t 3% 3% e o quadrupolo, que sera detalhado a seguir. O que difere na
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utilizacdo desses analisadores sdo as necessidades da analise quimica quanto a resolugao,

sensibilidade e exatiddo, custos e espaco fisico do laboratorio.

O analisador de massas do tipo quadrupolo é um dos mais populares®® 35
principalmente, em analises de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos?6: 36: 37; 38;
39, Ele é composto, assim como o nome sugere, por quatro barras de metal, que podem ser
cilindricas ou com secdo transversal hiperbolicas, sendo dispostas em pares, onde duas sdo
mantidas com um potencial elétrico positivo e as outras duas com potencial negativo. Uma
combinacdo de corrente continua (CC) e radiofreqiiéncia (Rf) é aplicada nas barras. A
variacdo da amplitude de CC e Rf permitira que apenas determinados m/z tenham uma
trajetoria estavel, ja que estardo em ressonancia com o campo aplicado, e passem pelas barras
atingindo o detector, os demais ions que apresentardo uma trajetoria instavel, colidiram com

as barras, ndo alcancardo o detector e serdo eliminados do sistema pela bomba de vacuo3t: 3%
35

Existe ainda o quadrupolo ion trap, aprisionador de ions, conhecido como quadrupolo
tridimensional. Nesse analisador os ions sdo “aprisionados” quando uma corrente alternada
(CA) e uma Rf sdo aplicadas ao eletrodo que circunda o0 meio e estd entre outros dois
eletrodos com um orificio no meio, um de entrada e outro de saida do fluxo de ions, formando
uma “armadilha”. Quando isso ocorre os ions aprisionados ficam em trajetorias concéntricas,
independente de m/z, por um tempo, cerca de 1 ms. Uma varredura de Rf é utilizada para que,
da mesma forma que o quadrupolo linear, crie-se uma trajetdria instavel para determinados
fons com m/z e esses sejam ejetados para o detector. Esse tipo de quadrupolo apresenta

sensibilidade maior que o linear33:3°,

Para aprimorar as qualidades analiticas da espectrometria de massas e oferecer melhor
seletividade e sensibilidade, surge a espectrometria de massas no modo tandem (MS/MS) que
ndo utiliza apenas um analisador de massas, mas dois estagios, onde o primeiro é responsavel
por isolar os ions de interesse de determinado m/z gerados pela fonte de ionizacdo e o
segundo relaciona os ions produtos gerados pela fragmentagao induzida do ion selecionado no

primeiro estagio.

O triplo quadrupolo utiliza trés quadrupolos em série. O primeiro é responsavel pela
selecdo do ion com o0 m/z desejado. O segundo ndo é utilizado como um analisador, mas sim

como uma célula de colisdo, que tem por objetivo fragmentar os ions selecionados no
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primeiro quadrupolo. E por Gltimo, os fons produtos sdo analisados no terceiro quadrupolo®,

conforme demonstrado na Figura 3.

== JISNEE-

Fonte Célula de alta pressio
Detector
Gas de cortina —+

Figura 3.Partes de um triplo quadrupolo da marca SCIEX
Fonte: SCIEX, 2010

No modo tandem, o terceiro quadrupolo também pode ser utilizado com o analisador
fon trap, a figura 4 apresenta um modelo de sistema do Qtrap da marca SCIEX que
apresentam a QJet e 0o QO, que sdo utilizados para realizar a interface entre a fonte e o
analisador de massas e focalizar o fluxo de ions, o primeiro quadrupolo (Q1), a célula de

colisdo, e terceiro quadrupolo é do tipo ion trap.

Detector
C . COx "n' 1
:‘\ __"_"‘%
R s ” A i 31
'. ‘ { ‘g -I '3’ oo
' 57 = e ¢ \ 3' R"
T QUet :
Qo0

Figura 4. Partes do sistema Qtrap da SCIEX que utiliza o analisador ion trap
Fonte: SCIEX, 2010
A utilizagdo do MS/MS possibilita a aquisicdo de dados de formas diferentes. O
Product lon Scan ou varredura de ion produto é o modo onde o ion de interesse é selecionado
e isolado no Q1 em seguida é fragmentado na célula de colisdo e 0 Q3 faz a varredura dos
fons produtos e gera o espectro de massas do composto de interesse3 36:37. O Precursor lon
Scan ou varredura do ion precursor, onde 0 Q1 analisada um determinada faixa de massa e o
Q3 busca por fragmento com m/z definidos, ou seja, 0 objetivo é identificar a que precursor
um fon produto se relaciona®!:%6:37. O modo Neutral Loss Scan ou varredura de perdas neutras

que é utilizado para avaliar perdas de fragmentos neutros3%: 3. E 0 modo de Multiple Reaction
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Monitoring (MRM) ou monitoramento de maltiplas reagdes que tem como objetivo monitorar
a intensidade de diferentes ions ao mesmo tempo onde a relacdo m/z do aduto formado por
cada um na fonte de ionizacdo é monitorado e selecionado no Q1, ocorre a fragmentacdo na
célula de colisdo, e os fragmentos mais intensos de cada composto s&o monitorados no Q336

37
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ANEXO 111
RECUPERACOES OBTIDAS NA PRIMEIRA ETAPA DE OTIMIZACAO DO
PROCESSO EXTRATIVO

Tabela 1. Recuperacdes, em percentual, obtidas para o Experimento 1 da Tabela 9 onde as
variaveis sdo tempo de freezer e quantidade de amostra utilizando NaCl. Os valores em
negrito sdo os que estdo dentro da faixa aceitavel.

Com NaCl 2g/1h 29/4h 29/12h 5g/1h 5g/4h | 5g/12h | 10g/1h 10g/4h 10g/12h

MOX 75,46 76,12 89,31 67,01 75,38 | 110,43 51,48 67,26 39,28
MONE 81,86 92,93 104,88 65,34 91,92 75,59 65,89 75,25 50,12
ABA 78,99 80,31 98,39 90,60 73,57 | 125,64 50,91 65,27 46,60
IVR 88,30 76,75 89,18 42,67 80,05 | 118,20 47,41 106,84 45,03
EPR 84,07 62,75 88,36 77,73 59,92 | 103,19 43,16 64,30 38,82
DOR 73,58 71,10 88,79 70,05 87,38 | 122,79 49,33 73,76 44,52
FIP 84,72 89,06 104,07 103,86 82,47 | 106,16 66,14 92,97 53,10
SISA 87,97 | 104,46 104,38 107,34 96,00 | 115,75 69,76 84,38 49,43
FIP-SO, - - - - - - - - -
MEB 95,53 | 132,73 84,92 106,15 | 114,48 | 412,38 60,61 94,78 156,46
LEV 81,94 60,75 85,12 73,28 66,41 44,56 41,43 64,77 31,10
OXB 110,14 72,38 107,53 88,63 61,99 85,90 68,82 71,08 63,72
FENB 79,95 85,92 108,98 86,80 73,02 78,29 57,52 66,56 52,51
FBZ 94,05 87,28 96,44 94,88 76,70 76,89 57,66 69,60 55,10

FBZ-D3 85,70 76,64 74,58 88,58 78,69 76,86 45,15 66,84 40,37

FENB-SO, 79,44 83,82 93,56 98,33 78,59 | 103,27 76,60 68,77 59,45

PRAZ 89,80 97,21 109,68 82,91 90,32 75,89 45,04 75,92 51,14
FENB-SO 96,79 72,09 96,21 62,42 71,06 59,40 31,79 62,33 29,30
ALB-NH;-

SO, i i i ) ) i ) ) )
ALB-SO - - - - - - - - -
ALB-CP 75,40 67,71 102,71 73,97 72,61 86,42 45,27 71,81 50,72
ALB-SO; - - - - - - - - -
ALB-CP-

SO 78,03 78,87 78,48 87,75 71,63 84,55 57,24 68,51 57,05
ALB-CP-

SO; 88,84 82,39 97,45 80,18 97,56 72,62 60,28 102,53 46,17

ALB 88,38 76,16 94,07 80,15 74,11 98,12 58,05 69,04 51,37
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Tabela 2. Recuperagdes, em percentual, obtidas para o Experimento 2 da Tabela 9 onde as
varidveis sdo tempo de freezer e quantidade de amostra sem o NaCl. Os valores em negrito
s80 0s que estdo dentro da faixa aceitavel.

Sem NaCl 2g/1h 2g/4h 29/12h 5g/1h 5g/4h | 5g/12h | 10g/1h 10g/4h 10g/12h
MOX 4430 | 57,13 65,12 43,58 | 60,50 40,75 15,94 12,40 19,96
MONE 334,61 | 78,10 68,01 60,53 | 65,99 50,98 33,00 31,83 36,59

ABA 38,67 | 59,00 58,81 35,93 | 5047 31,15 15,94 12,40 19,96

IVR 48,87 | 49,40 65,48 35,83 | 49,90 34,31 33,00 31,83 36,59

EPR 33,17 | 47,32 50,49 33,11 | 39,71 31,57 15,94 12,40 19,96

DOR 37,48 | 47,14 66,32 32,88 | 48,64 32,17 33,00 31,83 36,59

FIP 63,69 | 69,70 72,66 60,86 | 64,16 53,07 15,94 12,40 19,96

SISA 64,66 | 71,14 78,83 53,00 | 62,14 47,83 33,00 31,83 36,59
FIP-SO; 68,77 | 80,45 77,57 64,13 | 71,83 58,30 15,94 12,40 19,96

MEB 55,32 | 69,37 86,07 61,52 | 48,93 44,74 28,31 29,90 34,76

LEV 71,42 | 67,81 99,94 45,76 | 57,59 75,16 33,19 31,37 31,38

OXB 57,29 | 67,40 64,69 54,94 | 57,62 54,65 27,89 26,30 30,99

FENB 50,06 | 55,97 73,79 3521 | 54,84 46,29 32,95 22,12 25,93
FBzZ 5792 | 63,78 72,85 50,19 | 55,03 44,45 22,79 26,06 32,79
FBZ-D3 38,97 | 54,89 45,81 28,15 | 45,13 48,21 15,43 21,70 26,43
FENB-SO, 94,12 | 81,81 61,61 79,25 | 71,60 68,67 43,75 50,32 45,03

PRAZ 58,19 | 63,59 79,83 66,41 | 72,74 46,45 26,59 20,77 41,08
FENB-SO 37,33 | 54,34 91,24 42,30 | 33,48 48,54 15,26 15,29 19,92
ALB-NH,-

SO; 37,44 | 41,65 65,94 2781 | 28,77 30,54 7,04 7,38 10,61
ALB-SO 4439 | 23,07 56,81 37,13 | 22,03 44,95 10,83 9,26 23,29
ALB-CP 65,16 | 66,29 68,69 65,31 | 66,66 55,36 24,81 31,50 31,39
ALB-SO; 46,50 | 44,47 65,37 3598 | 36,29 51,18 12,34 19,10 24,62
ALB-CP-

SO 54,64 | 36,85 67,53 36,63 | 34,17 28,87 15,92 14,06 34,60
ALB-CP-

SO; 41,38 | 64,45 63,07 40,59 | 47,97 43,24 18,50 24,64 38,26

ALB 59,32 | 62,53 98,84 48,95 | 60,03 56,22 24,31 27,49 43,76




90

Tabela 3. Recuperagdes, em percentual, obtidas para o Experimento 3 da Tabela 9 onde as
varidveis sdo adsorvente e quantidade de amostra utilizando o NaCl. Os valores em negrito
s80 0s que estdo dentro da faixa aceitavel.

ComNaCl | 20/EMR | 2g/C18 | 2g/PSA | 5Q/EMR | 5¢/C18 | 5¢/PSA | 109/EMR | 10g/C18 | 10g/PSA
MOX 80,11 | 8197 | 84,28| 71,98| 80,85| 6242 3467 | 5690 42,43
MONE 7658 | 74,75| 80,74 | 69,97 | 72,78 | 69,85 42,09 | 4615| 48,60
ABA 71,87 | 6748 | 7838| 7515| 69,64 76,30 3923 | 5252 49,43
IVR 70,00 | 86,69| 69,53| 5249 69,21| 56,06 38,71 | 41,96 44,16
EPR 7633 | 71,30| 80,00| 72,75| 71,11| 63,69 40,99 | 49,40 | 4742
DOR 80,92 | 7210| 7673| 7157| 6697| 68,68 3744 | 5203 4565
FIP 76,47 | 7591 | 7647 | 79.89| 77.87| 6941 4515 | 5521 | 42,73
SISA 80,88 | 8554 | 8218 7802| 14971| 72,90 51,77 | 4846 51,20
FIP-SO, 86,85| 9362| 99,85| 8646 87,87 90,82 6377| 9475| 69,95
MEB 76,48 | 2171| 7681| 5892| 7658| 5341 3573 | 7828 4055
LEV 4588 | 6536 | 6593| 5650 6239| 56,82 1954 | 4374 2456
OXB 7408 | 99,83 | 7330| 5883| 62,89 6261 4461 | 5768| 50,07
FENB 76,79 | 72,80| 80,66| 67,26 73,10 62,30 36,45| 59,29 4834
FBZ 7232 | 7130| 7913| 76,67| 7558| 7721 4216 | b5185| 5499
FBZ-D3 66,08| 7598 | 6821| 72,20 63,16| 66,08 4395 | 5859 4811

FENB-SO, | 79,59 | 6859| 9025| 6574| 8279 77,20 32,70 | 59,11 47,66
PRAZ 6569 | 7516| 87,80| 6996| 7179| 69,77 4322 | 5848 48,40

FENB-SO | 51,71| 5067 | 71,80| 5945| 8104| 5507 2518 | 5447 4567

ALB-NH,-

SO, 4403 | 6835| 5326| 5687| 57,49| 51,09 13,70 | 36,96 41,92
ALB-SO 3744 | 96,18 | 70,88| 6040 | 5850 6523 1807 | 4270| 48,61
ALB-CP 6749 | 76,36 | 72,75| 64,80| 76,25| 65,85 3419 | ©56,04| 4523
ALB-SO, 80,81 | 89,73| 74,11| 59,24| 90,91 | 78,49 3054 | 6450 53,65
ALB-CP-

o) 56,94 | 7139| 7177| 5625| b5516| 5342 2727| 4583 3864
ALB-CP-

SO, 8167| 8617 | 8159| 7714| 8483| 8059 36,18 | 5725 5201
ALB 61,72| 7590| 77,58| 61,59 | 80,84| 7555 3817 | 6031 4258
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Tabela 4. Recuperagdes, em percentual, obtidas para o Experimento 4 da Tabela 9 onde as
varidveis sdo adsorvente e quantidade de amostra sem o NaCl. Os valores em negrito sdo os
que estdo dentro da faixa aceitavel.

SemNaCl | 2g/EMR | 2g/C18 | 2g/PSA | 5¢/EMR | 5¢/C18 | 5¢/PSA | 10g/EMR | 10g/C18 | 10g/PSA
MOX 48,85 | 3443 3667 910 346| 985 5,90 3,00 5,07
MONE 3525| 5292| 69,00| 12,15| 11,03| 2651 1655 | 1050| 12,22
ABA 5500 | 31,93| 36,07 890 | 362| 948 4,60 2,94 6,02
IVR 4253 | 3806 | 2387 633 472 750 6,08 321 5,27
EPR 28,18 | 3303| 31,99 520 307| 873 2,65 3,41 5,07
DOR 4638 | 3301| 3087 693 | 434 964 5,06 3,24 5,64
FIP 6099 | 5402| 60,08| 14,29 1093| 21,88 10,02 | 1008| 12,21
SISA 51,00 | 4835| 5489| 14,05| 830| 2259 788 1001| 12,66
FIP-SO, 87,12 | 7429| 8647 | 2950| 2429| 40,05 2030 | 2026 2256
MEB 4350 | 26,69 | 2504 916 | 16,55| 171,69 107 | 952,66 7,43
LEV 17,92 | 4661| 49,80 814| 550| 2522 556 | 1161| 10,66
OXB 56,39 | 6599 | 34,74| 12,78 9,80 14,16 585| 12,01| 13,69
FENB 4560 | 5058 | 52,92 926| 7,05| 21,15 587 | 3854 8,83
FBZ 3523 | 5052 | 5048 | 1154| 877| 16,01 5,88 9,51 6,83
FBZ-D3 2520 | 5127| 48,03 752| 421 10,68 3,67 5,23 6,56

FENB-SO, | 16,25| 5348 3652 706 581 857 2,78 7,75 6,95
PRAZ 2741| 7039 | 5570| 10,03| 961 | 26,99 8,75 841 12,66
FENB-SO 1254 | 5056 | 3855 458 | 481 1440 293 | 22,85 7.94

ALB-NH,-

SO, 3760 | 3441| 29,33 487 | 234|849 2,04 6,82 6,52
ALB-SO 10,64 | 4619| 46,38 411 328 1265 1,81 10,39 8,12
ALB-CP 4834 | 4864 | 56,25 950 | 644 17,72 6,23 7,89 8,45
ALB-SO, 1271 4366 | 4189 469 | 326 14,00 210 | 37,26 7,42
ALB-CP-

o) 10,73 | 4373 | 3291 483 379| 961 292 | 10,68 6,96
ALB-CP-

SO, 50,40 | 6449 | 51,37| 1331| 965| 1584 461| 12,53 8,68
ALB 3518 | 5408 | 5504 711 609 1557 5,94 8,77 9,45
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Tabela 5. Recuperacgdes, em percentual, obtidas para o Experimento 5 da Tabela 9 onde as
varidveis sdo adsorvente e quantidade de adsorvente, utilizando o NaCl, 1 horas de freezer e
2g de amostra. Os valores em negrito sdo 0s que estdo dentro da faixa aceitavel.

Com NaCl EMR/100 | EMR/200 | EMR/400 | C18/100 | C18/200 | C18/400 | PSA/100 | PSA/200 | PSA/400
MOX 79,66 82,03 69,36 69,18 | 293,40 64,92 79,48 83,89 81,88
MONE 86,25 86,79 75,48 73,20 87,62 66,35 82,73 88,32 83,69
ABA 89,15 77,66 73,32 81,26 73,80 68,77 81,20 77,52 67,53
IVR 83,86 86,37 70,11 64,29 69,58 56,33 81,92 85,86 84,01
EPR 64,40 88,52 81,92 74,60 78,25 80,67 61,77 85,46 83,84
DOR 78,39 87,19 73,01 68,29 76,63 66,39 72,05 87,31 68,53
FIP 84,44 79,47 79,71 78,50 79,60 76,65 90,18 85,50 56,17
SISA 93,26 105,36 83,94 73,07 71,80 74,23 86,21 84,97 80,50
FIP-SO, 97,71 80,35 83,86 72,41 77,37 76,75 99,98 93,03 85,59
MEB 71,11 99,73 44,65 93,54 87,08 36,50 | 113,67 94,24 74,27
LEV 68,23 53,28 41,75 | 100,72 59,17 56,71 | 254,65 37,37 25,12
OXB 89,85 79,45 58,49 99,40 | 105,96 81,80 65,92 73,36 68,05
FENB 74,77 78,44 55,10 69,93 73,85 71,59 81,91 98,09 94,80
FBZ 104,23 62,73 77,71 | 108,43 90,84 62,24 80,49 81,42 57,42
FBZ-D3 64,31 92,15 80,44 88,57 85,06 84,08 50,57 78,85 80,78
FENB-SO, 76,69 73,42 101,03 72,12 94,77 74,96 73,77 65,25 53,63
PRAZ 89,78 98,43 72,88 81,13 79,32 81,73 92,70 82,49 98,95
FENB-SO 79,36 60,11 83,82 58,37 44,80 52,62 61,84 | 115,30 71,30
ALB-NH,-

SO; 91,54 103,11 62,24 66,32 79,94 56,83 69,13 87,24 39,96
ALB-SO 91,45 86,61 125,08 56,29 64,61 96,55 62,21 | 108,25 75,79
ALB-CP 75,89 68,12 86,45 78,62 85,60 90,18 82,18 95,29 87,17
ALB-SO; 49,11 78,72 52,84 85,96 93,16 69,49 | 102,02 89,93 77,40

ALB-CP-SO 75,96 44,32 70,63 49,97 82,81 71,17 63,41 86,10 74,45
ALB-CP-

SO; 115,83 85,57 105,88 63,88 53,03 89,97 77,70 87,70 79,19

ALB 52,29 50,52 80,48 89,77 82,57 58,67 | 125,68 96,20 79,41
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