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RESUMO

Neste trabalho foi realizada a otimizacédo e validagdo de um método de identificacéo e
quantificacdo de residuos de anabolizantes em urina de bovinos por meio da analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas sequencial. A otimizagéo da etapa
de hidrolise enzimatica indicou que a melhor condicdo foi a de 37,5°C por 16 horas,
utilizando a enzina B-glucuronidase/sulfatase de Helix pomatia, em pH 5,2. O procedimento
de extracdo e purificacdo otimizado consistiu em: extracdo liquido-liquido com éter dietilico e
extracdo em fase sélida com cartuchos a base de HLB e de aminopropilsilano. A derivatizacao
com MSTFA/NH4l/etanotiol foi otimizada por meio do planejamento fatorial Box-Behnken
33, avaliando os fatores: tempo, poténcia do micro-ondas e volume do derivatizante. A
condicdo Gtima consistiu em reac¢do por 2 minutos, com 25 pL de derivatizante e poténcia de
900 W. Outro procedimento de derivatizagao foi realizado para os analitos 17a-trembolona e
17B-trembolona, utilizando MSTFA/I, seguido de MSTFA puro. O método foi validado para
20 analitos, através da avaliacdo dos parametros de linearidade, seletividade, precisdo,
veracidade, limite de decisdo, capacidade de deteccdo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e incerteza de medicdo. As curvas analiticas, para todos os analitos, tiveram
adequacgdo ao ajuste linear. O método foi seletivo para os analitos em estudo, frente aos
interferentes avermectinas. A veracidade do método foi considerada adequada (90,5-132,4%)
para os analitos pesquisados, com exce¢do de a-estradiol, zeranol, o-zearalenol e
noretandrolona. A repetibilidade (2,9-43,0%) e a precisdo intermediaria (3,6-36,4%) foram
consideradas adequadas para todos os analitos. Os valores de limite de deciséo
(0,03-0,99 pg kg™), capacidade de deteccdo (0,05-1,68 pg kg™) e incerteza de medicdo
(0,130-1,487 g kg™), foram considerados adequados para todos os analitos. Nos valores de
limite de quantificacdo o método apresentou precisdo satisfatoria (5,6-49,5%) para todos os
analitos, e a recuperacdo (58,8-138,8%) também foi considerada adequada, exceto para
zearalenona, o-zearalenol, B-zearalenol, a-trembolona e p-trembolona. Foram realizadas
andlises de amostras reais de urina de bovinos e os resultados obtidos corroboraram com 0s

resultados obtidos por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial.

Palavras-chave: anabolizantes, urina de bovinos, cromatografia gasosa, espectrometria de

massas, derivatiza¢ao



ABSTRACT

This work involved the optimization and validation of a method of identification and
quantification of anabolic residues in bovine urine by gas chromatography — tandem mass
spectrometry. The enzymatic hydrolysis optimization indicated the best condition at 37.5°C
for 16 hours, using a B-glucuronidase sulfatase enzyme of Helix pomatia at pH 5.2. The
extraction and purification optimization consisted of liquid-liquid extraction with diethyl ether
and solid phase extraction with HLB and aminopropylsilane cartridges. A derivatization with
MSTFA/NH,l/ethanethiol was optimized through the 3% Box-Behnken factorial desing,
evaluating the factors: time, microwave power and volume of derivatization reagent. The
optimal condition consisted of reaction for 2 minutes with 25 uL of derivatizing and power of
900 W. Another derivatization procedure was performed for 17a-trenbolone and
17B-trenbolone, using MSTFA/I, followed by pure MSTFA. The validation parameters
evaluated were: linearity range, selectivity, precision, veracity, decision limit, detection
capability, limit of detection, limit of quantification, and uncertainty. The analytical curves,
for all the analytes, were adjusted to the linear fit. The method was selective for the analytes
under study, against the interfering avermectins. The accuracy of the method was considered
adequate (90.5-132.4%) for the analyzed analytes, with the exception of a-estradiol, zeranol,
a-zearalenol and norethandrolone. Repeatability (2.9-43.0%) and intermediate precision
(3.6-36.4%) were considered adequate for all analytes. The decision limit values
(0.03-0.99 pg kg™, detection capacity (0.05-1.68 pg kg™) and measurement uncertainty
(0.130-1.487 pg kg™) were considered adequate for all analytes. In the limit of quantification
values the method presented satisfactory accuracy (5.6-49.5%) for all analytes, and recovery
(58.8-138.8%) was also considered adequate, except for zearalenone, a-zearalenol, B-
zearalenol, o-trenbolone and B-trenbolone. Analyzes of real bovine urine samples were
performed and the results obtained corroborated with the results obtained by liquid
chromatography — tandem mass spectrometry.

Keywords: anabolic, bovine urine, gas chromatography, mass spectrometry, derivatization
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1. INTRODUCAO
1.1 Utilizac&o de anabolizantes na pecuéria

Com o crescimento da industrializacdo, o mercado cada vez mais globalizado e a
busca por maior rentabilidade, a producdo animal estd utilizando tecnologias cada vez mais
modernas, com a finalidade de aumentar a produtividade e melhorar a qualidade dos
alimentos. Uma das formas de se obter maior lucratividade é o uso de anabolizantes (Duarte
et al., 2002).

Esteroides anabolizantes sdo drogas sintéticas utilizadas em substituicdo a
testosterona, horménio masculino, produzido naturalmente nos testiculos. Esses esteroides
promovem os efeitos anabdlico, que leva ao crescimento da musculatura, e androgénico, que
leva ao desenvolvimento das caracteristicas sexuais masculinas (Ministério da Justica, 2016).

Os agentes anabolizantes podem ser divididos em duas classes: os biologicamente
enddgenos, compostos naturalmente produzidos no organismo animal e os biologicamente
ex0genos, que ndo estdo presentes naturalmente no organismo, e a sua presenca indica a
administracdo externa (Duarte et al., 2002).

Os anabolizantes promovem aumento dos beneficios econdmicos na pecuéria, com a
sincronizacao dos periodos de estro, producdo de maior quantidade de carne magra e melhoria
da eficiéncia da conversdo alimentar, uma vez que essas substancias aumentam a sintese
proteica (Zhao et al., 2014).

Os anabolizantes podem ser utilizados isoladamente ou em misturas contendo dois ou
mais agentes, obtendo-se efeito sinérgico no ganho de peso e possibilitando a administracdo
de menores doses de cada anabolizante, quando comparado as substancias administradas
separadamente (Duarte et al., 2002).

A ampla utilizacdo desses hormonios naturais e sintéticos intensificou a discusséo
sobre os possiveis efeitos adversos na saude humana. Sabe-se que a ma utilizacdo de
esteroides anabolizantes na producdo de alimentos de origem animal pode levar a
contamina¢do do tecido animal (Zhao et al., 2014). Segundo estudos farmacoldgicos e
toxicologicos, a utilizacdo desses esteroides pode prejudicar a saude dos consumidores
(Zhang et al., 2009; Impens et al., 2007), devido a desregulacdo endocrina (Yunin et al.,
2014). A exposicdo hormonal exogena perturba o equilibrio do sistema endocrino, devido a
sua fragilidade em todos os estagios da vida. Assim, a exposicdo a esteroides, mesmo em
guantidades residuais, em carnes e produtos derivados precisa ser avaliada para garantia da



salde publica. Além disso, h4 estudos envolvendo o potencial carcinogénico de alguns
compostos e seus metabolitos (Zhang et al., 2009).

A legislacdo oficial para a utilizacdo de anabolizantes em produtos de origem animal é
diferente em cada pais. Desde o final dos anos 80 foi proibido o uso de esteroides como
promotores de crescimento de animais pela Comunidade Europeia (Zhang et al., 2009;
Impens et al., 2007) e estes hormdnios também estdo na lista de substancias proibidas da
World Anti-Doping Agency (WADA, 2016). Além dos anabolizantes, os seus metabdlitos
mais relevantes também devem ser monitorados, pois alguns séo rapidamente metabolizados
(Kootstra et al., 2007).

No Brasil, a importacdo, producdo, comercializagdo e utilizagdo de substancias com
atividades anabolizantes hormonais com finalidade de crescimento e aumento de massa em
bovinos de abate é proibida. E a utilizacdo de anabolizantes com atividades estrogénica,
androgénica e progestagénica, exclusivamente para fins terapéuticos, de sincronizagdo do
estro, de transferéncia de embriBes, melhoramento genético e de pesquisa experimental em
medicina veterinaria é facultativa (BRASIL, 2011). A garantia da qualidade de alimentos de
origem animal é de responsabilidade do Ministério da Agricultura, Pecuaria a Abastecimento
(MAPA), por meio do Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC -
Animal) (MAPA, 2015).

A Instrucdo Normativa N° 09, de 21 de fevereiro de 2017, publicou o plano de
amostragem e limites de referéncia para 0 PNCRC de 2017, para as cadeias de carnes bovina,
suina, equina, aves, entre outros. Estdo na lista de substancias com acdo anabolizante que
devem ser monitoradas na matriz urina de bovinos, equinos e suinos: dietilestilbestrol,
B-boldenona, zeranol, hexestrol, dienestrol, trembolona, metenolona, metandienona,
etisterona, noretandrolona, 16B-estanozolol e a-trembolona (BRASIL, 2017). Os limites de
referéncia sdo de 1 pg kg™ para dietilestilbestrol e B-boldenona e 2 pg kg™ para os demais
anabolizantes. Segundo essa Instrugdo Normativa, o numero anual de amostras de urina é: 600

para bovinos vivos e abatidos, 60 para suinos e 8 para equinos abatidos.
1.2 Esteroides
Os esteroides sdo compostos lipossolUveis e apresentam uma estrutura basica contendo

17 &tomos de carbono, dispostos em quatro anéis, chamada de ciclopentanoperidrofenantreno,
conforme mostrado na Figura 1. A numeracdo dos dtomos de carbono se inicia pelo anel A,



seguido pelos anéis B, C e D. A maioria dos esteroides é derivada de seis hidrocarbonetos.
Sdo eles: gonanes, estranes, androstane, pregnane, cholane e cholestane.
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Figura 1 — Formula estrutural basica dos esteroides

Os esteroides sao divididos em dois grupos, em funcdo da atividade biologica e dos
efeitos farmacoldgicos: os corticoesteroides, que sdo produzidos pelo cortex da glandula
suprarrenal e os hormdnios sexuais, que sdo produzidos pelas gonadas (ovarios e testiculos)
(Dallegrave, 2012; Silva et al., 2002).

A producdo dos androgenos na suprarrenal é controlada pela corticotropina, ja a
producdo nos testiculos é controlada pelo GnRH hipotalamico. A sintese dos andrdgenos
ocorre a partir do colesterol, que apés reacBes de oxidacdo, da origem ao principal precursor
dos esteroides, a pregnenolona (Figura 2). A partir da pregnenolona, sdo formados a
testosterona e outros esteroides, como a desidroepiandrosterona (DHEA) e a androstenediona
(Silva et al., 2002).

N\ CH,

CH,

Figura 2 — Formula estrutural da pregnenolona

Os hormonios estrogenos séo responsaveis pelas fungdes reprodutivas e caracteristicas
femininas e os androgenos sdo responsaveis pelas caracteristicas sexuais masculinas (Carmo
etal., 2012).



Os esteroides sdo classificados em naturais (biologicamente enddgenos), sintéticos
(biologicamente exdgenos) ou xenobioticos (sintetizados a partir de precursores naturais).

Os naturais deixam poucos residuos na carne animal, uma vez que Sdo muito
metabolizados pelo figado e rapidamente excretados na urina e nas fezes. Sdo exemplos de
esteroides naturais: testosterona (Figura 3), p-estradiol e progesterona. A testosterona é
rapidamente metabolizada no figado, quando administrada via oral (Silva et al., 2002). O B-
estradiol é metabolizado a estrona e estriol, e 0 seu isdbmero (a-estradiol) apresenta atividade
cerca de 10 vezes menor. A progesterona é um hormonio progestagénico, sendo fundamental

na manutencdo da gravidez (Dallegrave, 2012).

CH, OH

CH,
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Figura 3 — Formula estrutural do esteroide natural testosterona

O o-etinilestradiol (Figura 4) € um exemplo de esteroide xenobiotico. Este composto é
sintetizado a partir do esteroide natural estradiol. O grupo etinila na posi¢cdo C-17 inibe o
metabolismo hepético e sua eliminacdo na urina ocorre principalmente na forma glicuronidica
(Dallegrave, 2012).

HO

Figura 4 — Formula estrutural do esteroide xenobiotico a-etinilestradiol

Os derivados da testosterona séo produzidos a partir de modificacGes estruturais com a
finalidade de diminuir a atividade androgénica e aumentar a atividade anabolica (Carmo et al.,

2012). As modificagbes no tamanho da cadeia carbOnica determinam o tempo de agédo do
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esteroide. J& as modificagdes realizadas nos anéis permitem o aumento ou diminuigdo da
atividade dos esteroides. Uma modificagdo estrutural ¢ a 17a alcalinizagdo, no qual um grupo
metila ou etila ¢ adicionado na posi¢ao 17a, permitindo a administragao do esteroide via oral,
apresentando menor degradacdo do composto pelo figado. Outra modificacéo € a esterificacao
da hidroxila na posigdo 178 (Carmo et al., 2012) (Figura 5).

C

cH, s

=
0

Figura 5 — Posi¢ao de modificacdo estrutural da testosterona (hidrogénio em 17a ¢ hidroxila em 17 )

A utilizacdo de esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) em humanos pode acarretar
em efeitos colaterais indesejados, mesmo quando administrados em pequenas dosagens. Esses
efeitos variam de acordo com o esteroide utilizado, a via de administracdo, o sexo e idade do
individuo (Silva et al., 2002; Abrahin e Sousa, 2013). Os efeitos colaterais séo
dermatol6gicos, com ocorréncia de acne e estrias; endocrinos, com alteragdes na libido,
impoténcia sexual e infertilidade; geniturinario, com atrofia testicular, masculinizacdo e
irregularidades menstruais; hepaticos, com danos ao figado; musculoesqueléticos, com
antecipacdo do final da fase de crescimento e risco aumentado de lesdes musculotendineas.
Além desses efeitos, ha também relatos de problemas cardiovasculares, com alteragdo da
funcdo do miocérdio e aumento da pressao arterial; e psicolégicos, com depressdo, alteracbes

de humor e agressividade (Abrahin e Sousa, 2013).

1.3 Estilbenos

Os estilbenos sdo substancias sintéticas estrogénicas ndo esteroidais (Schmidt et al.,
2008). Muitos derivados dos estilbenos sdo extraidos de plantas e apresentam atividades
bioldgicas e terapéuticas, como o resveratrol, que é encontrado na casca da uva e tem poder
anti-inflamatorio e antioxidante (Nobre, 2008). Alguns estilbenos promovem o0 aumento da
taxa de crescimento de animais, apresentando efeito anabolizante semelhante ao dos
esteroides (ERM, 2011). Esses estilbenos constituem o grupo de anabolizante de grande risco
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a salde, uma vez que apresentam efeitos cancerigenos (Ferrdo e Bressan, 2006). S&o
exemplos de estilbenos com acéo anabolizante: trans-dietilestilbestrol (DES), dienestrol (DIE)
e o hexestrol (HEX) (Figura 6).

H,C OH
Ql\(@
HO CH;,

HO

(A) (B) ©
Figura 6 — Formula estrutural dos estilbenos: DES (A), DIE (B) e HEX (C)

O dietilestilbestrol foi o primeiro estrogénio sintético a ser produzido. Foi
comercializado por varias empresas farmacéuticas com a promessa de impedir abortos
espontaneos e partos prematuros. Posteriormente, foi identificado seu potencial cancerigeno e
teratogénico. Durante os anos 1960, o DES foi utilizado como um hormonio de crescimento
para criagdo bovina e na avicultura (ERM, 2011). O DES é termoestavel e administrado
oralmente, uma vez que resiste aos sucos digestivos. Este estilbeno é acumulado no figado e
nos rins, apresentando os residuos na forma conjugada glicuronidica. O DES ¢é considerado o
estilbeno mais potente, com atividade estrogénica cerca de dez vezes maior que o -estradiol
(Ferrdo e Bressan, 2006).

O hexestrol € mais utilizado em associacdo com o dietilestilbestrol, pois quando usado

isoladamente ndo apresenta eficacia no ganho de massa (Ferrdo e Bressan, 2006).

1.4 Lactonas do acido resorciclico

As lactonas do &cido resorciclico sdo estrogénios ndo esteroidais, consideradas
disruptores enddcrinos, uma vez que podem se ligar aos receptores dos estrégenos (Kinani et
al., 2008). Sao exemplos de lactonas: o-zearalanol (zeranol), seu isémero e principal
metabolito B-zearalanol (taleranol), a-zearalenol, 3-zearalenol, zearalenona e zearalanona.

O zeranol pode ser formado a partir da micotoxina zearalenona, devido a
contaminacéo da racdo animal por fungos do género Fusarium (Schmidt et al., 2008; Kinani
et al., 2008). A zearalenona é rapidamente absorvida apds a administracdo oral e é
metabolizada no intestino, ocorrendo a reducdo do grupo cetona na posi¢éo C-8, formando os

compostos a ¢ B-zearalenol, zeranol, taleranol e zearalanona (Figura 7). Em seguida, essas
6



substancias sdo conjugadas aos acidos sulfénico e glicurdnico e eliminados na urina (Kinani

et al., 2008). A extensdo desse metabolismo varia de acordo com as espécies. Em suinos, a

zearalenona é convertida principalmente em a-zearalenol. J& em ruminates, o metabolito

predominante é o B-zearalenol (Kinani et al., 2008).
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Figura 7 — Metabolismo da zearalenona. Adaptado de (Kinani et al., 2008)

Devido a dificuldade para se distinguir a presenca de zeranol proveniente de

contaminacdo da racdo animal ou proveniente da utilizacdo do anabolizante, a comissao

europeia desenvolveu o projeto intitulado “Natural Zeranol”. O objetivo desse projeto foi

estabelecer novos procedimentos para deteccdo do zeranol em amostras de urina de bovinos,

equinos e suinos e avaliar os niveis dessa substancia, dos metabolitos e da micotoxina, e

assim, criar um critério para distingdo entre os dois tipos de contaminacdo (Launay et al.,



2004). Alguns autores acreditam que seja prudente que se confirme o uso do zeranol somente
quando é possivel a confirmacgédo da auséncia da micotoxina na racao (Dickson et al., 2009).

A utilizacdo do zeranol como promotor de crescimento em animais € proibida na
Unido Europeia, mas permitida nos EUA, no Canada (Dickson et al., 2009) e na Nova
Zeléndia (Schmidt et al., 2008). O limite m&ximo para musculo e figado no Canadé sédo de 2
e 10 pg kg, respectivamente (Dickson et al., 2009).

Alguns paises determinaram limites para micotoxina zearalenona na alimentacao dos
animais (Kinani et al., 2008). No Brasil, a Resolucdo N° 7 da ANVISA de 18 de fevereiro de
2011 estabelece o limite méximo tolerado de 400 pg kg™ para milho em gréo e trigo para
posterior processamento, com o inicio da aplicacdo em janeiro de 2014.

1.5 Mecanismo de acdo dos anabolizantes

A sintese proteica € um processo considerado ineficiente em animais. Além disso, a
eficiéncia é diminuida com o passar dos anos (Spinosa et al., 2011). A utilizacdo de
anabolizantes aumenta a quantidade de nitrogénio fixado, fornecido pela alimentacgdo,
promovendo um aumento no nivel de aminoacidos circulantes e diminuindo a quantidade de
ureia eliminada nas fezes e na urina (Spinosa et al., 2011; Ferrdo e Bressan, 2006).

Os mecanismos de acdo dos anabolizantes estrogénicos e dos progestagénicos
envolvem processos mais generalizados. Os estrogénicos também podem se ligar aos
receptores andrdgenos, ainda que com afinidade menor, confirmando a existéncia do efeito
sinérgico de estrogenos e andrégenos no ganho de massa em bovinos (Spinosa et al., 2011).

Apb6s a administragdo, os anabolizantes sdo absorvidos lentamente pela corrente
sanguinea, permanecendo ativos durante o periodo de acdo. Os anabolizantes naturais sdo
pouco absorvidos por via oral (Spinosa et al., 2011) e rapidamente metabolizados pelo figado.
Os sinteticos sdo menos metabolizados no figado, o que favorece o seu acimulo em outros
tecidos (Ferrdo e Bressan, 2006). Ja os anabolizantes xenobioticos séo absorvidos oralmente
por meio de doses elevadas ou administragdes prolongadas (Spinosa et al., 2011).

A concentracdo de residuos depende da forma de administracdo, que pode ser oral,
subcutéanea, injetavel e perianal (Ferrdo e Bressan, 2006).

A via de administracdo subcutédnea é a mais utilizada em bovinos, com implantes

aplicados na orelha. Essa via promove liberacdo lenta e constante dos anabolizantes (Spinosa



et al., 2011). A via oral ou injetavel aumenta a ocorréncia de residuos em tecidos comestiveis,
sendo a primeira ndo adequada para ruminantes (Ferréo e Bressan, 2006).

Um conhecido anabolizante utilizado em animais é o acetato de trembolona. Apos sua
administracdo, este composto é hidrolisado, formando o composto 17p-trembolona, a forma
ativa do anabolizante e seu principal metaboélito. Por meio da epimerizagdo, o 17p-trembolona
¢ transformado em 17a-trembolona, que apresenta atividade anabolizante menor (Spinosa et
al., 2011).

1.6 Metodologias de extracédo de anabolizantes em urina animal
Somente uma pequena fracdo dos anabolizantes é eliminada na urina na forma nao

conjugada, ou seja, na forma livre. A maior parte é eliminada nas formas conjugadas ao acido

glicurénico ou com sulfatos (Spinosa et al., 2011) (Figura 8).
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Figura 8 — Dietilestilbestrol conjugado ao acido glicurénico (1) e B-testosterona conjugada ao sulfato

)

Dessa forma, é necessaria uma etapa de desconjugacao, que pode ser realizada por
meio de reagdes com enzimas (B-glucuronidase e sulfatase) ou por meio de solvélise quimica
(Janssens et al., 2013).

Na literatura séo encontrados trabalhos em que foram utilizadas as enzimas f-
glucuronidase de Escherichia coli, de Pomacea canaliculata (Janssens et al., 2013), de Helix
pomatia (Kootstra et al., 2007; Impens et al., 2007; Ferchaud et al., 1998; Prevost et al.,
2001) e de Abalone entrails (Ferchaud et al., 2000). Ja a solvolise quimica foi realizada
utilizando-se acido sulfurico concentrado em acetato de etila (Janssens et al., 2013).

O desenvolvimento de procedimentos para melhorar a separacdo de residuos de

anabolizantes na urina € muito importante, pois na urina ha diversos compostos que podem



afetar a deteccdo dos analitos em questdo (Impens et al., 2007). Além disso, os analitos estdo
presentes na matriz em pequenas quantidades. Portanto, uma etapa de pré-concentracdo é
necessaria para melhorar a sensibilidade, deteccdo ndo ambigua e confirmagdo dessas
substancias. Tradicionalmente, os métodos de pré-concentracdo envolvem extracdo liquido-
liquido (do inglés Liquid-Liquid Extraction, LLE) e extragdo em fase solida (do inglés Solid
Phase Extraction, SPE). A microextragdo em fase solida (do inglés Solid Phase
Microextraction, SPME) também ja foi reportada, com a vantagem de ser uma técnica simples
e limpa, uma vez que ndo é necessaria a utilizacdo de solventes (Zhang et al., 2009).

Na SPE, a amostra passa por um cartucho contendo um sorvente e entdo, um solvente
organico é utilizado para remover os compostos interferentes e outro solvente € usado para
extrair os analitos de interesse. A SPE apresenta maior sensibilidade, mas a remoc¢do dos
analitos dos cartuchos pode requerer a utilizacdo solventes toxicos. A LLE é realizada com

ajuste do pH do meio para muito alcalino, fazendo uso de diversos solventes.

1.7 Determinacao de residuos de anabolizantes em urina animal

Os residuos dos anabolizantes podem ser analisados em amostras bioldgicas como a
urina e as fezes, sendo a urina considerada um bom biomarcador para avaliacdo do abuso
dessas substancias, devido a sua homogeneidade (Kootstra et al., 2007; Impens et al., 2007).
Apbs a administracdo do anabolizante no animal, estes sdo metabolizados em substancias
mais hidrofilicas e eliminados, sendo identificados os seus residuos e/ou produtos de
degradacéo na fase aquosa (Impens et al., 2007).

Na literatura sdo encontrados diversos métodos para analise de residuos de
anabolizantes em urina de animais. Esses métodos envolvem basicamente as técnicas
cromatograficas para separagdo dos compostos, e a deteccdo dos mesmos ocorre
predominantemente por meio da técnica de espectrometria de massas. A cromatografia
gasosa/combustdo/espectrometria de massas de razdo isotdpica (do inglés Gas
Chromatography-Combustion-Isotope Ratio Mass Spectrometry, GC/C/IRMS) é utilizada
para diferenciacdo entre os esteroides anabolizantes enddgenos e os exdgenos (Ferchaud et
al., 1998; Balizs et al., 2005; Ferchaud et al., 2000).

A analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (do inglés
Liquid Chromatography—Mass Spectrometry, LC-MS) ¢ utilizada especialmente para
deteccdo de esteroides termolabeis e polares. Por outro lado, a maioria dos esteroides
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androgénicos apresenta baixa ionizagdo, e, portanto, pode ocorrer perda na sensibilidade
(Galesio et al., 2013). Outra técnica de ionizacdo recentemente difundida para analise de
esteroides é a ionizacdo por dessorcdo a laser assistida por matriz (do inglés Matrix-Assisted
Laser Desorption/lonization, MALDI) (Galesio et al., 2013). Essa técnica ¢ adequada para
moléculas que ndo ionizam bem através de ionizagdo por pulverizagéo eletronica.

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (do inglés Gas
Chromatography—Mass Spectrometry, GC-MS) é a técnica mais utilizada para essa analise,

mas necessita de uma etapa adicional no preparo de amostra, que é a reacdo de derivatizacéo

(Zhang et al., 2009).

No Quadro 1 sdo mostradas alguns métodos de extracdo de anabolizantes em urina

bovina, suina e equina, bem como as técnicas de detec¢do destes analitos.

Quadro 1 — Métodos de extracao, separacdo e deteccao para anabolizantes em urina animal

Referéncia Hidrdlise Extracgéo Derivatizacao Separagzjlo €
deteccéo
(Van Rossum, p- . SPE com C18, LLE com MSTFA/NH,4I/ ) >
2008) El';‘l’)‘(‘rggr'nd;fg TBME?, SPE com HLB ditioeitreitol | CC-MS/MS (EF)
abalone SPE com C18, LLE com
(Impens et al., acetone éter dietilico, fase organica| MSTFA/NH,l/ GC-MS (EP)
2007) owder lavada com Na,CO; e ditioeitreitol
P agua. SPE com NH,
B- LLE com éter dietilico.
(Wozniak et al., | glucuronidase t;ﬂsggtgﬁgc:zﬁgz gOLna MSTFA/I,, GC-MS e GC-
2013) de Helix SPE o O18 SPE Cgom' MSTFA MS/MS (EPP)
pomatia ’
NH,
[3_
(Gerace et al., . 1 MSTFA/NH,I/ i 2
2012) glté(;ulgorygl?se LLE com TBME diticeritreitol GC-MS (EI)
. p-
(lleana e Mirela, glucuronidase LLE com TBME" MSTFA/NH,I/ GC-MS (EP)
2009) de E. coli etanotiol
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Separacéo e

Referéncia Hidrolise Extracao Derivatizacao detecciio
A) BSTFA
B) MSTFA
C) MSTFA/TMS-
imidazole
D) MSTFA/
NH,4l/2-
mercaptoetanol
B- E) O-
(Marques etal., | o\ o ronidase | SPE ©0M C18, LLE cOM | iinidroxilamina | GC-MS/MS (EP)
2007) - TBME". .
de E. coli hidrocloreto/
piridina, e MSTFA
F) O-
metilhidroxilamina
hidrocloreto/
piridina, e
MSTFA/TMS-
imidazole
(Van Eencoet |, o B0 LLE com éter dietlico | MSTEA etanotiol | GC-MS/MS (E?
al., 2011) glucuronidase com éter dietilico S etanotiol/ | GC-MS/MS (EI)
N de E. coli NH.I
(Galesio et al., p- ) MSTFA/NH,I/ ] )
2011) glucuronld:f\se LLE com TBME ditioeritritol GC-MS (EI)
de E. coli
B- LLE com éter dietilico.
(Schmidt et al., | glucuronidase | Clean-up com n-hexano. i LC-MS/MS
2008) de Helix SPE com HLB, SPE com (ESP)
pomatia NH,
. B- 1 MALDI*-TOF*-
(Gal;soli)gc;t al. glucuronidase LLE CO(EJBC'\{ISE , SPE reagente Girard T | MS e MALDI-
comercial TOF-TOF-MS
(Zhgg%g; al. ] SPME : GC-MS (EP)
[3_
(Hintikka et al., | glucuronidase LLE com n-pentano MSTFA/NH,I/ GC-APPI°-
2013) de Helix P DTE MS/MS
pomatia
iesa et al., oluna de imunoafinidade -
Chi I i Colunadei finidad i LC-MS/MS
2015) (IAC) (ESP)
[3' 1 7
. LLE com TBME", LLE GC-MS (Cl) e
(Lau;gé/ 4§t al, glu(;:grlggllg(ase com hexano, SPE com iglf(ﬁ;grfo LC-MS/MS
. C18, SPE com NH, (ESP)
pomatia

Yéter metil tert-butilico, %ionizacdo por elétrons, %ionizacdo por eletrospray, ‘ionizacdo e dessorcdo a laser
assistida por matriz, *analisador por tempo de v6o, ‘ionizacdo por fétons & pressio atmosférica, ‘ionizagdo

guimica
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1.8 Derivatizagao

Sé&o requisitos para analise de compostos por GC: volatilidade e estabilidade térmica.
Substancias que ndo apresentam essas caracteristicas produzem cromatogramas de dificil
interpretacdo, uma vez que a separacao € ruim e ocorre formagdo de maltiplos picos. No caso
dessas substéncias, é necessario realizar uma reacdo de derivatizacdo previamente (Paiva,
2013).

Com a derivatizacdo, as moléculas sofrem uma diminuicdo da polaridade e um
aumento da volatilidade, melhorando a separacdo e estabilizando substéncias termolabeis
(Hadef et al., 2008; Janssens et al., 2013; Paiva, 2013; Dallegrave, 2012; Donadel, 2015).

Na reacdo de derivatizacdo, os hidrogénios livres ativos sdo substituidos por
grupamentos mais apolares, cessando assim a formacdo de ligacdes de hidrogénio
intermoleculares. Os compostos formados pelas reagcdes de derivatizagdo apresentam uma
maior afinidade com as fases estacionarias das colunas cromatogréficas. Dessa forma, a
introducdo de grupamentos apolares em analitos de interesse pode aumentar a resposta e
consequentemente, possibilitar a sua deteccdo em matrizes complexas (Donadel, 2015).

As reacdes de derivatizacdo sdo realizadas nos grupos carboxilas, hidroxilas, aminas,
cetonas enolizaveis, tidis e os tipos mais utilizados séo a alquilacdo, a acilacdo e a sililacdo
(Donadel, 2015; Paiva, 2013; Dallegrave, 2012).

As carbonilas sdo sitios mais dificeis de derivatizar. Uma alternativa para esses casos €
a utilizacdo de uma combinacdo de derivatizantes com um catalisador (trimetiliodosiloxano,
iodeto de aménio e outros) e um redutor (ditioeritritol, mercaptoetanol, etanotiol e outros).
Dessa forma, as carbonilas sdo derivatizadas por meio da formacgdo de endis, devido ao
tautomerismo ceto-endlico (Dallegrave, 2012; Hadef et al., 2008).

As reagdes devem ocorrer em frascos fechados, sob aquecimento, com controle de
temperatura e excesso de derivatizante (Paiva, 2013; Donadel, 2015). Solventes proticos
devem ser evitados, uma vez que a sililagdo ocorre em hidrogénios ativos. Solventes aproticos
como a piridina, a dimetilformamida, o dimetilsuféxido, a acetonitrila, o iso-octano, o
tetrahidrofurano e o hexano séo mais comumente utilizados nesse tipo de reacdo. Entretanto, o
derivatizante também pode ser utilizado sem solvente (Donadel, 2015; Dallegrave, 2012).

Na otimizacao de reacOes de derivatizacdo, devem ser estudadas as variaveis: reagente
derivatizante, tempo de reacdo, volume do derivatizante e temperatura de aquecimento.

Quando se utiliza 0 aquecimento convencional, geralmente por meio de blocos aquecedores
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ou banhos-de-agua, o tempo de reacdo pode ser longo. O aquecimento por micro-ondas, por
sua vez, pode ser bastante reduzido, sendo requeridas as otimizagdes da poténcia e do tempo
de aquecimento (Paiva, 2013).

As micro-ondas permitem uma rapida transferéncia de energia, que depende da
capacidade dos reagentes de absorvé-las. A energia cinética da reacdo € aumentada, reduzindo
o tempo requerido para a derivatizacdo. Além disso, a derivatizagdo assistida por micro-ondas
(do inglés microwave assisted derivatization, MAD) é de facil manipulacdo, pois ndo ha
aquecimento do frasco de reacdo (Paiva, 2013). A tecnologia das micro-ondas tem se
mostrado uma boa alternativa para o aquecimento de solugdes. A MAD ja foi utilizada para
diversos analitos, como agUcares, aminoacidos, acidos graxos, alcoois alifaticos e alguns
esteroides (Bowden et al., 2009a; Bowden et al., 2009b).

A sonicacdo também foi reportada na literatura (do inglés, sonication assisted
derivatization, SAD) para a derivatizacdo de anabolizantes (Bowden et al., 2009a; Samokhin
etal., 2013).

1.8.1 Reac0es de derivatizacéo

A sililacdo ou silanizacdo é a reacdo mais utilizada, por ser mais simples, rapida,
versatil e apresentar alto rendimento. A reatividade dos compostos varia em funcdo dos
grupos funcionais e da presenca de impedimentos estereoquimicos. Entre os reagentes
sililantes, estdo o trimetilsililimidazol (TMSI), o N,O-bis-(trimetilsilil)trifluoroacetamida
(BSTFA), o N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida (MSTFA), o trimetilclorosilano
(TMCS), o  N-metil-N-tert-butildimetilsililtrifluoroacetamide =~ (MTBSTFA) e o
hexametildisilazano (HMDS) (Figura 9). Cada um desses reagentes apresenta um poder silil-
doador diferente, podendo ser adicionado ao analito o grupo trimetilsilil (TMS) ou o grupo
tert-butildimetilsilil (TBDMS) (Donadel, 2015; Ferreira, 2008).
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HsC._ _CHj F CHy
ch/?' CHs HoC—si CH,
N F N CH
// \ / 3 H3C (0] \ /CH3
\ / @) Si—CHj, N—Si\
N he [ CH,
3 H,C
1) @) ©)
F
HsC F /CH3 H\ /CH3
\ _
. F N CH,CH N—3Si—cH
Si—CHj // N2 20 / \ 3
ch/ . 0 Si CH, H,c—SI CHy
HyC CH, HyC s
(4) (®) (6)

Figura 9 — Reagentes derivatizantes sililantes: (1) TMSI, (2) MSTFA, (3) BSTFA, (4) TMCS, (5)
MTBSTFA e (6) HMDS

Além dos derivatizantes citados acima, também sdo reportados na literatura a
utilizacdo de diversas misturas de derivatizantes, tais como: MSTFA/NH,l/etanotiol,
MSTFA/NH4I/DTE, MSTFA/TMSI/TMCS, MSTFA/TMCS, BSTFA/TMCS (Paiva, 2013).
No caso da mistura MSTFA/NH41/2-mercaptoetanol, o0 MSTFA reage com o NHyl in situ,
formando o trimetiliodosilano (TMSI), que € um doador do grupo trimetilsilil muito mais
poderoso que o0 MSTFA usado separadamente, e 0 2-mercaptoetanol reduz o iodo em iodeto
de hidrogénio (Hadef et al., 2008).

A reacdo geral da sililacdo, utilizando um reagente sililante, ¢ mostrada na Figura 10.

/—\HE% X\ H3C| X CHs
X—OH +  Si—R —> /o*—s_i'—R —> 0—si + H—R

4 - H 4 -
H,C CH, H3C CH3

Figura 10 — Reacdo geral da sililagdo, onde X-OH é o analito e R-Si(CHj3); é 0 reagente derivatizante
sililante

O mecanismo da reacdo da sililacdo € a substituicdo nucleofilica de segunda ordem
(Sn2) (Clayden et al.,, 2011). Nessa reagcdo, o par de elétrons do heterodtomo mais
eletronegativo do analito ataca o atomo de silicio, pela regido de menor impedimento,

produzindo um estado de transicdo bimolecular. O grupo de saida (R) deve possuir baixa
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nucleofilicidade, mas maior que do grupo que ataca o atomo de silicio, e pequena tendéncia
para fazer a retroliga¢do m com o atomo de silicio (Donadel, 2015).

Outra mistura derivatizante reportada na literatura € o MSTFA/I,, utilizada
exclusivamente para derivatizacdo dos esteroides 4,9,11-trienos conjugados, como a
trembolona (Maume et al. 1998).

O BSTFA é muito utilizado na determinacdo de compostos estrogénicos devido a sua
alta reatividade com o grupo hidroxila. Além disso, € muito volatil e possui baixa degradacao
térmica e boa solubilidade em solventes organicos comuns (Ferreira, 2008). O MTBSTFA e 0
BSTFA sdo muito utilizados, principalmente na analise de compostos fendlicos, esterdis e
acucares (Schummer et al., 2009).

A alquilacdo € utilizada como primeira etapa para outras derivatizacbes ou para
protecdo de hidrogénios ativos. Nessa derivatizacdo, os hidrogénios ativos sdo substituidos
por um grupamento alifatico ou alifatico-aromatico, por meio da reacdo de esterificacao,
formando compostos menos polares (Donadel, 2015). A alquilacdo de grupos fracamente
acidos necessita de catalisadores fortemente basicos, enquanto que grupos mais acidos
necessitam de catalisadores menos béasicos (Donadel, 2015). S8o reagentes utilizados na
aquilacdo: hidréxido de tetrabutilaménio (TBH), trifluoreto de boro (BF3) em metanol ou
butanol e brometo de pentafluorobenzila (PFBBr) (Figura 11).

CHy Br
+_/J . F F
~""N OH "\
H,C B—F
F F F
F
CH
@) (2) ©)

Figura 11 — Reagentes derivatizantes para alquilacéo: (1) TBH, (2) PFBBr e (3) BF;

Outro tipo de reagdo de derivatizacdo é a acetilacdo, na qual séo adicionados grupos
acetil nas hidroxilas, geralmente por meio da adicdo de anidrido acético (Janssens et al., 2013;
Ferchaud et al., 1998; Balizs et al., 2005; Hebestreit et al., 2006; Buisson et al., 2005). Na
acilacdo, os compostos contendo hidrogénios ativos sdo transformados em ésteres, tioésteres,
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e amidas a partir de &cidos carboxilicos e seus derivados. Entretanto, antes da injecdo em GC-
MS, é necessaria uma etapa de purificacdo (Schummer et al., 2009).
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2. OBJETIVOS

Desenvolver e validar um método para extracdo, purificacdo, identificacdo e
quantificacdo de residuos de anabolizantes em urina de bovinos, por meio das técnicas de
extracdo liquido-liquido e extragdo em fase-sdlida com analise por GC-MS/MS.

Foram objetivos especificos:

e Otimizar o procedimento de hidrolise enzimatica;

e Otimizar os procedimentos de extracéo e purificacao;

e Otimizar os procedimentos de derivatizacao dos analitos para analise em GC-MS/MS;

e Estabelecer os parametros cromatograficos e espectrométricos 6timos para identificacéo e
quantificacdo dos compostos analisados;

e Validar o meétodo de acordo com o Manual de Garantia Analitica: Residuos e
Contaminantes em Alimentos do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA, 2011), atendendo aos critérios estabelecidos pelo MAPA (2011), Codex
Alimentarius (2009) e Deciséo 2002/657/CE.
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3. EXPERIMENTAL

3.1 Padroes

As informac6es sobre os analitos e padrdes internos utilizados nesse trabalho sdo mostrados na Tabela 1.

Tabela 1 — Informacdes de numero CAS, abreviacao, formula molecular, formula estrutural, massa molar e marca dos analitos utilizados.

NuUmero Formula Massa
Composto Abreviacéo Formula estrutural molar Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol™)
HyC OH
trans- Dr Ehrenstorfer
dietilestilbestrol DES 56-53-1  CigHxO, 268,1463 (Augsburgo,
Alemanha)
HO CHs
Dr Ehrenstorfer
Dienestrol DIE 84-17-3 C1gH150, 266,1307 (Augsburgo,
Alemanha)
Australian NMI
Drostanolona DRO 58-19-5 CaoHs:0, 304,2402 (North Ryde,

(dromostanolona)

Australia)
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Massa

Composto Abreviacéo Namero Formula Férmula estrutural molar Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol™)
cH, PH_—cH
LGC Standards
a-etinilestradiol oEE 57-63-6 CyoH,40, 296,1776 (Augsburgo,
Alemanha)
cH, O
a-estradiol oES 57-91-0 Ci5H240, 272,1776 NI
HO
cH, PH
Cambridge Isotope
[-estradiol BES 50-28-2 C1gH240, 272,1776  Lab (Massachusetts,
EUA)
HO
434-03-7/ Dr Ehrenstorfer
Etisterona ETN 17554-63-1 C,1H50, 312,2089 (Augsburgo,
(isbmero) Alemanha)
LGC Standards
Hexestrol HEX 84-16-2 C15H,,0, 270,1620 (Augsburgo,
Alemanha)
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Massa

Composto Abreviacéo Namero Formula Férmula estrutural molar Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol™)
Australian NMI
Megestrol MEG 3562-63-8 CyH3003 342,2195 (North Ryde,
Australia)
LGC Standards
Metiltestosterona MTT 58-18-4 CyoH300, 302,2246 (Augsburgo,
Alemanha)
Australian NMI
o-Nandrolona oNAN C1gH260, 274,1933 (North Ryde,
Australia)
OH O CH
a-zearalanol oZA ou ’ Dr Ehrenstorfer
26538-44-3 C1gH2605 322,1780 (Augsburgo,
(zeranol) ZER o
Alemanha)
HO “oH
B-zearalanol BZA oH O fHs Australian NMI
OU  42422-68-4  CigHp0s 322,1780 (North Ryde,
(taleranol) TAL o) ’
Australia)

HO OH




Massa

Composto Abreviacéo Numero Formula Foérmula estrutural molar Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol™)
OH O CHy ]
| Australian NMI
a-zearalenol oZE 36455-72-8 C1H2405 o 320,1624 (North Ryde,
Australia)
HO = “"OH
OH O CH, )
|| Australian NMI
[3-zearalenol BZE 71030-11-0 C18H5405 o 320,1624 (North Ryde,
Australia)
HO = OH
OH O CHg
I Australian NMI
Zearalenona ZEA 18695-28-8 C1gH,,05 o 318,1467 (North Ryde,
Australia)
HO = \o
cH, S
Metandienona <—~=OH LGC Standards
(Metandrostenolona MTD 72-63-9 CyoH250, CHs 300,4351 (Augsburgo,
ou dianabol) Alemanha)
o~
cH, OH
< LGC Standards
Noretandrolona NOT 52-78-8 CyoH300, CHg 302,4510 (Augsburgo,
Alemanha)
(o]
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Massa

Composto Abreviacéo Namero Formula Férmula estrutural molar Marca (Local)
CAS molecular 1
(g mol™)
cH, OH
\ Toronto Research
a-trembolona oTB 80657-17-6 C15H,,0, 270,1620 Chemicals (North
York, Canada)
cH, PH
Toronto Research
B-trembolona BTB 10161-33-8 C15H2,0, 270,1620 Chemicals (North
York, Canadd)
Toronto Research
Hexestrol-d4 HEX-d4 11899150‘25' C1sH15D40; 270,3661  Chemicals (North
York, Canadd)
Cambridge Isotope
nortestosterona-d3 NOR-d3 NA C1gH23D50, 277,42 Lab (Massachusetts,

EUA)
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Composto

Abreviacéo

NUdmero
CAS

Férmula
molecular

Férmula estrutural

Massa
molar
(g mol™)

Marca (Local)

dietilestilbestrol-d8

DES-d8

91318-10-4

C26H28D802

276,4

Cambridge Isotope
Lab (Massachusetts,
EUA)

megestrol-d3

MEG-d3

162462-71-7

CyoH2705D4

345,49

RIVM National
Institute for Public
Health and the
Environment
(Bilthoven, Paises
Baixos)

metiltestosterona-d3

MTT-d3

NA

C20H2702D3

305,47

RIVM National
Institute for Public
Health and the
Environment
(Bilthoven, Paises
Baixos)

dietilestilbestrol
glicuronideo

DESG

2408-40-4

C24H2808

Toronto Research
Chemicals (North
York, Canada)
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Massa

. NUmero Formula ,
Composto Abreviacéo CAS molecular Formula estrutural ( g:nrtr)]lcc;all_rl) Marca (Local)
cH, P11
[B-estradiol 1o Sigma (Saint Louis,
glicuronideo BESG 14982-12-8  C,4H3;NaOg 470,49 EUA)

NI* ndo informado, doacdo de outro laboratério
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3.2 Reagentes e solventes

Todos os reagentes utilizados sdo grau analitico: metanol adquirido da Tedia
(Fairfield, EUA), n-hexano da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil), acetona da J. T. Baker
(Philipsburg, EUA), éter dietilico (99,8%), N-metil-N-(trimetilsilila)-trifluoracetamida
ativado com iodeto de amobnia e etanotiol (MSTFA/NHl/etanotiol), N-metil-N-
(trimetilsilila)-trifluoracetamida (MSTFA), enzina B-glucuronidase de Helix pomatia (HP-2,
>100,000 unidades/mL) e acido acético P.A. (98%) da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA),
hidroxido de sodio (sol. 50%), &cido cloridrico e 2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3-diol
(TRIS) da Exodo Cientifica (S&o Paulo, Brasil), acetato de so6dio anidro P.A. da Neon
Comercial (S&o Paulo, Brasil). A agua ultrapura foi obtida pelo sistema de Milli-Q Millipore
(Billerica, EUA).

3.3 Materiais e Equipamentos

Os cartuchos de extracdo SPE utilizados neste trabalho foram: HLB Supel (200 mg/ 6
mL) adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA), e a base de aminopropilsilano NH,
Sep-Pak (200 mg/ 6 mL) adquiridos da Waters (Sao Paulo, Brasil). Foram utilizados um
sistema de Vaccum Manifold adquirido da Agilent Technologies (Santa Clara, EUA) e os
equipamentos: aparelho de micro-ondas doméstico (Philco, modelo PMS25N2), agitador de
tubos, tipo Vortex, banho de dgua com regulador de temperatura, equipado com sistema de
evaporacao sob fluxo de nitrogénio ou ar comprimido, centrifuga com adaptadores para tubos
de 15 e 50 mL e um bloco aquecedor com adaptadores para tubos de 15 e frascos
amostradores, regulador de temperatura e sistema de evaporagdo sob fluxo de nitrogénio ou ar

comprimido.
3.4 Preparo das solucgdes

Foram preparadas 50,0 mL de solugOes estoque de cada analito e de cada padréo
interno relacionados na Tabela 1, em metanol, na concentracdo aproximada de 200 pg mL™.

A solucdo de trabalho contendo todos os analitos foi preparada por meio da diluicdo
das solugOes estoque de cada analito em metanol, nas concentragdes de 0,05, para o DES e
0,10 pg mL™ para os demais analitos.
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A solucéo de trabalho contendo os padrdes internos foi preparada por meio da dilui¢cdo
das solucGes estoque de cada padrdo interno em metanol, nas concentracfes de 0,05 para o
DES-d8 e 0,10 pg mL™ para os demais padrées internos.

A solucdo de trabalho contendo os padrées glicuronidicos: dietilestilbestrol
glicuronideo (DESG) e B-estradiol glicuronideo (BESG), foi preparada a partir da diluicdo dos
mesmos em metanol, na concentragéo de 0,10 pug mL™.

A mistura derivatizante MSTFA/I, (0,3% m v™) foi preparada dissolvendo-se 0,003 g
de I, em 1000 pL de MSTFA.

O tampéo acetato de sodio 2 mol L™ foi preparado dissolvendo-se 164 g de acetato de
sodio em 1000 mL de agua Milli-Q e o ajuste de pH para 5,2 foi realizado com a adi¢do de
4cido acético. O tampdo tris 2 mol L™ foi preparado dissolvendo-se 242 g de TRIS em 1000

mL de agua Milli-Q, ajustando-se o pH para 9,5 com a adi¢do de HCI e NaOH.

3.5 Otimizacéao das condic¢des cromatogréaficas e espectrométricas

Os ensaios para otimizacdo da separacdo dos anabolizantes em estudo foi realizado
com a injecéo de 10 pL de uma mistura de padrées (50 pg mL™), em um cromatégrafo a gas
7890B da Agilent Technologies acoplado a um espectrometro de massas triplo quadrupolo
7000C da Agilent Technologies (Santa Clara, EUA), localizado na Unidade Instrumental de
Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas (UI/CGEM) do Laboratorio
Nacional Agropecuario de Minas Gerais (LANAGRO-MG). Os dados estdo apresentados na
Tabela 2. Em negrito, estdo destacadas as modificacdes do presente ensaio em relacdo ao

ensaio anterior.

Tabela 2 — Ensaios de otimizacdo das condi¢des cromatograficas

Ensaio  Coluna Fase estacionaria Condigdes cromatograficas

Temperatura do forno: 60°C (1,2 min),
75°C min™ até 110°C (1 min), 22°C min™ até

VF-LIMS 5006 fenil - 500 280°C (1 min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
(30 mx ST T .
1 dimetilpolisiloxa- Temperatura do injetor: 70°C (1,2 min),
0,25 mm x o N A x )
0,25 um) no 600°C min™ até 325°C. Vazdo na coluna:

1,0 mL min (0-1 min), 1,1 mL min™
(1-2,37 min), 1,0 mL min™ (2,37-20,064 min).
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Ensaio  Coluna Fase estacionaria Condigdes cromatograficas
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
VE-17MS ' 75°C min'l_até 160°C'(11min), 22°C min™ até
(30 m x 50% fenil - 50%  280°C (1 min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
2 0.25 mm x dimetilpolisiloxa- Temperatur? do injetor: 70°C (1,37 min),
6 25 um) no 600°C min® atlé 325°C. Vazdo na coluna:
: 1,0 mL min™ (0-1 min), 1,1 mL min™
(1-2,37 min), 1,0 mL min™ (2,37-19,04 min).
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
VF-17MS _ 75°C min'l_até 160°C (1 min), 22°C min até
(30 m x 50% _fenll_-_50% 280°C (1 min), 5°C min’ até 300°C (4,5_m|n).
3 0.25 mm x dimetilpolisiloxa- Tempera?ur? do injetor: 70°C (1,37 min),
6 25 um) no 600°C min™ até 325°C. Vazao na coluna:
oo H 0,7 mL min™ (0-2,67 min), 0,9 mL min™
(2,67-3,67 min), 1,1 mL min™ (3,67-19,04 min).
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
PF;STJ;'(?:S’Z 75°C min'* até 160°C (1 min), 22°C min” até
Restek  Fase protegida por 280°C (1 min), 5°Q min™ ate 300°C (4,5.m|n).
4 (30 m x patente Tempera@urfl do injetor: 70°C (1,37 min),
0.25 mm x 600°C min’ 1até 325°C. _Vazéo na colu.na:1
(’) 25 um) 0,7 mL min™ (0-2,67 min), 0,9 mL min
' (2,67-3,67 min), 1,3 mL min™ (3,67-18,7 min).
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
DB-5MS 75°C min™ até 160°C (1 min), 22°C min™ até
(30 m X 5% fenil 95% 280°C (1 min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
5 0.5 mm x dimetilarilenosilo- Tempera;urfl do injetor: 70°C (1,37 min),
6 25 um) Xano 600°C min 1até 325°C. Vazdo na coluna:
’ 0,7 mL min™ (0-2,67 min), 0,9 mL min™
(2,67-3,67 min), 1,3 mL min™ (3,67-18,7 min).
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
DB-35 MS _ 75°C min'l_até 160°C (1 min), 22°C min™* até
(15m x 35% fenl_l 65% 280°C (1 min), 5°C min’ até 300°C (4,5_m|n).
6 0.25 mm x dimetilpolisiloxa- Temperaturfl do injetor: 70°C (1,37 min),
(3 25 um) no 600°C miln' até 325°C. Vazdo na coluna:
’ 0,7 mL min™ (0-2,67 min), 0,9 mL min™ (2,67-
3,67 min), 1,3 mL min™ (3,67-18,7 min).
Tempegatura do forno: 50°C (1,2 min)l,
75°C min™ até 160°C (1 min), 22°C min™ até
VF-23MS .. 280°C (L min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
7 (15mx Clar_10prc_3p_|lfenll- Temperatura do injetor: 70°C (1,37 min)
0,25 mm x metilpolisiloxano op Y J o A '
0,25 um) 600°C min™ até 325°C. Vazdao na coluna:

0,7 mL min™ (0-2,67 min), 0,9 mL min*
(2,67-3,67 min), 1,3 mL min™ (3,67-18,7 min).
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Ensaio  Coluna Fase estacionaria Condigdes cromatograficas
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
DB-SMS 75°C min™ até 160°C (1 min), 22°C min™ até
(12 mx 5% fenil 95% 280°C (1 min), 5°C min™* até 300°C (4,5 min).
8 dimetilarilenosilo- Temperatura do injetor: 70°C (1,37 min),
0,25 mm x 600°C min' até 325°C. Vazs luna:
0,25 um) Xano mm_ﬂe ._amonaanm%
' 0,7 mL min™ (0-2,67 min), 0,9 mL min
(2,67-3,67 min), 1,3 mL min™ (3,67-18,7 min).
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
DB-EMS 75°C min™ até 160°C (1 min), 22°C min™ até
(12m x 5% fenil 95% 280°C (1 min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
9 dimetilarilenosilo- Temperatura do injetor: 70°C (1,37 min),
0,25 mm x o1 o ~ luna:
0,25 um) Xano 600°C min 1ate 325°C. _Vazao na co u_na.1
’ 0,7 mL min™ (0-4,67 min), 0,9 mL min
(4,67-18,7 min).
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
DB-EMS 75°C min™ até 160°C (1 min), 22°C min™ até
(12m x 5% fenil 95% 280°C (1 min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
10 dimetilarilenosilo- Temperatura do injetor: 70°C (1,37 min),
0,25 mm x o inl até 305° N luna:
0,25 um) Xano 600°C min 1ate 325°C. _Vazao na co u_na.1
' 2,0 mL min™ (0-1,37 min), 1,5 mL min’
1,37-2,67 min), 1,0 mL min™ (2,67-18,7 min).
(
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
HP-5MS 75°C min™ até 160°C (1 min), 22°C min™ até
(30 m x 5% fenil 95% 280°C (1 min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
11 dimetilpolisiloxa- Temperatura do injetor: 70°C (1,37 min),
0,25 mm x 600°C min™ até 325°C. Vazi luna:
0.25 um) no min _1ate - Vazao na co u_n«:al.
' 2,0 mL min™ (0-1,37 min), 1,5 mL min
(1,37-2,67 min), 1,0 mL min™ (2,67-18,7 min).
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
HP-5MS 75°C min™ até 160°C (1 min), 22°C min™ até
(30 m X 5% fenil 95% 280°C (1 min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
12 dimetilpolisiloxa- Temperatura do injetor: 70°C (1,37 min),
0,25 mm x o 1 s o N '
0,25 um) no 600°C min 1ate 325°C. _Vazao na colu_na.l
' 2,0 mL min™ (0-1,37 min), 1,5 mL min
(1,37-18,7 min).
Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
HP-5MS 75°C min™* até 200°C (1 min), 22°C min™ até
(30 m x 5% fenil 95% 280°C (1 min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
13 dimetilpolisiloxa- Temperatura do injetor: 70°C (1,37 min),
0,25 mm X o 1 s o N '
0,25 um) no 600°C min™ até 325°C. Vazéo na coluna:

2,0 mL min™ (0-1,37 min), 1,5 mL min™
(1,37-16,9 min).
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Ensaio  Coluna Fase estacionaria Condigdes cromatograficas

Temperatura do forno: 50°C (1,2 min),
75°C min™ até 200°C (0 min), 22°C min™ até

'go‘?n'\"f 5% fenil 95%  280°C (0 min), 5°C min™® até 300°C (4,5 min).
14 dimetilpolisiloxa- Temperatura do injetor: 70°C (1,37 min),
0,25 mm x o 1. o N '
0,25 um) no 600°C min late 325°C. yazao na colqnzal.
' 2,0 mL min™ (0-1,37 min), 1,5 mL min
(1,37-16 min).
Temperatura do forno: 50°C (1,37 min), 75°C
HP-EMS min até 200°C (0 min), 40°C min™ até 280°C
(30 m x 5% fenil 95% (0,3 min), 5°C min™ até 300°C (4,5 min).
15 dimetilpolisiloxa- Temperatura do injetor: 60°C (1,37 min),
0,25 mm x o 1 s o N '
0,25 um) no 600°C min™ até 325°C. Vazdao na coluna:

2,0 mL min™ (0-1,37 min), 1,5 mL min™
(1,37-14,17 min).

Para otimizacdo das condicbes espectrométricas, primeiramente, determinou-se 0s
tempos de retengdo de cada analito e selecionou-se as razGes massa/carga (m/z) para 0s ions
precursores, através da injecdo 10 pL de solucdes de cada padrdo (50 pg mL™) no modo
varredura, na faixa de 50-600 m/z.

Apobs a selecdo dos ions precursores, foi realizada a injecdo 10 uL das solugdes de
cada padrdo (10 pg mL™) no modo de analise de fons produto, utilizando energias de colisdo
iguais a: 5, 15, 25 e 35 eV.

Apobs a determinacdo das energias de colisdo para cada transicdo, foram realizadas
injecOes da mistura de padrdes em solvente e da mistura de padrdes em urina bovina, no modo
de monitoramento de reacdes selecionadas (do inglés selected reaction monitoring, SRM), a
fim de verificar o tempo de retencdo de cada analito. Os dados foram tratados nos softwares
MassHunter qualitative e quantitative (verséo B.07.00, Agilent Technologies).

Foram selecionadas duas transi¢cGes por analito, respeitando as tolerancias maximas
permitidas para as intensidades relativas de ions (Tabela 3), totalizando quatro pontos de
identificacdo por analito. Segundo a Decisdo 2002/657/CE, em caso de confirmacdo de
substancias proibidas, sdo requeridos o minimo de quatro pontos de identificacdo. Na Tabela
4 sdo mostrados os pontos de identificacdo para a técnica de espectrometria de massas de

baixa resolucéo.
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Tabela 3 — Tolerancias maximas permitidas para as intensidades relativas de ions em diversas
técnicas de espectrometria de massas.

Intensidade relativa (% do IQ-GC-MS, GC-MS", LC-

IE-GC-MS (relativa)

pico de base) MS, LC-MS"
>50 +10% +20%
>20-50 +15% +25%
>10-20 +20% +30%
<10 +50% +50%

Fonte: Decisdo 2002/657/CE.

Tabela 4 — Pontos de identificacdo para a técnica de espectrometria de baixa resolucéo.

Técnica de espectrometria de massas Pontos de identificacéo obtidos por ion
Espectrometria de massas de baixa 10
resolugdo ’
fon precursor 1,0
Produtos de transi¢éo 1,5

Adaptado de: Decisdo 2002/657/CE.

3.6 Amostras de urina de bovinos

A urina branca de bovinos foi coletada em animais, nos quais ndo foram realizados
tratamentos com anabolizantes, localizados em curral no LANAGRO-MG, em Pedro
Leopoldo. Antes da coleta foram realizados corte dos pelos e a assepsia do prepucio. A coleta

foi realizada em frascos de plastico limpos e secos, conforme mostrado na Figura 12.

Figura 12 — Coleta de urina em bovino
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A urina branca de bovino foi centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos, filtrada em funil
com I& de vidro e armazenada a -20°C.

3.7 Otimizacéao da hidrdlise enzimatica

Uma aliquota de 5,0 mL de urina branca de bovino foi fortificada com solucéo de
trabalho de DESG ¢ BESG ao nivel de 1,0 ng mL™. Foram adicionados 2,0 mL de tamp&o
acetato de sédio 2 mol L™ ¢ 50 pL da enzima B-glicuronidase/sulfatase de Helix pomatia. Os
ensaios de hidrolise foram baseados em dois métodos descritos na literatura: a temperatura de
55°C, por 2 horas (Kootstra et al., 2007) e a temperatura de 37,5°C, por 16 horas (Wozniak et
al., 2013), em incubadora, sob leve agitacdo. Os procedimentos foram realizados em
triplicata. Procedeu-se a extracdo conforme ensaio C (Tabela 6) e a reacdo de derivatizacdo

conforme descrito em 3.8. A injecdo dos extratos dos ensaios foi realizada aleatoriamente.
3.8 Otimizagéo da extracao dos anabolizantes em urina de bovinos

A otimizacdo da extracdo dos anabolizantes em urina de bovinos partiu do método

descrito por Schmidt et al. (2008), que é apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Método descrito por Schmidt et al., 2008

Etapa Descrigéo
Hidrélise 2,0 mL de tamp4o acetato de sédio 2 mol L™, 50 pL de
enzimatica B-glucuronidase/sulfatase de Helix pomatia, por 16 horas a 37,5°C, sob
leve agitacédo
Ajuste de pH pH ajustado em 9 + 0,5 com soluc&o de NaOH 2 mol L™
LLE1 5,0 mL de éter dietilico, separacdo da camada etérea (Repete).
*Secagem.
LLE 2 Extrato retomado com 1,5 mL de metanol, 3,0 mL de agua ultrapura e

2,0 mL de hexano. Descarte da fase organica (Repete).

Cartucho HLB pré-condicionado com 5,0 mL de metanol e 5,0 mL de
SPE 1 agua ultrapura. Transferéncia da amostra e lavagem com 5,0 mL de
agua ultrapura e 5,0 mL de solucdo metanol:agua (55:45, v/v).
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Etapa Descricéo

Cartucho aminopropilsilano pré-condicionado com 5,0 mL de metanol
e 5,0 mL de acetona. Acoplamento do HLB ao aminopropilsilano e
eluicdo com 5,0 mL de acetona. *Secagem e retomada com 200 pL de
metanol

SPE 2

*Qs extratos secos, sob ar comprimido, em banho de 4gua a 50°C.

Alteracdes no método de Schmidt et al. (2008) foram realizados a fim de obter um
procedimento de extracdo dos analitos em estudo mais simples, mas capaz de fornecer
resultados com precisdo e veracidade atendendo aos critérios de aceitabilidade (Tabela 6). Os
ensaios de otimizacdo da extracdo A, B, C, E e F foram realizados em triplicata, utilizando
uma aliquota de 5,0 mL de amostra de urina branca de bovinos fortificada aos niveis de 1,0 e
2,0 ng mL™. O ensaio D também foi realizado em triplicata, utilizando uma aliquota de
5,0 mL de urina branca fortificada aos niveis de 2,0 e 4,0 ng mL™. Apés a etapa de extracéo
conforme descrito nas Tabelas 5 e 6, os extratos foram secos em bloco aquecedor, a
temperatura de 60°C. Em seguida, adicionou-se 25 pL da mistura derivatizante
MSTFA/NH,l/etanotiol e agitou-se em vértex por 30 segundos. A derivatizacdo foi realizada
em forno de micro-ondas convencional por 1,5 minutos a poténcia de 900 W. A mistura foi
seca, sob ar comprimido, em bloco aquecedor, a 60°C e o volume retomado para 50 pL de
iso-octano e injetado no GC-MS/MS, conforme descrito no item 3.5. A injecdo dos extratos

dos ensaios foi realizada aleatoriamente.

Tabela 6 — Ensaios de otimizagéo da extragao dos anabolizantes em urina bovina

Ensaio Condicao alterada em relacdo ao método de Schmidt et al., 2008
Ajuste do pH por meio da adicdo de 4,0 mL de tamp#o tris 2 mol L™
A
(pH 9,5)
B Realizacdo da LLE 1 com 10,0 mL de éter dietilico, sem repeticao
C Auséncia da LLE 2

Avaliacéo do volume de acetona usado na SPE 2, partindo da condigédo do
D ensaio C: foram realizadas 4 elui¢des, com 5,0 mL de acetona cada; 0s
extratos foram analisados individualmente.

E Auséncia da SPE 2

F Ausénciada LLE 2 edas SPEs1e 2
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3.9 Otimizacgéo da derivatizagéo assistida por micro-ondas
3.9.1 Determinagéo da regido de maior incidéncia de radiagdo micro-ondas

Para otimizar as posi¢des dos frascos amostradores dentro do forno de micro-ondas
convencional, foi realizado um experimento simples para 0 mapeamento da regido com maior
incidéncia de radiagdo micro-ondas, com a finalidade de se obter uma maior repetibilidade no
procedimento de derivatizacdo. Para isso, colocaram-se pedacos de marshmallows em uma
base fixa, com o prato sem girar. Avaliou-se a regido onde houve maior derretimento dos

marshmallows.
3.9.2 Derivatizante MSTFA/NH,l/etanotiol

Os ensaios de derivatizacdo partiram de dois métodos da literatura (Bowden et al.,
2009) e (van Rossum, 2008). Uma aliquota de 5,0 mL de urina branca de bovinos foi
fortificada aos niveis de 1,0 e 2,0 ng mL™ e o procedimento de hidrélise enzimatica foi
realizada conforme descrito em 3.7. A extracdo foi realizada de acordo com ensaio C (Tabela
6). Os extratos secos foram retomados com 200 puL de metanol, transferidos para frascos
amostradores para volumes reduzidos e secos novamente em bloco aquecedor, a temperatura
de 60°C e sob N,. Para otimizacdo do procedimento de derivatizacdo, foi realizado um

planejamento fatorial Box-Benhken 3* (Tabela 7).

Tabela 7 - Matriz de contraste do planejamento fatorial Box-Behnken 3° realizado para
otimizacdo do procedimento de derivatizacao

Experimento Tempo Poténcia micro-ondas Volume derivatizante

1 -1 -1 0
2 -1 +1 0
3 +1 -1 0
4 +1 +1 0
5 0 -1 -1
6 0 +1 -1
7 0 -1 +1
8 0 +1 +1
9 -1 0 -1
10 +1 0 -1
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Experimento Tempo Poténcia micro-ondas Volume derivatizante

11 -1 0 +1
12 +1 0 +1
13 0 0 0
14 0 0 0

Tempo (s): (-1) 60, (0) 90 e (+1) 120; Poténcia micro-ondas (%): (-1) 40, (0) 70 e (+1) 100;
Volume derivatizante (uL): (-1) 13, (0) 25 e (+1) 38.

Apbs o procedimento de derivatizacdo, os extratos foram secos em bloco aquecedor, a
temperatura de 60°C e sob ar comprimido. Em seguida, foram retomados com 100 uL de iso-
octano e injetados conforme método descrito no item 3.5.

3.9.3 Derivatizante MSTFA/I;, seguido de MSTFA

O procedimento de derivatizacdo utilizando a mistura derivatizante MSTFA/I, seguido
de MSTFA puro foi adaptado dos métodos de Maume et al. (1998) e Wozniak e
colaboradores (2013). Ao extrato seco, adicionou-se 15 uL de MSTFA/I, (0,3 % m/v), agitou-
se em vortex e deixou-se em repouso a temperatura ambiente por 5 minutos. O extrato foi
novamente seco em bloco aquecedor, a temperatura de 60°C e sob ar comprimido. Adicionou-
se 25 puL de MSTFA puro, agitou-se em vortex e procedeu-se a derivatizacdo em forno de

micro-ondas a poténcia maxima e 2 minutos.

3.10 Fluxograma das condic¢des do preparo da amostra otimizado

5.0 mL de urina de bovino LLE
2.0 mL de tamp&o acetato de sddio 4.0 mL de tampéo tris Centrifugagio
50 uL de B-ghicuronidase de Helix pomatia Hidrdlise enzimatica 10,0 mL de éter dietilico 4000 rpm, 10 min

[1111]] 11111
|— | |

) K/*3’¢>\\d//¢> d

Mt
Incubadora- 37.5°C, 16 h Agitacio em vértex: 60 s r:_ ) “s
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1.5 mL de metanol
3.0 mL de dgua ultrapura

NSVYZ;

Agitagdo em vortex: 30 s

%

- §

0000000D

8()ooo—
E:> . 900¢04g E:>

T —
IWT‘Q{ S ﬂ

Lavagem com 5.0 mL de dgua ultrapura
5,0 mL metanol/agua (55:45, viv)

Cartucho HLB pré-condicionado:
5.0 mL de metanol
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100 uL iso-octano

Anilise j
GC-MS/MS <::| ﬁ B <::I

Secagem em
bloco aquecedor

Figura 13 — Fluxograma dos procedimentos otimizados de hidrdlise enzimatica, extracdo e
derivatizacGes dos anabolizantes.

3.11 Validacdo do método

Todos os experimentos de validacdo foram realizados de acordo com o Manual da
Garantia Analitica (MAPA, 2011) e os dados foram tratados em planilhas validadas do
Laboratdrio de Residuos de Medicamentos Veterinarios (LRM). A injecdo dos extratos de

todos os ensaios foi realizada aleatoriamente.

3.11.1 Linearidade e faixa de trabalho

As curvas analiticas foram preparadas em 6 niveis de concentracdo, por meio da
fortificacdo das amostras brancas com volumes de solugdo trabalho dos anabolizantes
variando de 0 a 200 pL, e 100 uL de solucdo de trabalho dos padrdes internos. A faixa linear
otimizada para cada anabolizante e o respectivo padréo interno sdo mostrados na Tabela 8. O
valor de limite minimo de desempenho requerido (LMDR) foi adotado para os analitos em
gue ha esse limite. Para os analitos em que ndo ha o valor de LMDR, aplicou-se o limite de

referéncia (LR) igual a 2,0 pg kg™

Tabela 8 — Faixa linear otimizada e padrédo interno para cada analito

Analito Faixa de concentracdo (ug kg?)  Padréo interno

DES1* 0,5-2,0 DESd8

DES2* 0,5-2,0 DESd8
HEX 1,0-4,0 HEXd4

37



Analito Faixa de concentracdo (ug kg™) Padrao interno

DIE 1,0-4,0 DESd8
aNAN 1,0-4,0 NOR-d3
aES 1,0-4,0 -
BES 1,0-4,0 -
DRO 1,0-4,0 -
MTT 1,0-4,0 MTT-d3
oEE 1,0-4,0 -
ETN 1,0-4,0 MTT-d3
ZER 1,0-4,0 -
TAL 1,0-4,0 -
ZEA 1,0-4,0 MEG-d3
NOT 1,0-4,0 MEG-d3
aZE 1,0-4,0 MEG-d3
BZE 1,0-4,0 MEG-d3
MEG 1,0-4,0 MEG-d3
aTB 1,0-4,0 -
BTB 1,0-4,0 -

LR 2 pg kg?; *LR 1 pg kg™

Para ajuste dos modelos estatisticos, primeiramente aplicou-se o teste F, ao nivel de
95% de confianca, para avaliar a homogeneidade das variancias das respostas. Quando o
valor de F calculado foi maior que o valor de F critico, as variancias foram consideradas
heterogéneas e a regressao foi realizada pelo método dos minimos quadrados ponderados
(MMQP). Quando verificou-se homocedasticidade das variancias, ou seja, quando o valor de
F calculado foi menor que o valor de F critico, 0 método dos minimos quadrados ordinarios
(MMQO) foi empregado.

Os coeficientes de correlagdo linear (r) das curvas analiticas foram calculados e a sua
adequacao foi verificada por meio do teste t (Equacao 1). Quando o valor de t, foi maior ou
igual ao valor de t critico, ao nivel de 95% de confianca, o ajuste linear foi considerado

adequado.

gz U
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Onde:
|| € 0 modulo do coeficiente de correlagédo da curva analitica;
N, é 0 nimero de niveis de concentracdo empregados para construcao da curva analitica;

R? é o coeficiente de determinagéo da curva analitica.

3.11.2 Seletividade

As aliquotas de urina branca de bovino foram fortificadas aos niveis de 1,0; 1,5 e 2,0
LR, em seis réplicas para cada nivel. Foi adicionado o volume de 500 uL da solucdo padrédo
de avermectinas (concentracéo de 1,0 pg mL™, correspondente a concentracdo de 100 ug kg™
— limite méximo de residuo (LMR) na matriz figado bovino) em trés réplicas de cada nivel.
As concentracOes das amostras com e sem adicdo dos interferentes foram calculadas por
interpolacdo das areas dos picos dos analitos nas respectivas curvas analiticas. Em seguida,
foram calculadas as recuperacdes (R), por meio da razdo entre a concentracao recuperada e a
concentracdo adicionada, e estas foram comparadas utilizando os testes estatisticos de
homogeneidade de variancias (teste F) e o de comparacdo de médias (teste t de Student).

A solucdo padrdo de avermectinas continha os seguintes analitos: abamectina,
doramectina, apinomectina, ivermectina e moxidectina (Figura 14). As avermectinas foram
selecionadas como possiveis interferentes, pois sdo antiparasitarios muito utilizados em

bovinos.
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Figura 14 — Formulas estruturais das avermectinas: doramectina, ivermectina, abamectina e
eprinomectina e da moxidectina
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3.11.3 Veracidade e Precisao

As aliquotas de urina branca de bovinos foram fortificadas aos niveis de 1,0; 1,5 e 2,0
LR, em seis réplicas para cada nivel. O ensaio foi realizado em outra ocasido pelo mesmo
analista. Para cada dia de extracdo também foi preparada uma curva analitica conforme
descrito no item 3.11.1. Para esses dois dias de anélise, foram calculados as concentra¢Ges das
amostras, a R, e o0 coeficiente de variacdo (CV), por meio da razdo entre o desvio padrdo e a
média das recuperacdes, para avaliar a veracidade e a repetibilidade do método. O ensaio
também foi realizado por um segundo analista, num terceiro dia. Para avaliacdo da precisdo
intermediéaria, foram calculados a R global e o CV global, para os trés dias de analise. Os
critérios de aceitabilidade para veracidade, repetibilidade e precisdo intermediaria sdo

apresentados na Tabela 9.

Tabela 9 — Limites de recuperacdo e coeficiente de variacdo dos métodos quantitativos em
funcdo da faixa de concentracédo

Concentr_?géo R (%) CV para _CV para_prgciséo

(Mg kg™) repetibilidade (%) intermediaria (%)
<l 50-120 35 53
>1a<10 60 — 120 30 45
>10 70-120 20 32

Fonte: Adaptado de Codex Alimentarius (2009).

3.11.4 Limite de decisdo e capacidade de deteccéo

Os valores de limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccdo (CCp) foram obtidos
combinando os dados de trés curvas analiticas de matrizes fortificadas com os analitos

conforme descrito no item 3.10.1. O valores de CCa e CC sdo dados pelas Equagdes 2 e 3.

CCa=2,33uc, (2)
CCB=CCa+1,64ucy, (3)

Onde:
uc, € a incerteza combinada no menor nivel de concentragdo da curva analitica, levando em

consideracdo as incertezas da precisdo intermediaria, da recuperacdo e da calibracdo no nivel
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de concentracdo zero (desvio-padréo do intercepto obtido da curva analitica conjunta dos trés
dias).

3.11.5 Limites de deteccdo e de quantificacao

O valor do limite de deteccdo (LD) foi estabelecido por estimativa, utilizando o valor
de CCa, calculado no nivel de concentracéo zero.

Para o calculo do limite de quantificacdo (LQ), foi feita a analise de amostras brancas
fortificadas ao nivel correspondente a 0,5 LR, em seis réplicas. Calculou-se a concentracdo
em cada amostra, a R, e 0 CV. O procedimento foi repetido em outra ocasiao.

3.11.6 Incerteza de medicéo
A incerteza de medicdo padrdo combinada (u.) foi obtida por meio da composicdo das

incertezas da curva analitica e de precisdo intermediaria, pela metodologia Top-Down para 0s

niveis 1,0; 1,5 e 2,0 LR. A u,. foi calculada pela Equacéo 4.

Uc = \/(Ccalib-ucalib)z + uzzni 4)

Onde:
ccatip € 0 coeficiente de sensibilidade para a incerteza de calibracdo, dado pela Equacéo 5;
Ucq1ip € @ incerteza da curva analitica;

uy,; € a incerteza da preciséo intermediaria do método analitico.

Onde:
C, € a concentracdo do analito na amostra;

C,c € a concentracdo do analito estimada pela curva analitica.

Foi considerado aceitadvel o valor de u. que ndo excedeu mais de quatro tercos do
valor de CV em condi¢des de precisdo intermedidria (MAPA, 2011) (Tabela 9). Na Tabela 10

€ mostrado o critério de aceitabilidade para a u. nas diferentes concentracdes dos analitos.
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Tabela 10 — Critério de aceitabilidade para incerteza padrdo combinada em funcdo da
concentragéo

Concentracao (ug kg™ u, (g kg™)
1,0° 0,71
1,5° 0,90
2,0° 1,20
3,0° 1,80
4,0° 2,40

*nivel de 1,0 LR para DES1 e DES2, "nivel de 1,5 LR para DES1 e DES2, ‘niveis de 2,0 LR para DES1 e DES2
e de 1,0 LR para demais analitos; “nivel de 1,5 LR para demais analitos e ®nivel de 2,0 LR para demais analitos.

3.12 Amostras reais

Foram analisadas amostras de urina de bovinos, com objetivo de avaliar o desempenho
do método em amostras reais e compara-lo com o desempenho do método implementado no
LRM para anélise de anabolizantes por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas com fonte de ionizacdo por electrospray (do inglés, electrospray ionization, ESI).
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Otimizacao das condic¢des cromatogréficas e espectrométricas

Na condicdo do ensaio 1, descrito na Tabela 2, foi alcancada a separacdo em tempo de
retencdo e/ou m/z para todos os analitos, exceto para o zeranol e taleranol, que sdo epimeros.
Portanto, alteracbes foram realizadas a fim de obter a separacdo desses isdmeros. Na
Tabela 11 sdo mostrados os cromatogramas do par critico, zeranol e taleranol, obtidos nos

ensaios descritos na Tabela 2.

Tabela 11 — Cromatogramas do par critico, zeranol e taleranol, obtidos nos ensaios de
otimizacdo da separacdo cromatogréafica

Coluna

Ensaio .
cromatografica

Fase estacionéria Cromatograma

+EI ZER/TAL-Ensaio1.D

VF-17MS (30 m x
1 0,25 mm x
0,25 um)

50% fenil - 50%
dimetilpolisiloxano

12,16 12,18 12,2 12,2212,24 12,26 12,28 12,3 12,3
Tempo de retengdo (min)

+EI ZER/TAL-Ensaio2.D

VF-17MS (30 m x
2 0,25 mm x
0,25 pm)

50% fenil - 50%
dimetilpolisiloxano

10,86 10,88 109 10,02 10,04 10,96 10,98

Tempo de retengdo (min)
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Coluna

Ensaio . Fase estacionaria Cromatograma
cromatografica
+EI ZER/TAL-Ensaio3.D
VF-LTMS (B0m X 500 fonif - 500
3 0,25 mm x dimetilpolisiloxano
0,25 pm) P
0,67 10,68 10,69 10,7 1-1-,761mp;0,;2e r;:,e'/;gééo,(zin;o,ﬁ 10,76 10,77 10,
+E|l ZER/TAL -Ensaio4.D
RTX-
OPPesticides?2 .
4 Restek (30 m x Fase pr;teerg[leda por
0,25 mm x P
0,25 um)
Y Y Terinpo de reten(;éo (min5 Y
+E| ZER/TAL-Ensaio5.D
DB-5MS (30 m x 5% fenil 95%
5 0,25 mm x dimetilarileno
0,25 pm) siloxano
' Tem;;o de reter;(;éo (min)v I
+EI ZER/TAL-Ensaio6.D
/// \\ / /\\
“s‘/ \\ ’,/ \\\
DB-35 MS (15 M X 350 enil 65% SR
6 0,25 mm x dimetilpolisiloxano :
0,25 um) P /
/ ./ \
// \,/ \

108

10,82

10,84 10386

Tempo de reteng&o (min)
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. Coluna .,
Ensaio e Fase estacionaria Cromatograma
cromatografica
+El ZER/TAL-Ensaio7.D
N
VF-23 MS (15 m Cianopropilfenil m
! 0,25 mm X metilpolisiloxano =
0,25 pm) P L
b
/ \k,‘
Y Tem|:;o de retyengéo (vmin)
+El ZER/TAL-Ensaio8.D
DB-5MS (12 m x 5% fenil 95%
8 0,25 mm x dimetilarileno
0,25 pm) siloxano
Tempo de retengéo (min)
+E| ZER/TAL-Ensaio9.D

0, 1 0,

DB-5MS (12mx 2.0 fenil 95%

9 dimetilarileno

0,25 mm x 0,25 um) )
siloxano
i 'I?empo d:orseten(;éjzmin) "
+El ZER/TAL-Ensaio10.D
5% fenil 95%
10 DB-5MS (12 m x dimetilarileno

0,25 mm x 0,25 um) siloxano

35 94 945 95 955
Tempo de retengéo (min)
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) Coluna
Ensaio

g Fase estacionaria
cromatografica

Cromatograma

HP(—)S;\gSr,n(r?;]oxm § 5% fenil 95%
0,25 pm) dimetilpolisiloxano

11

+EI ZER/TAL-Ensaio11.D

' Teﬁpo de rétengéo (ﬁin) ' .
+El ZER/TAL-Ensaio12.D
[ N
19 HP-5MS (30 m x 5% fenil 95% “/‘
0,25 mm x 0,25 um) dimetilpolisiloxano [
)// N N
35 144 1445 145 14,55 146
Tempo de retengdo (min)
+E| ZER/TAL-Ensaio13.D
r/\\\
I
. [ A\
13 HP-5MS (30 m X 5% fenil 95% . [
0,25 mm x 0,25 um) dimetilpolisiloxano [ /,/ \
/ \ \
/ /
/A \
A B N2 S
v v Teﬁpo de rétengé(; (min) v
+E| ZER/TAL-Ensaio14.D
HP-5MS (30 m x
14 (

5% fenil 95%
0,25 mm x 0,25 um) dimetilpolisiloxano

\ /
\ / \
1 / N N
175 118 1185 119 1195 12
Tempo de retengdo (min)
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Coluna

Ensaio -
cromatografica

Fase estacionaria Cromatograma

+E| ZER/TAL-Ensaio15.D

HP-5MS (30 m x 5% fenil 95%

15 0,25 mm x 0,25 um) dimetilpolisiloxano

,/ "‘ ‘\
) 4 N4 \
6 1065 107 10,75 108  10.85
Tempo de retengéo (min)

Os ensaios de otimizacdo das condi¢cdes cromatogréaficas envolveram as variacdes no
numero de pratos, com a utilizacdo de colunas cromatograficas com diferentes comprimentos;
na altura do prato, por meio da otimizacdo da vazao da fase moével; no fator de retencéo, por
meio da variacdo nas programacdes de temperatura do forno e do injetor e no fator de
seletividade, através da variagdo nas programacdes de temperatura do forno e alterando-se as
fases estacionérias das diferentes colunas.

Comparando-se o cromatograma do ensaio 1 com 0 cromatograma do ensaio 2,
observou-se que a diminuicdo da temperatura inicial do forno promoveu a elui¢do dos analitos
ZER e TAL em um menor tempo de retencdo, porém com pequeno aumento na resolucdo dos
picos, de 0,55 para 0,64. A diminuicdo da taxa de vazdo inicial do gas de arraste provocou
uma pequena diminuicdo no alargamento nos picos e apresentou uma leve melhora na
resolucéo, que apresentou valor de 0,70 (ensaio 3).

A utilizagdo das colunas RTX-OPesticides2 e VF-23MS ndo promoveu a separagdo do
par critico, conforme pode ser observado pelos picos Gnicos nos cromatogramas dos ensaios 4
e 7, respectivamente. A coluna VF-23MS apresenta fase estacionaria de elevada polaridade e,
sendo os analitos sililados mais apolares, a interacédo entre eles foi fraca. Ja a fase da coluna
RTX-OPesticides2 € protegida por patente e indicada para analise de pesticidas.

No ensaio 5, no qual foi utilizada a coluna DB-5MS, de 30 metros, obteve-se
separagdo dos analitos em questdo, com resolucdo de 1,33. No entanto, comparando-se 0
cromatograma desse ensaio com o cromatograma do ensaio 3, no qual foi utilizada a coluna
VF-17MS, observou-se um alargamento frontal dos picos. O alargamento da banda reflete a
perda de eficiéncia da coluna. Quanto mais lento o processo de transferéncia de massa do
soluto através da coluna, mais largo é o pico do analito. Essa distor¢do é indesejavel porque
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torna a separacdo mais pobre e os tempos de retencdo menos reprodutiveis (Skoog et al.,
2006).

O ensaio 6, no qual foi utilizada a coluna DB-35MS, de 15 metros, apresentou um
cromatograma com picos sem alargamento de banda e os tempos de retencdo dos analitos
ZER e TAL foram menores que 0s tempos de retengdo no ensaio 5, no qual foi utilizada a
coluna DB-5MS de 30 metros, como era esperado. Entretanto, a resolugdo nesse ensaio (1,05)
foi menor que a resolugédo no ensaio anterior (1,33).

Comparando-se os ensaios 8 e 5, no qual diferem-se apenas no comprimento da coluna
cromatografica DB-5MS, observou-se a diminui¢do dos tempos de retencdo dos analitos e da
resolucédo dos picos (0,70), devido ao menor numero de pratos da coluna.

Alterando-se o gradiente de vazdo do gas de arraste na coluna, observou-se 0 aumento
do tempo de retencdo do par critico, comparando-se 0s cromatogramas dos ensaios 8, 9 e 10.
A resolucdo dos picos apresentou pequena variagdo, sendo obtidos os valores de 0,70; 0,80 e
0,83, respectivamente.

Comparando-se o cromatograma do ensaio 10 com o cromatograma do ensaio 11, no
qual foi alterada a coluna cromatografica DB-5MS de 12 metros, para a HP-5MS de
30 metros, observou-se consequentemente 0 aumento nos tempos de retencdo e na resolugédo
dos picos cromatograficos do par critico, de 0,83 para 1,56. Os ensaios 12-15 foram
realizados com a coluna HP-5MS, que foi a que apresentou a melhor separa¢do do par critico,
por ter uma fase estacionaria de carater mais apolar e apresentando assim maior interagdo com
os analitos sililados.

No ensaio 12, em que se alterou a programacao de vazao do gas de arraste, mantendo-
a 1,5 mL min™ até o final da corrida, o par critico foi eluido em menores tempos de retencéo,
como o esperado, e a resolucédo foi levemente aumentada, comparando-se com o ensaio 11, de
1,56 para 1,57. No ensaio 13, no qual foi alterada a programacdo de temperatura do forno,
elevando a temperatura final da primeira rampa de aquecimento de 160 para 200°C, observou-
se consequentemente a diminuicdo nos tempos de retencdo e na resolucdo dos picos
cromatograficos do par critico, que foi de 1,53. Ja no ensaio 14, em que se removeu 0 segundo
e 0 terceiro patamares de temperatura do forno, houve uma diminui¢do nos tempos de
retencdo dos analitos e a resolucdo foi aumentada para 1,58. Por fim, no ensaio 15, no qual
foram aumentados a segunda rampa de aquecimento, de 22 para 40°C min™, e o tempo do
primeiro patamar da programacdo do forno, além de diminuida a temperatura inicial do injetor

de 70 para 60°C, observou-se a diminui¢do nos tempos de retencéo e a resolucéo dos picos foi
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de 1,57, apresentando uma leve diminui¢cdo, comparando-se com o0 ensaio anterior. Esta
condic&o foi adotada para separacgao dos analitos neste trabalho.

O modo de injecdo solvent vent foi utilizado em todos os ensaios. Este modo de
injecdo € utilizado para melhorar a resposta analitica de substancias em baixos niveis de
concentracdo. Aumentando-se o volume de injecdo, é introduzida maior quantidade de
amostra no sistema e, consequentemente, a massa do analito que alcanca o detector é
aumentada, resultando em picos com areas e alturas maiores. Neste modo, pode ser injetado o
volume de até 1 mL e o solvente é evaporado antes do analito, que fica impregnado nas
paredes do liner. Isso € possivel com a programacdo de temperatura do injetor, no qual é
configurada sua temperatura inicial pouco abaixo da temperatura de ebuli¢do do solvente, e 0
fluxo de gas pelo liner que promove a evaporacdo do solvente para fora da coluna. Entdo, a
temperatura € aumentada gradativamente e o analito é vaporizado e entra na coluna
cromatogréfica (Agilent Technologies, 2009).

Dessa forma, a condicdo GC-MS/MS otimizada foi: modo de operacdo do injetor
solvent vent (tempo de vent 0,37 min; vazdo 65 mL min™, pressdo 5 psi , purga 60 mL min™
em 3 min), com a temperatura inicial de 60°C, permanecendo nesta temperatura por 1,37 min
e rampa de aquecimento de 600°C min™ até a temperatura de 325°C. O volume de injecdo foi
de 10,0 pL. A coluna utilizada foi uma HP-5MS (30 m, 0.25 mm, 0.25 pm) da J&W Columns
Agilent Technologies (EUA), com o Hélio, grau 6.0, pureza de 99,9999%, adquirido da White
Martins (Belo Horizonte, Brasil) como gés de arraste, com vazao inicial de 2,0 mL min™,
permanecendo por 1,37 min e vazdo de 1,5 mL min™ até 14,17 min. A temperatura inicial do
forno foi de 50°C, com patamar por 1,37 min, seguido de aquecimento a 75°C min™ até a
temperatura de 200°C, aquecimento a 40°C min™ até a temperatura de 280°C, permanecendo
por 0,3 min, aquecimento a 5°C min™ até a temperatura de 300°C, permanecendo por 4,5 min,
totalizando o tempo de corrida de 14,17 min. As temperaturas da linha de transferéncia, da
fonte de ions e dos quadrupolos foram de 300, 300 e 180 °C, respectivamente. A energia de
ionizacéo eletronica foi de 70 eV.

Na Tabela 12 sdo apresentados os tempos de retencdo, razdo m/z dos ions precursores
e produtos e as energias de colisdo das transi¢Oes otimizadas para cada analito, utilizando a
coluna HP-5MS. Para cada analito, foi selecionada uma transicdo para quantificacdo e uma

transicdo para confirmagéo.
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Tabela 12 — Tempos de retencédo, ions precursores, ions produtos e suas respectivas energias
de colisdo para cada analito

Analito

Tempo de retencéo

lon precursor  on produto Energia de coliséo

(min) (m/z) (m/z) (eV)
420,0* 405,3* 15
DES-d81 6,681
420,0 389,3 15
411,61 383,2! 15
DES1 6,695 , ,
411,6 217,1 25
209,1* 180,1* 5
HEX-d4 6,998
209,1 193,1 5
207,0' 179,1* 5
HEX 7,005 , ,
207,0 151,1 15
409,9* 380,2¢ 15
DIE 7,040
409,9? 394,9° 15
420,0* 405,3* 15
DES-d82 7,035
420,0 389,3 15
411,61 383,2! 15
DES?2 7,045
411,6° 217,1° 25
417,9' 194,0* 25
aNAN 8,176
417,9° 182,02 25
416,0" 284,9' 15
oES 8,421
416,0? 231,9° 25
420,9* 194,1* 15
NOR-d3 8,441
420,9 182,1 5
416,0" 284,9' 25
BES 8,649 , ,
416,0 2319 15
447, 7° 141,0° 15
DRO 8,687
447,7° 405,4° 5
449,0* 169,1* 35
MTT-d3 9,203
449,0 301,2 5
446,11 301,2! 15
MTT 9,220
446,1° 356,3? 5
425,0" 205,0! 25
oEE 9,319
425,0° 231,1° 25
456,0* 301,2¢ 25
ETN 9,310
456,02 316,3? 15
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Analito Tempo de retengdo 10N Precursor  jon produto Energia de colisdo

(min) (m/z) (m/z) (eV)

432,9' 389,3! 15
ZER 9,392 , ,

4329 295,1 15

432,9* 389,3! 5
TAL 9,469 , ,

4329 295,1 25

282,0' 122,11 15
MTD 9,705 , ,

282,0 161,2 15

461,9' 151,11 15
ZEA 9,751 , ,

461,9 333,3 5

445 9! 287,11 5
NOT 9,771 , ,

4459 356,2 15

445 9! 317,11 25
oZE 9,810 , ,

4459 333,2 15

445 9! 317,1* 25
BZE 9,939 , ,

4459 333,2 15

442,0' 352,0 25
oTB 10,740 , ,

449,0 323,0 25

373,9% 244,2* 5

MEG-d3 10,760

373,9 284,3 5

370,9' 24121 5
MEG 10,785

370,9° 281,3? 5

442 0" 352,0' 25
BTB 10,929 , ,

4421 309,3 25

Transicdo de quantificacdo, “Transicao de confirmagéo, *Transicdo usada para padrdo interno na razdo de areas

Durante a execucdo dos ensaios de extracdo, foi observado que para o analito trans-

DES ocorre uma divisdo do sinal analitico no cromatograma em dois sinais em diferentes
tempos de retencdo. O sinal de menor tempo de retencdo (DES1) apresenta menor intensidade
e 0 de maior tempo de retencdo (DES2), maior intensidade. Segundo van Rossum (2008), os
dois sinais tratam-se dos isdbmeros cis-DES e trans-DES, que estdo em um equilibrio que
depende do pH, luz e temperatura. Para o padrdo interno DES-d8 também foram observados
dois sinais analiticos, correspondentes ao cis-DES-d8 (DES-d81) e ao trans-DES (DES-d82),
indicando a ocorréncia da epimerizacdo para esses compostos. Dessa forma, trés sinais
analiticos foram escolhidos para validacdo do DES: o DES1, DES2, e a soma dos dois sinais
analiticos observados (DES soma). Na Figura 15 é apresentado um cromatograma de ions
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para DES e DES-d8, extraidos em urina branca de bovinos fortificada ao nivel de
2,0ng mL™.
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Figura 15 — Cromatograma de ions para DES e DES-d8, extraidos em urina branca de bovino,
fortificada ao nivel de 2,0 ng mL™.

Desta forma, foi otimizado o método de aquisicdo em GC-MS/MS para 20 analitos e 6
padrdes internos. Na Figura 16 € mostrado um cromatograma com a sobreposi¢cdo dos ions
para alguns compostos analisados, obtido para amostra fortificada aos niveis de 2,0 e
4,0 ng mL™. Neste cromatograma no s&o apresentados os picos cromatogréficos de todos os

analitos devido a grande diferenca entre as suas intensidades. Os cromatogramas de todos os
analitos sdo apresentados no Anexo A.
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Figura 16 — Cromatograma de ions extraidos para alguns compostos analisados em urina branca de
bovino fortificada aos niveis de 2,0 e 4,0 ng mL™.

4.2 Otimizacao da hidrdlise enzimética

Os ensaios de hidrdlise foram realizados baseados em dois métodos (Kootstra et al.,
2007) (Wozniak et al., 2013), utilizando a enzima B-glicuronidase/ sulfatase de Helix
pomatia. Na Figura 17 sdo apresentadas as areas dos analitos DES e BES obtidas apos as
hidrélises nas duas condicdes estudadas (item 3.7).
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Il 55°C, 2h
I 37,5°C, 16 h
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Figura 17 — Areas dos analitos DES e BES obtidas ap6s hidrélise a: 37,5°C por 16 horas e 55°C por 2
horas. tgiico (0,05) = 4,30.

A érea obtida para o analito DES apds a hidrolise de 16 horas foi mais de 300 vezes
maior do que a area obtida apds a hidrdlise de 2 horas. Para o analito BES, a area apos a
hidrélise de 2 horas foi cerca de 10 vezes menor do que a area obtida ap6s a hidrolise de 16
horas. As areas apresentaram diferenca significativa, ao nivel de 95% de confianca, como
podem ser verificados pelos valores de t calculados, maiores que t critico (Figura 17).

Portanto, a hidrdlise a 55°C, por 2 horas, com a enzima B-glucuronidase/ sulfatase de
Helix pomatia, ndo produziu a mesma quantidade dos analitos DES e BES nas formas livres
nas amostras brancas de urina de bovinos, ou seja, apds o procedimento ainda existe uma
guantidade remanescente de analito na forma glicuronidica. Este resultado indica que a
hidrélise nessas condigdes ndo é tdo efetiva quanto a hidrélise a 37,5°C por 16 horas, para 0s
analitos estudados. Em diversos trabalhos séo encontrados procedimentos de hidrdlise nessas
condigBes: Wozniak, et al. (2013) desenvolveram um método para quantificagdo dos analitos
a e B-trembolona em urina de bovino e van Rossum (2008) desenvolveu uma metodologia
para quantificacdo de diversos esteroides em urina de bovinos. Marchand et al. (2000)
analisaram os esteroides 17a-estradiol e 17p-estradiol em musculo sem e com a hidrolise com
a enzima B-glucuronidase/sulfatase de Helix pomatia, a 52°C, por 15 horas. Para o analito

17a-estradiol, observou-se um aumento de cerca de 50% da intensidade do sinal, quando foi
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realizada a hidrdlise, indicando que este composto apresenta uma maior fragdo eliminada nas
formas glicuronidicas e/ou conjugadas aos sulfatos.

Desta forma, a condicdo de hidrolise enzimatica em pH 5,2, com 50 pL de
B-glucuronidase/ sulfatase de Helix pomatia, a 37,5°C por 16 horas, sob leve agitacdo, foi

selecionada.

4.3 Otimizacédo da extracéo dos anabolizantes em urina de bovinos

A otimizagdo da extragdo partiu do método desenvolvido por Schmidt e colaboradores
(2008). Nesse trabalho foram monitorados os analitos: HEX, DIE, DES, ZER, TAL, aZE,
BZE, ZEA e zearalanona, em urina de bovinos, por cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas sequencial.

A avaliagéo visual dos extratos obtidos nos ensaios conforme Schmidt et al. (2008)
(Tabela 5) e nas condigdes A, B, C, E e F (Tabela 6) pode ser realizada na Figura 18. Pode-se
observar que o extrato obtido no ensaio F apresentou uma coloracdo muito escura, inclusive
com a presenca de material particulado e ndo foi injetado. Portanto, a condicdo F, sem
realizacdo da LLE2 com hexano e das SPEs com os cartuchos HLB e aminopropilsilano, ja
foi desconsiderada. O sorvente HLB ¢é utilizado para adsorver simultaneamente compostos
polares e apolares presentes na amostra. Ja 0 aminopropilsilano é utilizado para retencéo das

substancias polares (Wells, 2003).

Figura 18 — Extratos dos ensaios de extracdo retomados com iso-octano ap0s a reagdo de
derivatizacao.
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Quantitativamente, os ensaios A, B, C e E (Tabela 6) foram avaliados através da
intensidade da &rea do pico cromatogréafico e da repetibilidade do procedimento, uma vez que
foram realizados em triplicata (Figura 19). Os valores de tcaculado, Para cada analito, obtidos na
comparacdo dos ensaios A, B, C e E com a extracdo conforme Schmidt et al. (2008) séo
apresentados sobre as barras de &rea (Figura 19). Os analitos DIE, DES2, DRO, ETN, MTT,
AEE e ZER foram selecionados para observar o comportamento da extracdo dos
anabolizantes frente ao método descrito por Schmidt et al. (2008) (Tabela 5) e as alteracdes
em estudo (Tabela 6). Esses analitos foram selecionados porque abrangem as trés classes de
anabolizantes (esteroides, lactonas do acido resorciclico e estilbenos) e representam cerca de
30% dos analitos estudados, sendo DES2, DRO, ETN e ZER, substancias monitoradas no
PNCRC.

I Schmidt et al. (2008) 4x10° | 145 g Schmidt et al. (2008)
I Ensaio A I Ensaio B

0,291

0,730 0,366

DIE DES2DRO ETN MTT AEE ZER DIE DES2DRO ETN MTT AEE ZER

Analito Analito
2,59
B Schmidt et al. (2008) 8x10°; -
o 4x10°1 2 . ' = o 13, I Schmidt et al. (2008)
c B Ensaio C :: 6x10° - I Ensaio E
< 3x10°; .
5x10"
5 2,27 1,39
2x1071 3%10°
1x10° 2%10°1
0. 0.
DIE DES2DRO ETN MTT AEE ZER DIE DES2DRO ETN MTT AEE ZER
Analito Analito

Figura 19 — Graficos de comparacdo das areas dos analitos DIE, DES2, DRO, ETN, MTT, AEE e
ZER obtidas na extracdo segundo Schmidt et al. (2008) e nos ensaios A, B, C e E. tuqic (variancias
equivalentes) = 2,77, t.ico (Variancias diferentes) = 4,30.

Comparando-se as areas obtidas apds extracdo conforme Schmidt et al. (2008) com as

areas obtidas apo0s a extracdo do ensaio A, no qual foi utilizado o tampdo tris para aumento de
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pH, observou-se que para todos os analitos estudados ndo houve diferenca significativa, ao
nivel de 95% de confianca, segundo avaliacdo por teste t. O ajuste de pH basico foi utilizado
para evitar a ionizacdo dos analitos, diminuindo a sua solubilidade na fase aquosa e
aumentando a recuperacdo dos analitos. A utilizacdo de volume constante desse tampdo foi
muito positiva, pois eliminou a necessidade de ajuste de pH frente a adigdo de aliquotas de
solugéo de NaOH e afericdo do pH com pHmetro.

O ensaio no qual foi realizada a extracdo com LLE1 Unica com o volume de 10,0 mL
éter dietilico (ensaio B) apresentou areas sem diferenca estatistica significativa, ao nivel de
95% de confianca, para todos os analitos estudados, comparando-se com as areas obtidas apos
extracdo conforme Schmidt et al. (2008). Portanto, a LLE1 com éter dietilico, realizada em
uma Unica etapa e com o dobro do volume de solvente, apresentou a mesma eficiéncia que a
LLE1 realizada em duas etapas. A eficiéncia da LLE depende da afinidade do analito pelo
solvente extrator, da proporcdo entre os volumes da amostra e do solvente e do nimero de
extracdes. Sabe-se que a particdo se torna mais eficiente quando é utilizado um menor volume
de solvente com sucessivas extracdes, se comparada a uma unica extracdo com o volume
maior de solvente (Wells, 2003). No entanto, os analitos em estudo possuem baixa
solubilidade em &gua e coeficiente de particdo octanol/agua maior que 1 (Tabela 13), ou seja,
apresentam maior afinidade pela fase organica. Além disso, 0 aumento do pH diminuiu ainda
mais a afinidade desses compostos pela fase aquosa. Assim, a LLE1 com 10,0 mL de éter

dietilico foi selecionada.

Tabela 13 — Valores de solubilidade em agua e log Ko para alguns analitos em estudo

Solubilidade em

Analito 4gua a 20°C (mg L) log Kow
BES 13 3,94
oES 3,9% 3,57
oEE 4,8 4,15
ETN 0,687° 3,11°
MPG 2,95° 3,5°
BESG 347° 1,46°

BESsulfato 3,6 2,9%

Fonte: ® Combalvert, S.; Hernandez-Raquet, G. (2010), Liu, Ze-Hua (2011)
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Apos a adicdo do éter dietilico, agitacdo em vortex e centrifugacdo, foi observada a
formagéo de duas fases e uma emulsdo na interface. Entdo, procedeu-se o congelamento da
fase aquosa em nitrogénio liquido com o objetivo de separar as fases completamente e para
facilitar transferéncia direta da fase organica para outro frasco.

Comparando-se as areas obtidas apds extracdo conforme Schmidt et al. (2008) com as
areas obtidas apds a extracdo do ensaio C, no qual foi realizada a extracdo sem a SPE2 com
cartucho a base de aminopropilsilano, observou-se que ndo houve diferenca estatistica, ao
nivel de 95% de confianga, para todos os analitos. Este resultado indica que a LLE2 com
hexano pode ser dispensada nessa extragcdo. A LLE2 com hexano tem a finalidade de remover
interferentes apolares presentes na amostra.

O ensaio D, no qual foi realizada a avaliacdo do volume de acetona na eluicdo das
SPEs, por meio da eluicdo de 4 aliquotas de acetona e avaliacdo individual dos extratos,
apresentou areas significativas na segunda aliquota de acetona para alguns analitos. Na
Figura 20 sdo mostradas as raz6es de areas dos analitos DIE, DES2, MTT, DES1, HEX, ETN
e MEG pela area do seu padréo interno, em funcdo da aliquota de acetona usada na eluicédo

das SPEs no ensaio D.

6
Area/ area
¢ 1STD

Figura 20 — Grafico de razdo de area dos analitos DIE, DES2, MTT, DES1, HEX, ETN e MEG pela
area do seu padrdo interno em funcédo da aliquota de acetona usada na elui¢do das SPEs no ensaio D
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Observou-se que a primeira aliquota de acetona ja foi suficiente para eluicdo completa
dos analitos DES1, MEG, ETN e HEX, pois as areas desses analitos ap0s a segunda e
sucessivas eluicdes apresentaram razdo sinal/ruido menor que 3. No entanto, foram
observadas areas com razdo sinal/ruido maior que 3 na segunda aliquota de acetona para 0s
analitos DIE, DES2 e MTT. A érea obtida para DES2 e DIE, na elui¢do com a segunda
aliquota de acetona, correspondeu a mais de 45% da area total. J& para a MTT, a area foi
menor que 7% da area total.

Para o analito aES, foi observado que em todas as aliquotas de acetona houve sinal
significativo (sinal/ruido > 3), conforme é mostrado na Figura 21. No entanto, a area obtida na
eluicdo da segunda aliquota de acetona foi cerca de 1,6% da area total. Para a terceira e a

quarta aliquotas, a area obtida foi menor que 0,05% da area total.

4x10’
3x10’
2x10’
1x10’

Area oES

2,5x10"
2,0x10°
1,5x10°*
1,0x10"

5,0x10°
0,0

1 2 3 4
Aligquota de acetona

Figura 21 — Grafico de area em fungao da aliquota de acetona para o analito aES

Desta forma, foi selecionado o volume de eluicéo de acetona nas SPEs de 10,0 mL.

Jé& a extracdo sem a SPE2 com o cartucho de aminopropilsilano apresentou areas com
diferengas significativas, ao nivel de 95% de confiancga, para os analitos DIE, DES2 e ZER,
conforme observado na comparagdo entre as areas obtidas apds extragdo conforme
Schmidt et al. (2008) e ap6s o ensaio E. Nesse caso, as areas obtidas no ensaio E foram
maiores que as obtidas na extracdo conforme Schmidt et al. (2008). Entretanto, verificou-se

experimentalmente que isso s6 foi verdadeiro quando foram injetados 5,0 UL de solucGes
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bastante diluidas. Quando foi injetado 10,0 pL do extrato fortificado ao nivel de 2,0 ng mL™,
verificou-se que os ruidos aumentaram muito e a intensidade do sinal analitico diminuiu cerca
de 10 vezes, diminuindo a sensibilidade e impossibilitando a quantificacdo dos analitos
(Figura 22). Portanto, verificou-se que o uso do cartucho aminopropilsilano, utilizado para
retencdo de interferentes polares, foi indispensével, pois a urina é uma matriz complexa,
composta majoritariamente por agua, ureia, creatina, aménia e sais inorganicos

(Encyclopaedia Britannica, 2016).
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Figura 22 — Cromatogramas de monitoramento de reacGes selecionadas (SRM) das substancias MTT e
ETN, obtidos ap6s extracbes realizadas utilizando-se a SPE2 com cartucho a base de
aminopropilsilano e sem a SPE2.

Desta forma, a condicéo descrita no ensaio C foi selecionada e a Figura 23 mostra um
fluxograma do procedimento de extragdo otimizado.

No método de Schmidt et al. (2008) foram quantificados 9 anabolizantes, incluindo as
classes estilbenos e lactonas do 4cido resorciclico, na faixa de concentragéo de 0,5-2,0 ug L™,
sendo o procedimento de extracdo realizado em 7 etapas. No método otimizado no presente
trabalho foram quantificados 20 anabolizantes das classes estilbenos, esteroides e lactonas do

4cido resorciclico, nas faixas de concentracdo de 0,5-2,0 pg L™ e 1,040 pg L O
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procedimento de extragdo otimizado envolveu 4 etapas, diminuindo o consumo de solventes e
o tempo, pois a LLE com éter dietilico foi realizada em uma Unica etapa, as LLES com hexano
foram eliminadas e o ajuste de pH basico foi realizado com adicéo de solucdo tampdo, sendo

dispensada a afericdo do pH de cada amostra.

Ajuste de pH
4,0 mL de tampdo tris 2 mol L*

2

LLEL

10,0 mL de éter dietilico, agitagdo em vortex por 60 segundos. Centrifugacdo a 4000 rpm por
10 minutos. Congelamento da fase aquosa em N, liquido, transferéncia da fase etérea.
Secagem*. Retomada com 1,5 mL de metanol e 3,0 mL de agua ultrapura.

U

SPE1

«Cartucho HLB pré-condicionado com 5,0 mL de metanol e 5,0 mL de &gua ultrapura.
Transferéncia da amostra e lavagem com 5,0 mL de &gua ultrapura e 5,0 mL de solugdo
metanol:agua (55:45, v/v)

v

SPE 2

«Cartucho aminopropilsilano pré-condicionado com 5,0 mL de metanol e 5,0 mL de acetona.
Acoplamento do HLB ao aminopropilsilano e elui¢do com 10,0 mL de acetona. *Secagem e
retomada com 200 pL de metanol.

Figura 23 — Fluxograma do procedimento de extragdo otimizado, *Os extratos foram secos, sob ar
comprimido, em banho de &4gua a 50°C

4.4 Otimizacgéao da derivatizagéo assistida por micro-ondas

4.4.1 Determinacao da regido de maior incidéncia de radiacdo micro-ondas

Analisando a Figura 24, pode-se verificar, através do derretimento dos marshmallows,
que a regido central foi a de maior incidéncia da radiagdo. Portanto, essa regido foi delimitada
(Figura 25), sob o prato giratorio, para definir onde os frascos amostradores seriam colocados,

lado a lado, para proceder a derivatizacéo.

62



Figura 24 — Esquema dos marshmallows dentro do forno de micro-ondas: A) Antes da irradiagéo, B)
apos 30 segundos a poténcia maxima e C) ap6s 2 minutos a poténcia maxima

Figura 25 — Linha azul delimita onde foram colocados os frascos amostradores para realizagdo das
reacOes de derivatizagdo

4.4.2 Derivatizante MSTFA/NH,l/etanotiol

Os analitos estudados neste trabalho apresentam os grupos funcionais hidroxila e
carbonila que s@o sililados por meio da reacdo de derivatizagdo utilizando o reagente
derivatizante MSTFA/NH;,l/etanotiol. Na Figura 26 é apresentado 0 mecanismo da reacdo de
derivatizagcdo para o analito DRO. O mecanismo é similar para os demais analitos, com
excecdo de aTB e BTB, que sdo derivatizados por outra mistura derivatizante. A massa molar
do analito DRO é de 304,24 g mol™ e, ap6s a reacéo de derivatizagdo, o pico do fon molecular
foi de m/z 447,72, como pode ser observado no espectro de massas da substancia derivatizada
(Figura 27), indicando a presenca de dois grupos trimetilsilano (m/z 73) na molécula,
referentes a derivatizacdo dos grupos hidroxila e carbonila e a perda de dois protons.
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Figura 27 — Espectro de massas do analito DRO derivatizado com o reagente derivatizante
MSTFA/NH,l/etanotiol

A otimizacdo dos fatores volume do derivatizante, tempo e poténcia do micro-ondas,
foi realizada por meio do planejamento fatorial Box-Behnken 3°. Este tipo de planejamento
permite a construcdo de superficies de resposta com um numero reduzido de experimentos

(Equacdo 6). Nessa otimizag&o, k foi igual a 3 e P foi igual a 2, totalizando 14 experimentos.
N=2k(k—1)+P (6)
onde k é o nimero de fatores e P o0 nimero de replicatas no ponto central.

As amostras de urina de bovinos, fortificadas ao nivel de 1,0 LMDR, foram avaliadas
guanto a resposta multipla, calculada por meio do somatdrio das razdes entre areas individuais
e maiores areas de cada analito, para a selecdo das condi¢Bes O6timas de derivatizagcdo. Os
valores das respostas multiplas obtidas em cada experimento sdo apresentados na Tabela 14.
O maior valor de resposta foi observado para o experimento 4, com as condic¢des de tempo de
reacdo de 2 minutos, poténcia do aparelho de micro-ondas de 100% e volume do derivatizante

de 25 uL. O tratamento dos dados foi realizado em software Statistica 8.0.
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Tabela 14 — Valores de resposta multipla obtidas nos experimentos do planejamento Box-
Behnken 3° realizado para otimizagéo do procedimento de derivatizacdo

Fatores

Experimento

Resposta multipla

Poténcia Tempo Volume de derivatizante

1 -1
2 +1
3 -1
4 +1
5 -1
6 +1
7 -1
8 +1
9 0
10 0
11 0
12 0
13 0
14 0

-1
-1
+1
+1

0 2,93
0 3,68
0 3,31
0 12,40
-1 2,67
-1 5,18
+1 4,96
+1 10,11
-1 5,80
-1 4,19
+1 5,03
+1 5,62

7,61

6,51

A Tabela 15 apresenta a avaliacdo estatistica dos coeficientes do modelo ajustado. O

teste t foi calculado pela razéo entre os coeficientes e 0s respectivos erros padrdes estimados.

O p-valor foi calculado como o valor absoluto de t de Student estimado, e os limites de

confianca sdo correspondentes ao intervalo do produto do valor de t pelos respectivos erros

dos coeficientes do modelo ajustado, ao nivel de confianca avaliado.

Tabela 15 — Avaliagdo estatistica para otimizacdo do procedimento de derivatizacdo dos
anabolizantes em urina de bovinos

Erro

-95% limite  95% limite

Parametros  Coeficientes ~. Testet p-valor . .
padréo de confianga de confianga

Intercepto 7,06 0,55 12,8 0,0496 0,05 14,1

(1) P(ol_tfnc'a 4,37 055 793 00799  -264 11,4

(1) P(‘g;anc'a 0,91 087  -104 04880  -120 10,2

(2) Tempo (L) 2,02 0,55 366  0,1697 -5,00 9,03
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Erro -95% limite  95% limite

Parametros  Coeficientes ~. lestet p-valor . .
padréo de confianga de confianga
(2) Tempo (Q) -2,05 0,87 -2,35  0,2560 -13,1 9,03
(3) Volume
derivatizante 1,97 0,55 3,57 0,1739 -5,04 8,98
(L)
(3) Volume
derivatizante -1,76 0,87 -2,01  0,2935 -12,8 9,33
Q)
1*2 (L) 4,17 0,78 5,33 0,1179 -5,75 141
1*3 (L) 1,32 0,78 1,69 0,3399 -8,60 11,2
2*3 (L) 1,10 0,78 1,41 0,3930 -8,82 11,0

(L) Termo linear do modelo ajustado; (Q) Termo quadratico do modelo ajustado.

A Figura 28 apresenta o grafico de residuos dos valores experimentais em relacdo aos
valores preditos pelo modelo ajustado. Este grafico apresentou distribuicdo aleatéria dos
residuos, evidenciando que houve boa adequacdo entre 0 modelo e os dados experimentais
obtidos.
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1 2 3 4 5 6 7T 8 9 10 11 12

Valores preditos

Figura 28 — Gréfico de residuos de valores experimentais por valores preditos para modelo ajustado
para procedimento de derivatizacdo
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A significancia dos coeficientes do modelo é calculada considerando-se o intervalo de
confianca do coeficiente (Equacéo 7).

b, t erropadrao,.t (7)

Onde b, é coeficiente, erropadrao, é 0 erro padrdo do coeficiente e t € o valor de t no nivel
de confianca selecionado.

Sé&o considerados significativos os fatores cujos valores de coeficiente sdo maiores que
0 produto entre o erro do coeficiente e o valor de t, ou seja, o intervalo dos limites de
confianca apresentados na Tabela 15 ndo deve conter o valor zero. Dessa forma, nenhum fator
apresentou significancia estatistica, ao nivel 95% de confianca, como pode ser observado no

gréafico de Pareto (Figura 29).

(2)Tempo(L) 7

L 2
(3)Volume derivatizante(L) §

p=,05

Efeitos estimados

Figura 29 — Gréfico de Pareto de estimativa de efeitos dos fatores ao nivel de 95% de confianca

A qualidade do ajuste do modelo foi avaliada pela analise de variancia (ANOVA)
(Tabela 16). A porcentagem de variagdo explicada foi de 81,94% e a porcentagem maxima de
variacdo explicada foi de 99,38%. O teste F, calculado pela raz&o entre a média quadratica da

falta de ajuste e a média quadratica do erro puro, foi utilizado para avaliar o ajuste do modelo.
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QuandO 0 Va|0r de Fca|cu|ado é menor que 0 V8.|0I' de Fcritico(fana de ajuste; erro puro), né.O hé. eVidénCia
de falta de ajuste do modelo. O valor calculado de F foi igual a 10,28, menor que 0 Feitico;1)
que € 215,7, ao nivel de 95% de confianca e, portanto, ndo houve evidéncias de falta de ajuste

para 0 modelo ajustado ao nivel de confianca avaliado.

Tabela 16 — Anélise de Variancia para ajuste do modelo

Graus de
Fator SQ liberdade MQ F p-valor
(1) Poténcia
(L+Q) 38,93 2 19,47 31,96 0,1241
(2) Tempo (L+Q) 11,54 2 577 9,47 0,2239
(3) Volume
derivatizante 10,23 2 511 8,40 0,2371
(L+Q)
1*2 17,36 1 17,36 28,51 0,1179
1*3 1,74 1 1,74 2,86 0,3399
2*3 1,21 1 1,21 1,98 0,3930
Falta de ajuste 18,79 3 6,26 10,28 0,2244
Erro puro 0,61 1 0,61
SQ Total 98,86 13

(SQ) soma quadratica; (MQ) média quadratica; (L) Termo linear do modelo ajustado; (Q) Termo quadratico do
modelo ajustado.

Superficies de contorno de tempo por poténcia com volume de derivatizante centrado
no ponto central (25 uL), de tempo por volume de derivatizante com poténcia centrada no
ponto central (70%) e de volume de derivatizante por poténcia com o tempo centrado no
ponto central (90 s) (Figura 30) foram construidas para avaliar os resultados graficamente.
Analisando essas superficies, observou-se que a melhor resposta foi obtida no nivel +1 de

todas as variaveis, e que o volume de derivatizante foi a variavel de menor influéncia.
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Figura 30 — Superficies de contorno de tempo por poténcia, com o volume do derivatizante centrado
no ponto central, de volume de derivatizante por poténcia, com o tempo centrado no ponto central e de
volume de derivatizante por tempo, com a poténcia centrada no ponto central, ao nivel de 95% de
confianca.

Dessa forma, foi adotada a condicdo que forneceu maior resposta maltipla para o
procedimento de derivatizacdo utilizando o reagente derivatizante MSTFA/NH,l/etanotiol
(Figura 31). Nessa condicdo ha uma reducdo no consumo de derivatizante comparando-se
com referéncias na literatura, no qual foram utilizados 100 uL do reagente derivatizante
(Thuyne e Delbeke, 2005; Huenerbein et al., 2003); 50 uL (Gerace et al., 2012) ou 30 pL
(Kootstra et al., 2007). Além disso, o tempo de reacéo € muito reduzido, comparando-se com
as reacOes de derivatizacdo realizadas com aquecimento convencional, no qual demandam 30
minutos (Gerace et al., 2012; Thuyne e Delbeke, 2005) ou 60 minutos (Kootstra et al., 2007,

Impens et al. 2007; Huenerbein et al., 2003) de aquecimento.
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Volume MSTFA/NH,l/etanotiol - 25 pL
Poténcia do micro-ondas - 100%
Tempo - 2 minutos

Figura 31 — Condicéo selecionada para o procedimento de derivatizacdo com MSTFA/NH,l/etanotiol

4.4.3 Derivatizante MSTFA/I; seguido de MSTFA

Devido a dificuldade de derivatizar os analitos aTB ¢ BTB com o derivatizante
MSTFA/NHyl/etanotiol, foi conduzida a derivatizacdo adaptada de Maume et al. (1998),
exclusiva para os compostos 4,9,11-trienos conjugados, incluindo estes analitos. A adaptagéo
foi realizada na segunda derivatizacdo, que foi conduzida em forno de micro-ondas. As
condicdes de reacdo foram mantindas iguais as otimizadas para o derivatizante
MSTFA/NH4l/etanotiol: 25 pL de derivatizante, 2 minutos e poténcia de 100% (item 3.4.1).
Os espectros de massas no modo de varredura para os analitos aTB ¢ BTB em solvente
metanol, apds a derivatizacdo com MSTFA/I, seguida de MSTFA, sdo mostrados na
Figura 32.

Os cromatogramas das substancias oTB e PTB em matriz urina de bovinos,
fortificadas ao nivel de 2,5 pug kg™, sdo mostrados na Figura 33. Os produtos formados
apresentaram elevada intensidade de ions e o padrdo de fragmentacao foi diferente para cada
isbmero. O fragmento de m/z 449 é muito mais abundante no espectro de massas do analito
oTB. Os demais fragmentos mais significativos apresentam suas intensidades relativas
semelhantes. Este resultado corrobora com as observagdes de Maume et al. (1998) e Wozniak
et al. (2013).
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Figura 33 — Cromatogramas dos analitos aTB e BTB fortificadas ao nivel de 2,5 pg kg’

(1) 442,0-5352,0 e (2) 449,0-5323,0

! Transigoes:

Analisando as Figuras 32 e 33, pOde-se verificar que ocorreu a derivatizagdo dos

analitos aTB e BTB com MSTFA/I, seguida de MSTFA puro, em forno de micro-ondas nas

condigdes supracitadas, pois 0s espectros mostram o pico do ion molecular de m/z 539.
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A proposta de mecanismo para essa rea¢do envolve o ataque nucleofilico do grupo
carbonila, na posi¢do C-3, ao 4tomo de silicio, catalisada pelo iodo, e ataque do grupo N-
metiltrifluoracetamida na posicéo C-4, além da sililacdo do grupo hidroxila em C-17 (Maume
et al., 1998; Marchand et al., 2000; Wozniak et al., 2013) (Figura 34).

CH, OH OH OH

S
3
CH
o _N
X cH, X cH,
F F
O

Figura 34 — Proposta de mecanismo para reacao de derivatizagdo da fTB com MSTFA/I, seguido de
MSTFA puro (Maume et al., 1998)

Dessa forma, a condi¢do adotada para o procedimento de derivatizagdo utilizando o

reagente derivatizante MSTFA/I, seguido de MSTFA puro € mostrada na Figura 35.
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Volume MSTFA/I, (0,3% m v™) - 15 pL Volume MSTFA puro - 25 pL
Tempo - 5 minutos I$ Poténcia micro-ondas - 100%
Temperatura ambiente Tempo - 120 segundos

Figura 35 — CondicGes selecionadas para o procedimento de derivatizagdo com MSTFA/I, seguido de
MSTFA puro

4.5 Validagdo do método

45.1 Linearidade e faixa de trabalho

Inicialmente, avaliou-se a homogeneidade das variancias das respostas utilizando o
teste F. Para todos os analitos, as variancias foram consideradas heterocedasticas, nos trés dias
de validagdo (Fcaiculado > F(5,5=5,05), portanto, a regressao foi realizada pelo MMQP. Para as
curvas combinadas dos trés dias, sob condi¢des de precisdo intermediaria, as variancias das
respostas foram homocedasticas para os analitos MTT, ZER e ZEA, e heterocedasticas para
0s demais compostos. Assim, somente para MTT, ZER e ZEA foi empregada a regressao pelo
MMQO. As regressdes das curvas analiticas combinadas dos trés dias de validacdo para DIE,
DES2, DRO, ETN, AEE, MTT e ZER sdo mostradas na Figura 36.

74



R : 25
o 2,01 H
= 0 20
g H 2 15
g g b5
© 1,2 o
3 < 101
\2 0,84 . o
04 ) <05y
10 15 20 25 30 35 40 0,25 0,50 0,75 1,00 1,25 1,50 1,75 2,00 2,25
Concentracéo (pg kg™ Concentracio (ug kg™)
3,2x10° 1
[a)
2,4x10°1 b
© 3
S 1,6x10° 5
< 3
8,0x10" <
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
Concentracéo (pg kg™ Concentracio (ug kg™)
9,0 5
s ; 124107 :
9 7 [ ]
o
E o 601 ' 9,0x10*
s 1 <
£ 45 £ 6.0x10°;
T 30
o 4
< 151 3,010
10 15 20 25 30 35 40 10 15 20 25 30 35 40
Concentracio (ug kg™ Concentracio (ug kg™)
1,6x10°
1,2x10°
§80x10“-
\< !
4,0x10*
10 15 20 25 30 35 40
Concentracéo (pg kg™)

Figura 36 — Curvas analiticas combinadas dos analitos DIE, DES2, DRO, ETN, MTT, AEE e ZER

Em seguida, aplicou-se o teste t (Equacdo 1) para verificar a adequacdo do ajuste
linear. Para todas as curvas analiticas, de todos os analitos, o valor calculado de t, foi maior
que o valor critico (tos.4) = 2,776). Portanto, o ajuste da regresséo linear foi considerado

adequado.
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Na Tabela 17 sdo apresentados os pardmetros de calibragdo da curva analitica:
intercepto (a), desvio do intercepto (s,), inclinacdo (b), desvio da inclina¢do (s,), F calculado
(Fcaic), coeficiente de determinacgdo (R?), e valores de ¢, para cada analito, nos trés dias de

validacao e na curva analitica combinada.
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Tabela 17 — Pardmetros estatisticos das curvas analiticas de cada analito nos trés dias de validacdo e na curva combinada

1° dia 2° Dia 3°Dia Combinado
Analito
azx (s,) b= (sp) Fealc R? t, a*(sy) b= (sp) Fealc R? t, azx (s,) b= (sp) Fealc R? t, az+ (s,) b= (sp) Fealc R? t,
DESL ?6%3 43' ((’éggg 134 0973 119 '%%%24)* (()6%33 5 9,8 0963 103 '%%%47;—’ ?&ggﬁ 301 0949 86 ?é?gg 5 ?é%gg 5 124 0944 83
HEX (()6(,)385 ?&ggﬁ 1169 0989 189 ?6?382? ?&ggﬁ 80,3 0982 149 ?6?382? (()6%3 4’;' 379 0987 176 %?gg 43' (()6%335 55 0979 136
DIE '(%'10%%)’—' (06?0208; 31 0969 112 (06’0308; (0510203513 40005 0970 113 ?00(?]3 (Odf‘gg—; 99 0949 86 '85%02%;—' ?gfgg’g; 228 098 95
DES? %103;)13;—' %&g&; 2041 0974 124 ((’(%5 (()5?(?5 54193 0,895 58 ?6%35? (()6?335 768 0987 175 %?gs ?é?é;(s 218 0951 88
DESsoms ?6?339? %6?335 142 0912 642 (()62,55 ?6?(?39? 390 084 55 (()6%5 %&85 63 0976 126 %?gs %6(,)(?5 156 0951 88
aNAN (()6?3815 ?&‘g; 46 0917 66 ?6?8165 (()6?(?5 35823 0985 159 ?6%35? ((J(’;,lng 102 0946 83 (()6%55 (()6%5 232 0915 65
aES -103¢2 oot 162(1;1942 458 0976 127 -12710 1 1‘23?:2%* 3063 0981 142 4601099 134114410 3276 0982 149 ((3%?(?55 1?3253;1;71)1 115 0966 107
(612129)  (365955) (625854) (790688)  (203293)
BES %;gg;)t 1??552)1 504 0984 158 '?Egggg)i 1?333&* 2699 0978 135 ‘(‘1766325 1??;‘23)1 11,8 0968 109 (11317325%1;5 1?591117:)1 99 0956 93
DRO gggg)t 8?;;;)i 4642 0985 164 '1(2;_’28)1’ 8(01%%%? 209 0949 86 ?gggﬁ 7(22%01)1 113 0969 11,2 '&512“5)1 7(71%?122)i 107 092 100
«EE '(3&5530;—' 25(3;1;)92; 895 0978 133 (31130212;—' 2?517336)i 136 0971 117 8?35 2‘(%31)* 153 0968 10,9 (1752;; Z?égg)* 70 0964 104
MTT (()61,15 %0935 602 0937 7.7 (()6(,)55 %(fg; 95 0985 161 (()6%6? %6?33? 561 0982 148  04x(0,2) %fg; 49 0901 60
ETN (00%0210;—' ?6?339? 2442 0975 124 ?0055 ?030111; 5,6 0959 97 26?02113 (()6?35 1525 0980 139 (()6(,)8235 (()6?335 268 0957 94
ZER ’(21337136;—' 3%(?579)1 1548 0960 98 '(61‘;79%)i 3%33)1 1477 0966 106 léi%%f 3863325 101 09383 74 '(231981%;—' 3(21434;)1 49 0917 66
TAL "Ejgg)i 125379)1 1071 0975 124 "gg%i 1‘(311713)1 8476 0988 18,0 7(%‘;‘;;—' 1?2;‘73)i 162 0951 8,8 ag; 1?5332)1 86 0952 89
ZEA '%%%‘g)i ?&gg; 1220 0927 7.1 '%%Zoa)i ?6?335 9,9 0950 87 ?6?553? (()6%35 1933 0983 153 '?0'%32)1 (()6%85 47 0861 49
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1° dia 2° Dia 3° Dia Combinado
Analito
azx (s,) b+ (sp) Fealc R? t, at(sy) b+ (sp) Fealc R? t. azx (s,) b= (sp) Fealc R? t. at (s,) bz (sp) Fealc R? t.
-0,09 £ 0,135+ -0,015 + 0,094 + -0,039 = 0,196 + -0,01 0,13+
oZE 0,01) (0,005) 27,5 0,887 5,6 (0,004) (0,010) 234,2 0,917 6,7 (0,007) (0,003) 44,6 0,950 8,7 0,02) ©0,0) 24,2 0,696 3,0
-0,59 + 0,79 £ -0,003 0,49 + 0,12 + 0,86 0,58 +
BZE ©,07) (0,04) 167,6 0,904 6,1 (0,030) ©.01) 34,9 0,855 4,9 (0,09) (0,06) 41,4 0,876 53 0,2+(0,1) (0,06) 17,9 0,687 2,9
-0,042 + 0,947 + -0,09 + 0,93 + 0,01 + 0,99 £ -0,04 + 0,93 £
MEG (0,01) (0,004) 9,6 0,990 19,8 ©0.02) ©.00) 120,9 0,978 13,4 ©0.02) (0,01) 95,4 0,978 13,3 (0,03) 0,02) 21,3 0,974 12,3
0,08 £ 0,28 + 0,25 + 0,13 + 0,05 + 0,26 £ 0,11 + 0,23 £
NOT (0,05 (0,03) 45 0BT 25 (g0 (0,02) 58 070 34 g0 ©o1) 413 094 75 0.03) ©.02) 248 0717 32
-64257 + 51065 + -37723 £ 37864 + -37837 £ 38296 +
oTB (1487) (880) 348,0 0,964 10,4 (3019) (1479) 133,0 0,931 7,3 - - - - - (4046) (2092) 1674 0,765 36
-40042 + 36902 + -10207 £ 23350 + -16485 + 26221 +
BTB (1436) 68) 3394 0940 7,9 (5608) 2330) 1470 0826 44 ; ) ; ; ] o) ) 08 0720 33
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45.2 Seletividade

Para verificar a influéncia na resposta instrumental dos anabolizantes, amostras
fortificadas nos niveis de 1,0, 1,5 e 2,0 LR foram contaminadas com solucao de avermectinas.
Para 0s casos em que as variancias entre os dois conjuntos de dados ndo apresentaram
diferenca estatistica (Fcarculado < Fs:8:0,05) = 3,44), 0 teste t ndo pareado com variancia agrupada
foi aplicado (teriico )= 2,12). Para as amostras cujas variancias foram heterogéneas
(Featculado > Fg:8:0,05) = 3,44), 0 valor de t foi calculado, aplicando o teste t ndo pareado com
variancia ndo agrupada. Para todos os analitos os valores de t calculados foram menores que
os valores de t criticos, indicando que ndo houve diferenca estatistica significativa, ao nivel de
95% de confianca (Tabela 18). Portanto, ndo houve diferenca significativa entre as médias das
recuperacdes nas amostras contaminadas com avermectinas, quando comparadas com as
amostras sem essa contaminacdo. Este resultado indicou que o método foi seletivo para os

analitos em estudo, frente aos interferentes avermectinas.

Tabela 18 — Valores de F e t criticos e calculados para conjunto de amostras com e sem a
contaminagdo com avermectinas e suas avaliagdes

Analito I:crl'tico I:calculado tcrl’tico tcalculado Aval iagéo

DES1 1,29 2,12 1,26 Seletivo
HEX 3,28 2,12 0,61 Seletivo
DIE 1,09 2,12 1,59 Seletivo

DES2 1,39 2,12 0,33 Seletivo

DESsoma 1,20 2,12 0,42 Seletivo
aNAN 1,53 2,12 1,34 Seletivo
aES 16,7 2,26 1,02 Seletivo
BES 10,2 2,23 0,41 Seletivo

DRO 344 13,4 2,31 0,78  Seletivo
oEE 16,8 2,26 1,03 Seletivo
MTT 1,08 2,12 0,51 Seletivo
ETN 1,36 2,12 1,09 Seletivo
ZER 13,4 2,26 1,11 Seletivo
TAL 7,32 2,23 0,49 Seletivo
ZEA 2,86 2,12 0,37 Seletivo
aZE 1,58 2,12 0,17 Seletivo
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Analito Feritico Fealculado Leritico tealculado  Aval iac;éo

BZE 1,95 2,12 0,39 Seletivo
MEG 4,82 2,20 0,54 Seletivo
NOT 3,44 1,69 2,12 2,12 Seletivo
alB 1,12 2,12 1,06 Seletivo
BTB 1,08 2,12 0,91 Seletivo

4.5.3 Limite de decisdo e capacidade de detec¢do

Para calcular o CCa e a CCp utilizou-se os dados das curvas analiticas dos trés dias de
validacdo. Segundo o Manual de Garantia Analitica (MAPA, 2011) e a Decisdo 2002/657/CE,
CCa e CCP devem ser inferiores ao LMDR, no caso de substancias proibidas. Na Tabela 19
sdo apresentados os valores de CCa e CCP obtidos para cada analito, o seu LR e a sua
avaliacdo conforme critério de aceitabilidade. Os valores de CCa e CCp estimados para todos

os analitos foram inferiores ao LMDR e, portanto, foram considerados adequados.

Tabela 19 — Valores de CCa e CC obtidos para os analitos, seus respectivos LR e a
avaliacdo conforme Decisdo 2002/657/CE

Analito LR (ugkgh) cCa(ugkg?) c€CB (ngkg') Avaliagdo

DES1 1,0 0,08 0,13 Adequado
HEX 2,0 0,52 0,88 Adequado
DIE 2,0 0,11 0,19 Adequado

DES2 1,0 0,14 0,24 Adequado

DESsoma 1,0 0,11 0,19 Adequado
aNAN 2,0 0,30 0,50 Adequado
aES 2,0 0,03 0,05 Adequado
BES 2,0 0,31 0,53 Adequado

DRO 2,0 0,39 0,67 Adequado
oEE 2,0 0,20 0,33 Adequado
MTT 2,0 0,21 0,36 Adequado
ETN 2,0 0,09 0,15 Adequado
ZER 2,0 0,44 0,75 Adequado
TAL 2,0 0,25 0,43 Adequado
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Analito LR (ugkg') cCa(ugkg?) ccB(ugkg?) Avaliagio

ZEA 2,0 0,99 1,68 Adequado
aZE 2,0 0,55 0,93 Adequado
BZE 2,0 0,29 0,49 Adequado
MEG 2,0 0,17 0,29 Adequado
NOT 2,0 0,78 1,26 Adequado
aTB 2,0 0,45 0,77 Adequado
TB 2,0 0,74 1,25 Adequado

45.4 Veracidade e Precisao

Os valores de R e CV obtidos nos ensaios em condicdes de repetibilidade e de
precisdo intermedidria, nos trés dias de validacao e nos trés niveis avaliados, sdo apresentados
na Tabela 20.

A avaliacdo dos resultados de recuperacdo permite concluir que a veracidade do
método foi considerada adequada para os analitos pesquisados, com excecgdo de aES, ZER e
aZE e NOT. A faixa de recuperacdo média aceitdvel para as concentracGes de
1,5;2; 3¢ 4 ug kg™ é de 60 a 120% (Tabela 9). Em condicio de repetibilidade, a R foi de
123,9% para aES, de 130,0% para ZER e de 132,4% para NOT, na concentracio de 3 pg kg™
(correspondente ao nivel de 1,5 LR). Para a concentracao de 4 ng kg'l, correspondente ao
nivel 2,0 LR, também em condicdo de repetibilidade, a R para ZER foi de 128,3% e para
NOT foi de 125,5%. J& em condicBes de precisdo intermediaria, a R obtida para o analito
NOT foi de 137,7%, ao nivel de 1,0 LR. A R obtida para o analito ZER foi de 127,0% e de
121,2% para aZE, ao nivel de 1,5 LR. Para todos os outros analitos, a R obtida foi adequada a
faixa estabelecida.

A precisdo do método foi avaliada por meio do CV, obtido a partir do conjunto de
recuperacdes calculadas em cada ensaio, em condi¢cbes de repetibilidade e preciséo
intermediéria. Os valores de CV em condicdes de repetibilidade foram menores que 35% para
a concentracdo de 1 pg kg™ e, portanto, estdo em conformidade com o critério estabelecido
(Tabela 9). Para as concentragdes de 1,5; 2; 3 e 4 ug kg™, o limite de aceitabilidade para CV
de repetibilidade é de 30%. Esse limite foi excedido para os analitos ZEA, BZE, aZE e ZER,
na concentracdo de 3 pg kg™ (correspondente ao nivel de 1,5 LR). O CV foi igual a 35,9%
para ZEA, 43,0% para BZE, 34,0% para oZE e 32,8% para ZER. Para o analito NOT, esse
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limite foi excedido nos trés niveis avaliados. O CV foi igual a 37,8% para o nivel de 1,0 LR,
39,5% para 1,5 LR e 37,0% para 2,0 LR.

No entanto, a repetibilidade do método foi considerada adequada para todos o0s
analitos devido a recomendacdo do Codex Alimentarius (2009), que estipula o uso dos limites
de veracidade em condicbes de precisdo intermediaria no lugar dos limites inicialmente
propostos em condices de repetibilidade, no caso dos métodos multirresiduos. Assim, o
limite de CV para ensaios de repetibilidade passa a ser de 45%, nas concentracdes de 1,5; 2; 3
e 4 pg kg™, que é o limite de CV em condicdes de precisdo intermediaria (Tabela 9). Dessa
forma, todos os valores de CV de repetibilidade estdo em conformidade com o critério
estabelecido.

Os valores de CV em condicBGes de precisdo intermediaria foram menores que 0S
limites de 53 e 45% e, por isso, estdo em conformidade. Portanto, todos os analitos

apresentaram valores de CV em conformidade com o critério estabelecido.
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Tabela 20 — Avaliacéo da veracidade e precisao, em condicGes de repetibilidade e de precisdo intermedidria, para os analitos estudados, nos trés
niveis de validacao

Repetibilidade

Precisdo intermediaria

Analito 10LR 15LR 20LR 10LR 15LR 20LR
R(%)  CV(%) R(%) CV(®%) R(%) CV(%)  R(%)  CV(%) R(%) CV(%) R(%)  CV(%)

DES1 (89,51 goi311,1) 14,9 (106,%)1—5 '1824,7) 116 (100,11071 'foz,e;) 48 93'f1(18,%)5 - B2 (106,161—2 ’1724,7) 113 (100,11077 ’1218,8) 10,0
HEX (97,69 %9,9) 6.5 (96,2 61796,9) 34 (95,233 61%8,1) 43 99’30(29,;')6 -8 (96,4953 fm,g) a7 (95,(? 7fslaa,e) 36
DIE (97,3 gsiis,g) 139 (107,%1171 '515,5) 10,2 (108,%)0? 'f08,8) 6.1 106i2:§?97)’0 - L4 (107;172 ’515,5) 9.0 (108,%)1—1 ’1116,4) 6.5
DES2 (97,51 90i%4,2) 120 (109,%1? '1110,2) 58 (95,11 93’1712,4) 126 99'?0(49,;’)1 - 103 (104,%;0? ’flo,z) 55 (95,1l (14i32,4) 10.8

DES,. 102 §976)5 - 14 114,;32%2?,4 - g 107,13021’8)6,6 © g 2 §976)5 - 103 114’182(312?’4 - g 120 2(1&6,6 - o
oONAN (96,4% gsigo,g) 218 (85,4gig 'f01,3) 149 (103,17171 '1920,2) 219 106i%?§)’4 - Lo (85,4gjg ’308,3) 196 (95,; gsiio,z) 212
oES (86,09—5 '1204,4) 18,2 (113,17273 '1934,0) 236 (100,12153 '1639,0) 262 92'?0(4?2’)5 - 168 (91,6l 173%4,0) 252 (83,3% 97i%9,0) 292
BES (88,79—5 'foz,l) 17,6 (91,9953 '1705,4) 126 (102,%%153 '535,2) 263 92'110(28,?')3 - 1e4 (91,; 23{12,9) 174 (87,81 (igigs,z) 20,7
DRO (89,4? (1’21,5) 14,6 (107,111—3 'f19,7) 19.2 (89,; 22’1(14,1) 205 88’%?5?)'6 - 142 (88,21 (isﬁgj) 20,9 (74,79—2 1314,1) 254
oEE (82,09—2 '503,0) 19.6 (102,17173 'f24,1) 272 (102,%)177 '331,9) 234 89'50(38,3')0 - 184 (go,i 95i724,1) 263 (85,&% (iﬁi?%l,g) 260
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Repetibilidade

Precisdo intermediaria

Analito 10LR 15LR 20LR 10LR 15LR 20LR
R(%)  CV(%) R(%) CV(®%) R(%) CV(%)  R(%)  CV(%) R(%) CV(%) R(%)  CV(%)
MTT (96,6:3L 1-5i24,5) 26,1 (78,283’87, g 132 (97,19? '1101,1) 9.0 (96,5:3L l-li?34,5) 22,9 (78,29—2 ’1501,8) 132 (97,1l gli?)?,z) 8,6
ETN (94,5953 foz,a) 1 (98,3 (30'1%)2,1) 4.2 (97,2 (30'1%2,4) 9.1 (94,51 90%4,8) 70 (98,3 gsiis,s) 109 (97,69? ’foz,4) 8
ZER (86,3? 1!%7,0) 201 (120,1139 ’339,8) 328 (103,15253 '353,1) 293 (82,? ?’597,0) 188 (120,11277 ’339,8) 28,1 (86,71 174i45133,1) 324
TAL (91,59 %7,4) 157 (113,15173 '314,3) 251 (93,21 176i239,2) 26,6 (84,2 1!297,4) 14.9 (105,%)171 1314,3) 22,4 (84,1305, ’963,2) 28,2
ZEA (109,%119 '1110,9) 152 (100,18OES ’1309,8) 359 (93,394'125,0) 208 (85,5l (ilﬁo,g) 18,7 (100,%;175 ’1235,0) 305 (93,3 l70i222,7) 24,7
oZE (101,13072 'fos,g) 157 (99,§ 1fi'lﬂraa,e) 34,0 (88,69? 'fog,g) 189 (98,5l 9153,9) 18,2 121i23§?(?)'3 - 289 (ss,é (isillg,g) 21,7
BZE (101,%;0ES ’1208,4) 231 (107,%9176 ’1926,0) 430 (91,3 l7’%31,2) 162 (101,%;077 ’1211,2) 262 119’122%1,3;9 - 342 (91,3 93i28,5) 282
MEG 93'%5(;?97)'4 - 86 (93,;a 31'%4,1) 2.9 (95,695; 'f01,3) 38 (87,4?‘1";8,9) 74 97’?0(5?3')7 - 65 (95,6gjg 1501,3) 43
nor 17 é767)8 - g 132,;16(91’(;?,3 s 188 §9%6 - a0 137’175231,5’7 - 4 113,;2%2?,3 g 88 45,92%’6 - aea
oTB 94,2 14,2 84,4 9,6 56,9 20,7 111ig§?$'2 - 22 86%%'4 Y 74%’52‘3’9 - 76
BTB 1039 145 86,0 5,1 58,9 24,7 114’&%?’9 - 185 87’%%%0 - 255 80’50(1%9 - 334




45.5 Limites de deteccéo e de quantificacéo

O LQ é a menor concentragdo do analito na amostra que pode ser determinada
assegurando-se exatidao e precisdo (INMETRO, 2016). Os valores de LD foram avaliados
conforme os limites de R e de CV em condicdes de preciséo intermediaria (Tabela 9).

Nos valores de LQ para todos os analitos, 0 método apresentou precisdo satisfatoria,
como pode ser observado pelos valores de CV dentro do limite aceitavel (< 53%) (Tabela 21).
A recuperacao no LQ também foi considerada adequada para todos os analitos, com exce¢édo
de ZEA, oZE ¢ BZE, aTB ¢ BTB que excederam a faixa aceitavel, que é de 50 a 120%.
Contudo, os analitos ZEA, oZE e BZE né&o séo avaliados no monitoramento do uso indevido
de anabolizantes (PNCRC-2017).

Os valores de LD adotados foram os valores de CCa calculados no nivel de

concentragédo zero, por meio da Equagéo 2.

Tabela 21 — Valores de LD, LQ e R e CV no nivel de concentracdo de 0,5 LR e avaliagdo
conforme a Decisdo 2002/657/CE

Analito LD (ugkg)) LQugkgh) R (%) CV (%) Avaliacio
DES1 0,08 0,5 94,1 20,8 Adequado
HEX 0,52 1,0 99,0 5,6 Adequado
DIE 0,11 1,0 107,8 7,1 Adequado
DES2 0,14 0,5 104,6 29,8 Adequado
DESsoma 0,11 0,5 95,7 31,9 Adequado
aNAN 0,30 1,0 70,7 41,5 Adequado
aES 0,03 1,0 104,3 13,3 Adequado
BES 0,31 1,0 104,8 12,4 Adequado
DRO 0,39 1,0 107,1 14,2 Adequado
oEE 0,20 1,0 101,9 13,1 Adequado
MTT 0,21 1,0 102,8 18,1 Adequado
ETN 0,09 1,0 93,7 23,8 Adequado
ZER 0,44 1,0 108,2 11,0 Adequado
TAL 0,25 1,0 1147 11,7 Adequado
ZEA 0,99 1,0 133,6 23,0 Inadequado
oZE 0,55 1,0 128,1 27,5 Inadequado
BZE 0,29 1,0 138,8 18,2 Inadequado
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Analito LD (ugkg?) LQ(ugkgh) R (%) CV (%) Avaliacéo
MEG 0,17 1,0 101,8 5,8 Adequado
NOT 0,78 1,0 58,8 49,5 Adequado
oTB 0,45 1,0 151,8 12,7 Inadequado
BTB 0,74 1,0 138,7 22,8 Inadequado

45.6 Incerteza de medicéo

Para ser considerada aceitavel, a u, ndo deve exceder mais de quatro tercos o valor de

CV em condic¢es de precisdo intermediaria (Tabela 9). Portanto, para a concentracdo de 1,0

g kg™, correspondente ao 1,0 LR dos analitos DES1 e DES2, o valor de u, ndo deve ser

maior que 0,71 pg kg™. Para as concentracdes de 1,5, 2, 3 e 4 pg kg™, os valores de u, ndo

podem exceder 0,9, 1,2, 1,8 e 2,4 pg kg™, respectivamente (Tabela 10).

Conforme observado na Tabela 22, os valores de u,, para todos os analitos e, em todos

os niveis avaliados, foram menores que o limite adotado. Portanto, as u,. foram considerados

adequados.

Tabela 22 — Valores de incerteza combinada padrdo para os analitos nos niveis avaliados

u (ng kg™)

Analito LR (ug kg™?)
10LR 15LR 20LR
DES1 1,0 0,141 0,177 0,203
HEX 2,0 0,130 0,153 0,147
DIE 2,0 0,236 0,278 0,261
DES2 1,0 0,128 0,114 0,218
DESsoma 1,0 0,124 0,137 0,184
aNAN 2,0 0,769 0,874 0,853
aES 2,0 0,351 0,764 1,169
BES 2,0 0,342 0,530 1,111
DRO 2,0 0,318 0,642 1,016
oEE 2,0 0,401 0,805 1,043
MTT 2,0 0,514 0,469 0,366
ETN 2,0 0,160 0,335 0,317
ZER 2,0 0,456 0,881 1,303
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u, (Mg kg™)

Analito LR (ug kg™

10LR 15LR 20LR
TAL 2,0 0,447 0,749 1,133
ZEA 2,0 0,484 0,961 1,001
aZE 2,0 0,488 0,923 0,884
BZE 2,0 0,598 1,072 1,140
MEG 2,0 0,160 0,205 0,176
NOT 2,0 0,805 1,225 1,487
aTB 2,0 0,479 0,757 1,110
BTB 2,0 0,439 0,791 1,346

4.6 Amostras reais

Foram analisadas 20 amostras reais de urina de bovinos. Dessas amostras, 3
apresentaram contaminacdo por ZER e TAL, apos analise pelo método otimizado no presente
trabalho. Na Figura 37 sdo mostrados os cromatogramas dessas amostras e de uma amostra

branca fortificada com solugdo de anabolizantes, ao nivel de 4,0 ug kg™

+MRM (4329 -> 389.3) P6-3.D (A) +MRM (432.9->389.3) B1.D (B) +MRM (432.9-> 389.3) B2D © +MRM (432.9->389.3) B3D (D)
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Figura 37 — Cromatogramas obtidos por GC-MS/MS da amostra de urina de bovino branca fortificada
ao nivel de 4,0 pg kg™ (A); amostra B1 (B), amostra B2 (C) e amostra B3 (D).

O ZER é uma substancia de uso proibido e o TAL é o seu principal metabélito. Para o
analito ZER, os niveis de contaminacdo das amostras B1, B2 foram maiores que o LMDR e
da amostra B3 foi menor que o LQ. Para o analito TAL, 0s niveis de contaminacdo das
amostras B1 e B2 foram maiores que o ultimo ponto da curva analitica e da amostra B3 foi

maior que o LMDR.
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Na anélise por LC-MS/MS, 5 amostras forneceram resposta para o analito oTB, tanto
para a transicdo de quantificagdo (271,4—199,2), quanto para a transi¢do de confirmagéo
(271,4—253,2), mas com um leve deslocamento no tempo de retencéo, de 1,48 min para 1,55
min. Na Figura 38 s&o apresentados os cromatogramas obtidos por LC-MS/MS das amostras

analisadas e de uma amostra de urina branca fortificada com padréo de anabolizantes, ao nivel
de 3,0 pug kg™ de oTB.

P5

AL \ A\
. ,{S’U Yo | N g ’s"h‘r "\“

1.2 149 1.6 1.9 186 1.4 1.5 - 1.4 1.6

Figura 38 — Cromatogramas obtidos por LC-MS/MS para amostra de urina branca de bovino
fortificada ao nivel de 3,0 pg kg™ (P5) e amostras (A1, A2, A3, Ad e Ab)

A anédlise dessas mesmas amostras por GC-MS/MS, realizadas apds reacdo de
derivatizacdo com o reagente MSTFA/I,, seguido do MSTFA puro, forneceu cromatograma
com auséncia de sinal no tempo de retencdo do analito de interesse, para as duas transi¢es
avaliadas. Na Figura 39 sdo mostrados os cromatogramas de ions para a transi¢cdo de
quantificacdo (442,0—»352,0) da oTB derivatizada das amostras € de uma amostra de urina

branca fortificada ao nivel de 2,0 pg kg™.
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Figura 39 — Cromatogramas obtidos por GC-MS/MS da amostra de urina de bovino branca fortificada
ao nivel de 2,0 ug kg™ (A); amostra Al (B), amostra A2 (C) e amostra A3 (D), amostra A4 (E) e
amostra A5 (F)

Por se tratar de uma matriz extremamente complexa, podem estar presentes nas
amostras em questdo uma substancia com as mesmas transi¢cdes do analito oTB e ainda com
semelhante interacdo com a fase estacionaria da coluna cromatografica, uma vez que 0s
tempos de retencdo foram proximos. No entanto, ao se realizar a reacdo de derivatizacdo, que
é especifica para os compostos 4,9,11-trienos conjugados, formando produtos conforme o
padrdo de derivatizacdo mostrado na Figura 34, ndo foram observados sinais, indicando a
auséncia do analito aTB nas amostras em questdo. Portanto, a anélise por GC-MS/MS
possibilitou a confirmacdo da auséncia do anabolizante nessas amostras de urina, indicando
que as técnicas de LC-MS/MS e GC-MS/MS sdo complementares para este tipo de analise. O
uso do GC-MS/MS para confirmacdo do resultado obtido por LC-MS/MS é conveniente, em

casos de ndo confirmagéo por tempo de retencéo e razdo de ions.
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5. CONCLUSOES

A partir da otimizacdo das etapas de: hidrolise, extracdo, purificacdo, derivatizagéo,
identificacdo e quantificacdo por GC-MS/MS foi possivel estabelecer um método para
determinacdo de residuos de 20 anabolizantes de trés classes (esteroides, estilbenos e lactonas
do &cido resorciclico) em urina de bovinos. A condicdo da hidrolise otimizada para os analitos
e para a enzima em estudo, corroborou com outros trabalhos observados na literatura. A
otimizacdo da extracdo e purificacdo foi realizada de maneira sistematica e permitiu a
simplificacdo do procedimento, frente ao método descrito por Schmidt et al. (2008). A
otimizacdo da derivatizagdo assistida por micro-ondas permitiu a realizagdo da etapa com o
menor consumo de derivatizante e em 2 minutos, uma reducdo de aproximadamente 95% do
tempo de reacdo, se comparado com a derivatizacdo convencional.

A faixa de trabalho para todos os analitos foi de 0,50 a 2,0 LMDR. Os valores de CCa
dos analitos variaram entre 0,03 e 0,99 pg kg™. Os valores de CCP obtidos variaram entre
0,05 e 1,68 pg kg™. As R média no nivel LMDR variaram entre 90,5 e 117,7% nos ensaios de
repetibilidade, e entre 88,2 e 137,7% nos ensaios de precisdo intermediaria. Os valores de CV,
em condicOes de repetibilidade, no nivel do LMDR variaram entre 6,5 e 37,8%. Em condic0es
de precisdo intermediaria, os valores foram de 5,9 a 27,4%. Os LQ corresponderam a 0,5
LMDR para todos os analitos estudados, exceto ZEA e oZE. O método foi seletivo para os
analitos em estudo, frente aos interferentes avermectinas. As andlises de amostras reais
permitiram a comparacdo do método de ensaio otimizado neste trabalho com o método por
LC-MS/MS, sendo possivel observar a sua seletividade para os analitos aTB ¢ BTB. Portanto,
0 método é adequado para monitoramento desses anabolizantes em urina de bovinos, podendo
atender as exigéncias fiscais do MAPA de identificacdo e/ou quantificacdo para esses

compostos.
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ANEXO A

Cromatogramas de todos os anabolizantes analisados neste trabalho
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