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RESUMO

Os antiparasitarios, como as avermectinas e o fipronil, sdo largamente utilizados na
bovinocultura de corte para controlar infestacdes por endo e ectoparasitas. Os ionéforos, entre
eles a monensina, sdo também largamente utilizados em bovinos como aditivos promotores de
crescimento. Porém, o uso de medicamentos em animais produtores de alimentos pode levar ao
aparecimento de residuos desses na carcaca. Os laboratorios que realizam analises de residuos
de medicamentos veterinarios em alimentos necessitam ter capacidade técnica e as
metodologias analiticas utilizadas devem ser validadas por um processo que define os requisitos
analiticos e confirma que o método investigado é capaz de ser executado consistentemente. Com
0 objetivo de atender ao monitoramento da presenca de residuos em produtos de origem animal,
um método analitico quantitativo e confirmatério para pesquisa de residuos de monensina,
fipronil, fipronil sulfona e avermectinas em figado bovino, por cromatografia liquida de ultra
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial (UHPLC/MS-MS), foi desenvolvido,
otimizado e validado. Também foi realizada a expansdo do escopo analitico para figado de
frango. O método foi avaliado pelos seguintes parametros de desempenho: seletividade,
linearidade, precisdo, exatiddo, limites de deteccdo (LD) e de quantificagdo (LQ), limite de
decisdo (CCa), capacidade de detec¢do (CCP), robustez e incerteza da medicdo. A metodologia
analitica apresentou seletividade para todos os analitos, exceto para ivermectina; alta linearidade
com coeficiente de correlacdo (r) superior a 0,911; precisdo satisfatéria nos ensaios de
repetibilidade e de reprodutibilidade; e exatiddo adequada, com recupera¢cdes médias variando
entre 88,6 e 113,8%. Na avaliagcdo da robustez, as variacOes efetuadas no procedimento de
extragdo foram relevantes no nivel de concentracéo estudado e o método foi robusto para analise
de todos os analitos, exceto fipronil e eprinomectina. A incerteza de medi¢do combinada foi
satisfatoria nas concentragOes de 0,5; 1,0 e 1,50 vezes o LMR para todos os analitos estudados.
A expansdo de escopo do método analitico validado para inclusdo da matriz figado de frango
apresentou resultados aceitaveis para todos os analitos nos parametros de linearidade, precisao
(CV < 15,9% para repetibilidade e CV< 20,2% para reprodutibilidade); exatiddo e incerteza de
medicdo (1,04 a 3,06 ug kg?). Concluiu-se que método de UHPLC/MS-MS apresentou as
caracteristicas de desempenho necessérias, sendo adequado para a pesquisa de residuos de
monensina, fipronil, fipronil sulfona e avermectinas em figado bovino, bem como em figado de
aves.

Palavras-chave: figado bovino, figado de ave, monensina, fipronil, avermectinas, UHPLC/MS-
MS.
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ABSTRACT

Antiparasitics, such as avermectins and fipronil, are widely used in beef cattle to control
infestations by endo and ectoparasites. lonophores, including monensin, are also largely used in
cattle as growth promoting additives. However, the use of drugs in food producing animals may
lead to the appearance of such residues in the carcass. Laboratories conducting analyzes of
veterinary drug residues in food need to have technical capacity and the analytical
methodologies used must be validated by a process that defines analytical requirements and
confirms that the investigated method is capable of being performed consistently. With the
objective of attending to the monitoring of the presence of residues in products of animal origin,
a guantitative and confirmatory method for the detection of residues of monensin, fipronil and
fipronil sulfone in bovine liver by ultra-high performance liquid chromatography coupled to
sequential mass spectrometry (UHPLC/MS-MS) was developed, optimized and validated. It
was also carried out the expansion of the analytical scope for liver of broiler chickens. The
method was evaluated by the following performance parameters: selectivity, linearity, precision,
accuracy, limits of detection (LD) and quantification (LQ), limit of decision (CCa), detection
capacity (CCp), robustness and measurement uncertainty. The analytical methodology showed
selectivity for all analytes, except ivermectin; high linearity with correlation coefficient (r)
greater than 0.911; satisfactory precision in repeatability and reproducibility tests; and adequate
accuracy, with mean recoveries varying between 88.6 and 113.8%. In the evaluation of the
robustness, the variations made in the extraction procedure were relevant in the concentration
level studied and the method was robust for analysis of all analytes, except fipronil and
eprinomectin. The measurement uncertainty was satisfactory at concentrations of 0.5; 1.0 and
1.50 MRL for all analyzed analytes. The scope expansion of the validated analytical method for
inclusion of the chicken liver matrix presented acceptable results for all analytes in the
parameters of linearity, precision (CV < 15.9% for repeatability and CV < 20.2% for
reproducibility); accuracy and uncertainty (1.04 to 3.06 ug kg?). It was concluded that the
UHPLC/MS-MS method presented the necessary performance characteristics, being suitable for
the detection of residues of monensin, fipronil, fipronil sulfone and avermectins in bovine liver,
as well as in poultry liver.

Key words: bovine liver, poultry liver, monensin, fipronil, avermectins, UHPLC/MS-MS.
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1. INTRODUCAO

A producdo brasileira de carne bovina, em 2016, foi de 9,14 milhGes de toneladas
equivalente carcaca (TEC) e, desse total, 1,83 milhdes TEC foram destinadas ao mercado
externo, 0 que manteve o Brasil como o maior exportador mundial deste produto (ABIEC,
2017). Os elevados indices de produtividade desse setor estdo diretamente ligados aos avancos
tecnoldgicos na selecdo genética e no manejo dos animais, 0 que faz com que a busca pela
méaxima eficiéncia produtiva promova uma continua agregacao de novas tecnologias.

O confinamento de bovinos em fase de terminacdo tem sido uma pratica bastante utilizada na
pecudria brasileira, uma vez que estratégias de manejo, como o fornecimento de ra¢es com alta
proporcao de concentrado, s&o necessarias para atender ao aumento das exigéncias energéticas e
melhorar o desempenho desses animais. No entanto, é uma atividade que requer altos
investimentos e cuidados no manejo nutricional, principalmente nos primeiros dias de
confinamento, visto que é fundamental a adaptacdo dos animais as dietas com elevado teor de
grdos, a fim de se evitar desordens metabdlicas como acidose ruminal, timpanismo e laminite
(Antunes e Rodriguez, 2006; Silva, 2014).

Nesse contexto, aditivos melhoradores de desempenho tém sido utilizados na alimentacdo de
animais em crescimento e terminacdo, melhorando a conversdo alimentar e 0 ganho de peso,
bem como minimizando os efeitos negativos do fornecimento de dietas ricas em concentrado.
Dentre esses aditivos, os ionéforos sdo os mais utilizados, correspondendo a cerca de 90% de
uso nos confinamentos no Brasil, tendo a monensina como principal representante. Esses
aditivos sdo coccidiostaticos produzidos por linhagens especificas de Streptomyces e atuam
como promotores de crescimento na alimentacdo de ruminantes (Nicodemo, 2001; Millen et
al.,2009)

No entanto, os ionoforos, de forma geral, tém sofrido restrigdes pelo mundo quanto a sua
utilizacdo na alimentagdo animal. A Unido Europeia decidiu, por precaugdo, proibir o uso de
antibioticos e coccidiostaticos como promotores de crescimento na dieta de bovinos, devido a
possibilidade de indugdo de resisténcia antimicrobiana cruzada entre esses produtos e
antibidticos utilizados na medicina humana (EC, 2003; Marino et al., 2008).

Paralelamente ao uso de ionéforos, drogas antiparasitarias também tém sido usadas com a
finalidade de se buscar maior eficiéncia na producdo animal. As avermectinas, entre as quais a
abamectina, a doramectina, a eprinomectina, a ivermectina e a moxidectina, sdo utilizadas no
combate de endo e ectoparasitas, apresentando amplo espectro de agdo contra nematodeos e
artrépodes (Oliveira e Stasi, 2012). Por sua vez, o fipronil é um dos inseticidas mais
empregados no controle de pulgas, carrapatos e piolhos em animais de producdo, além de
também possuir aplicacdo no combate de pragas em uma grande variedade de plantagdes
agricolas (Chanton et al., 2001; Aajoud et al.; Tingle et al., 2003). Entretanto, 0 uso
indiscriminado dessas drogas na agropecuéria, juntamente com o desrespeito aos respectivos
periodos de caréncia, podem trazer riscos sanitarios relacionados a presenca de residuos em
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alimentos, a inducdo de resisténcia parasitaria, além da contaminacéao de solos, &gua e pastagens
(Martins, 2009; Janer, 2010; Toffoli, 2014; Diniz, 2015).

Dessa maneira, 6rgdos oficiais de salde publica tém adotado medidas para o controle do uso
de antimicrobianos e antiparasitarios na producdo animal, além de monitorar os residuos
gerados por essas drogas que possam acumular nos produtos de origem animal destinados ao
consumo humano. A presenca de residuos pode ser detectada por diversos métodos analiticos,
entre 0s quais se destacam os ensaios fisico-quimicos que utilizam técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de massas (Becker et al., 2004; Hammel et al., 2008; Companyo,
2009). Para serem eficientes, esses métodos devem apresentar alta sensibilidade e seletividade,
além de serem executados por laboratérios com adequada capacidade técnica e analitica. Logo,
0s métodos analiticos desenvolvidos precisam ser de alta confiabilidade, que é garantida com o
emprego de procedimentos de validagdo bem elaborados e definidos, visando assegurar a
disponibilidade de alimentos mais seguros para o consumidor (Paschoal et. al., 2008).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver e validar um método analitico quantitativo e confirmatério para pesquisa de
residuos de monensina, fipronil, fipronil sulfona e avermectinas, em figado bovino, por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas sequencial
(UHPLC/MS-MS).

2.2 Objetivos Especificos

Desenvolver e validar o método analitico, de forma a atender aos requisitos estabelecidos
pela Comissdo das Comunidades Europeias (Decisdo 657/2002/EC) e Codex Alimentarius
(2009)

Estabelecer as condiges de otimizacdo para extracdo e purificacdo dos analitos em amostras
de figado bovino, utilizando o método QUEChERS;

Ampliar o escopo do procedimento analitico validado para a matriz figado das espécies
bovina e de frango na determinacdo e quantificacdo de residuos de monensina, fipronil, fipronil
sulfona e avermectinas, por meio da técnica UHPLC-MS/MS;
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3. REVISAO DE LITERATURA

31 REGULAMENTACAO E RESIDUOS DE MEDICAMENTOS
VETERINARIOS EM PRODUTOS DE ORIGEM ANIMAL

As regulamentacdes sobre a presenga de residuos nos produtos de origem animal foram
desenvolvidas no &mbito internacional e nacional e visam harmonizar os valores de Limite
Méaximo de Residuos (LMR) para diferentes combinacdes de farmacos e matrizes. O estudo dos
potenciais efeitos da ingestdo de alimentos contendo estas substancias em concentragOes
superiores aos limites estabelecidos é de grande relevancia para a saude publica, assim como
para 0 comércio internacional. A concentracdo maxima aceitavel e legalmente permitida de
residuo de um produto veterindrio num tecido ou alimento de origem animal é expressa em
microgramas por quilograma ou litro (ug/kg ou pg/L) de alimento e é calculada com base na
Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), que, por sua vez, é a quantidade expressa em miligramas por
quilograma (mg/kg) ou ug/kg de peso corporal, que pode ser ingerida diariamente por um ser
humano durante toda a sua vida, sem riscos aprecidveis a sua saude (EC, 1990). A IDA é
determinada com base nos niveis maximos de ingestdo de cada droga em que ndo se observam
efeitos deletérios por meio de testes toxicolOgicos (teratogenicidade, carcinogenicidade,
mutagenicidade e efeitos imunopatolégicos) realizados em animais (EC, 1990; Mitchell et al.,
1998).

Existem diversas organizac@es envolvidas no desenvolvimento de mecanismos de controle
da utilizacdo de medicamentos veterinarios na produgdo animal. Esses mecanismos incluem
controle da distribui¢do e 0 uso em animais, a determinacdo de niveis seguros de residuos nos
alimentos de origem animal e as metodologias empregadas para deteccdo e quantificacdo de
residuos (Mitchell et al., 1998).

Com a finalidade de proteger a salde da populagdo, assegurando praticas equitativas no
comércio internacional de alimentos, foi criado, em 1963, o Codex Alimentarius, um Programa
Conjunto da Organizacdo das NagOes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) e da
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), que trata da normalizacdo sobre alimentos. O Codex é
responsavel pela analise critica da literatura existente sobre a toxicidade de cada antimicrobiano
usado como medicamento veterinario fixando a IDA e o0s respectivos LMR (Palermo-Neto et
al., 2011).

Na década de 70, o Brasil tornou-se membro desse Programa e em 1980 foi criado o Comité
do Codex Alimentarius do Brasil (CCAB), por meio das Resolugdes 01/80 e 07/88 do Conselho
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (CONMETRO). O CCAB tem
como principais finalidades a participacdo, em representacdo do pais, nos Comités
internacionais do Codex Alimentarius e a defesa dos interesses nacionais, bem como a utiliza¢éo
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das Normas Codex como referéncia para a elaboracdo e atualizacdo da legislacdo e
regulamentacao nacional de alimentos.

Outros 6rgdos internacionais incluem o Comité de Produtos Alimentares da Agéncia
Europeia de Medicina (European Agency for the Evaluation of Medical Products - EMA) e a
Organizacdo Mundial de Saude Animal (Office International des Epizooties - OIE). Além
destes, alguns paises tém grupos de especialistas envolvidos, como a Administracdo de
Alimentos e Medicamentos (Food and Drugs Administration - FDA), nos Estados Unidos, o
Departamento de Medicamentos Veterinarios (Bureau of Veterinary Drugs), no Canada, e a
Comissao de Produtos Veterinarios do Ministério da Agricultura, Pesca e Alimentos (Veterinary
Products Committee of the Ministry of Agriculture, Fischeries and Foods), na Inglaterra
(Caldeira, 2012).

No Brasil, foi instituido o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem Animal (PNCRC/Animal) com o objetivo de inspecionar e monitorar,
baseando-se em analise de risco, a presenca de residuos de substancias quimicas que podem ser
nocivas ao consumidor. Esse plano foi instituido pela Portaria Ministerial n°® 51, de 06 de maio
de 1986 e adequado pela Portaria Ministerial n°® 527, de 15 de agosto de 1995, e contém tabelas
que regulamentam o controle de antimicrobianos, de anabolizantes, de micotoxinas, de
sulfonamidas, de metabdlitos de nitrofuranos e de avermectinas, entre outros, nos produtos de
origem animal (Brasil, 1999). Segundo a Instru¢cdo Normativa n® 42, de 1999 (Brasil, 1999), a
competéncia para estabelecer os LMR em alimentos, seja de medicamentos veterinarios,
agrotoxicos, contaminantes e aditivos, é do Ministério da Salde, por meio da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). No caso de ndo estarem estabelecidos, utilizam-se os
internalizados no MERCOSUL, os recomendados pelo Codex Alimentarius, 0s constantes nas
Diretivas da Unido Europeia, ou ainda, os adotados pelo FDA (Cunha, 2009).

Dessa forma, 0 PNCRC é um programa que foi criado para monitorar a presenca de residuos
de medicamentos veterinarios e contaminantes ambientais em produtos de origem animal
(carnes, leite, pescado, ovos e mel), tendo como principal objetivo melhorar a produtividade e a
qualidade dos alimentos produzidos. Secundariamente, o plano também proporciona ao pais
condigOes de se adequar, do ponto de vista sanitério, as regras do comércio internacional de
alimentos, preconizadas pela Organizacdo Mundial do Comércio (OMC) e 6rgaos auxiliares,
como a FAO e a OMS (Brasil, 1999).

3.2 MONENSINA

A monensina ¢ um antibidtico do tipo iondforo que inicialmente tinha seu uso atribuido
apenas ao tratamento e prevencdo de coccidiose em aves (infecgdo do trato gastrointestinal
causada pelo protozoario do género Eimeria spp.). No entanto, a partir de 1970, comegou a ser
utilizada também na dieta de ruminantes na forma de aditivo promotor de crescimento,
especialmente em bovinos confinados em fase de terminagdo, por proporcionar aumento no
ganho de peso e na conversdo alimentar desses animais (Oliveira e Stasi, 2012; Sousa, 2016).
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Dentre os antibioticos ion6foros, a monensina é a mais utilizada como aditivo alimentar,
podendo, além da agdo contra protozodrios, atuar também sobre bactérias Gram-positivo e
algumas espécies de fungos, alterando a digestibilidade de fibras do hospedeiro e melhorando o
metabolismo proteico e energético do animal, sobretudo em ruminantes (McGuffey et al., 2001,
Oliveira e Stasi, 2012).

3.2.1 Propriedades Quimicas

De forma geral, os ionéforos sdo acidos organicos de baixo peso molecular e pouco sollveis
em solugbes agquosas, no entanto, apresentam boa solubilidade em solventes orgéanicos e
também s&o altamente lipofilicos (Rangel et al., 2008).

A molécula de monensina possui varios homoélogos, sendo a monensina A a mais conhecida
e cuja formula estrutural esta ilustrada na Fig.1. E um poliéter de ocorréncia natural e foi
descoberta em 1967 como um metabolito formado a partir da biossintese da bactéria
Streptomyces cinnamonensis. Desde entdo, tem sido objeto de grande interesse cientifico devido
as suas propriedades bioldgicas e farmacoldgicas. (Lowicki e Huczynski, 2013).

Monensin A
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Figura 1. Formula estrutural da Monensina A

3.2.2 Mecanismo de Acéo

O mecanismo de agdo dos iondforos baseia-se principalmente na interacdo dessas
substancias com ions e cations através da membrana celular. Nesse contexto, por serem
moléculas hidrofdbicas, os ion6foros formam complexos lipossollveis com cétions e se
difundem na membrana citoplasmatica, desorganizando o transporte de ions, principalmente
sodio e potassio, e permitindo a difusdo passiva desses compostos ionizados para dentro ou fora
da célula (Oliveira e Stasi, 2012; Lowicki e Huczynski, 2013).

Em ruminantes, sdo atribuidos inGmeros efeitos benéficos decorrentes desse mecanismo de
acdo, entre os quais podem ser relatados mudangas no metabolismo energético e de proteinas,
controle do pH do rumen, prevengdo de distdrbios metabdlicos e ainda atuacéo sobre a absor¢do
de mineirais (Sousa, 2016).
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O mecanismo de acdo dos ion6foros sobre as bactérias ruminais relaciona-se com a estrutura
da parede celular desses microrganismos, a qual € responsavel por regular o balango quimico
entre 0 meio interno e externo da célula e cujo equilibrio é mantido pela bomba i6nica sddio
(Na+)/potassio (K+) (Zanine et al., 2006).

Segundo Russel e Strobel (1989) os compostos ionoforos apresentam acbes diferentes em
bactérias Gram-negativo e Gram-positivo. As bactérias Gram-negativo apresentam parede
celular e uma membrana de prote¢do com canais de porina, 0s quais estabelecem a liga¢do do
meio intracelular com o meio extracelular. Por sua vez, as bactérias Gram-positivo apresentam
apenas uma membrana porosa, sem seletividade, sendo por este motivo sensiveis aos ionoforos.
Dessa maneira, o efeito bacteriostatico dos ion6foros nas bactérias Gram-positivo resulta em
modificacdes na fermentacdo ruminal, com alteragdo nas propor¢des de &cidos graxos volateis
(AGV) produzidos no ramen. Sabendo-se que os produtos finais da fermentagdo por bactérias
Gram-positivo sdo 0s &cidos acético e butirico e, de forma indireta, 0s gases metano e dioxido
de carbono, a inclusdo de um ion6foro na dieta promove ao ambiente ruminal a selecdo de
bactérias Gram-negativo, que tém como produtos de sua fermentacdo os &cidos propibnico e
succinico, substratos que sdo utilizados no metabolismo energético dos ruminantes (Bertipaglia,
2008; Oliveira e Stasi, 2012).

Consequentemente, os ionoforos também apresentam um papel importante no controle do
pH do rumen e na prevengdo da acidose ruminal e timpanismo, distarbios metabolicos
ocasionados pela elevada taxa de fermentacdo decorrente de dietas ricas em cereais. 1sso ocorre
devido a inibicdo de bactérias Gram positivo, como Streptococcus bovis, que sdo produtoras de
acido latico, principal responsavel pela diminuicéo dréstica do pH do ramen nesta enfermidade.
(Rangel et al., 2008).

Também tém sido relatados outros efeitos relacionados ao uso de ionoforos na alimentagédo
de bovinos, como a redugdo na degradacdo ruminal das proteinas da dieta, 0 que permite seu
melhor aproveitamento no intestino e consequentemente maior absor¢do dos aminoacidos; além
da melhor absorcdo pré-intestinal de minerais como magnésio, fésforo e calcio (Gongalves et
al., 2012; Sousa, 2016).

Em aves, os ion6foros séo utilizados como anticoccidianos, tendo como mecanismo de agao
a alteracdo do equilibrio osmatico do protozoario. Isto ocorre devido ao transporte de sodio para
o citoplasma celular do parasita, 0 que aumenta as concentracdes desse ion no meio e inibe as
funcdes vitais das mitocondrias, como a oxidagdo de substratos e a hidrélise de trifosfato de
adenosina (ATP). Além disso, a entrada de agua no meio intracelular, atraida pela mudanca de
osmolaridade, pode levar também a ruptura da membrana citoplasmatica do coccidio Eimeria
(Palermo-Neto et al., 2011).
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3.2.3 Farmacocinética e Periodo de Caréncia

A monensina e seus metabolitos sdo predominantemente excretados na bile, sendo a
excrecdo biliar em bovinos correspondente a 35% da dose oral administrada. A molécula
principal de monensina, bem como seus metabolitos resultantes das reacfes de O-desmetilacdo
e oxidacdo, foi identificada no figado, bile e fezes dos bovinos tratados com o antibiético. A
excrecdo da droga na urina é insignificante, enquanto que a eliminagdo da monensina inalterada
no leite representa apenas 2% da dose administrada (EMA, 2013).

Nesse sentido, estudos realizados com animais determinaram que, quando administrada
oralmente, a monensina é rapidamente absorvida e amplamente metabolizada, sendo excretada
na bile e eliminada nas fezes. Quanto a concentracdo da droga em tecidos, foi observado que
ndo houve acumulo significativo do antibiético (menos de 5 pg/kg) nos tecidos de bovinos e de
aves (Donoho, 1984).

Segundo a EMA (2013), ndo é necessario obedecer a um periodo de retirada da monensina
da alimentagdo, uma vez que, além de a droga ser rapidamente absorvida e excretada pelo
organismo dos animais, os LMR fixados para essa substancia ja foram estabelecidos
observando-se a garantia da seguranca alimentar.

3.2.4 Toxicidade

A toxicidade da monensina ndo esta relacionada com o uso de doses excessivas, mas sim
com seu fornecimento inadequado, ou seja, sem periodo de adaptacdo dos animais ou erros na
mistura da racdo (EMBRAPA, 2006).

Os sinais clinicos caracteristicos de uma intoxicacdo pela administracdo de ionéforos sdo
geralmente agudos, aparecendo entre 6 a 24 horas ap6s a ingestdo e incluem diarreia, letargia,
falta de apetite, fraqueza muscular, perda de equilibrio, dispneia e edema generalizado. Nos
casos mais graves, pode evoluir para a morte em 3 a 14 dias apds a ingestdo (Gonzalez et al.,
2005; Gongalves et al., 2012).

Os valores da Dose Letal 50 (DLso) da monensina, ou seja, a dose que ocasiona a morte de
pelo menos 50% dos animais testados, variam de 22 a 80 mg/Kg de peso corporal para bovinos,
e de 130 a 250 mg/Kg de peso corporal para frangos (EMA, 2007). Até 0 momento, ndo sdo
conhecidos antidotos ou tratamentos para a intoxica¢éo induzida por monensina, mas € possivel
minimizar a degeneracdo celular mediada por peroxidacdo lipidica com as suplementacdes de
vitamina E e selénio na dieta (Zanine et al., 2006).

3.2.5 Legislacdo Mundial e Brasileira

A monensina, assim como os iondforos de forma geral, tem sofrido restricdes pelo mundo
quanto a sua utilizacdo na alimentagdo animal. Por questdes relacionadas & seguranca alimentar,
a Unido Europeia decidiu, por precaucdo, proibir o uso de antibi6ticos e coccidiostatico como
promotores de crescimento na dieta de bovinos, conforme Regulamento n® 1831 da Uniédo
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Europeia, de 2003 (EC, 2003). A medida foi ensejada pela possivel relacdo entre o aumento da
incidéncia de micro-organismos resistentes aos antibiéticos utilizados na medicina humana e o
uso dessas substancias nas ragdes animais (Marino et al., 2008). Em contrapartida, ha
pesquisadores que alegam ser improvavel que iondforos contribuam com o aumento da
resisténcia aos antibidticos, visto que essas drogas ndo possuem um mecanismo de a¢do comum
aos antimicrobianos usados na medicina humana (Russell e Houlihah, 2003).

Nos Estados Unidos, ionoforos sdo classificados pelo FDA como antibidticos, porém
organizagdes como a National Cattlemans Beef Association (NCBA) tém se dedicado a tentar
mudar a classificacdo desses compostos para ionoforos, baseado no fato de que essas
substancias ndo tém funcdo terapéutica quando utilizadas na dieta de bovinos e também nédo sao
usadas como agentes terapéuticos na medicina humana (Millen et al., 2008).

O Codex Alimentarius estabelece LMR para monensina nas matrizes figado (100 pg/kg),
masculo (10 pg/kg), rim (10 pg/kg), tecido adiposo (100 ug/kg) e leite (2 pg/kg) da espécie
bovina, bem como em musculo (10 pg/kg), figado (10 pg/kg), rim (10 pg/kg) e tecido adiposo
(100 pg/kg) de frango. No Brasil, o0 PNCRC estabelece LMR para monensina nas matrizes
figado bovino (20 pg/kg) e musculo de frango (10 pg/kg) (Brasil, 2017).

3.3. FIPRONIL

O fipronil ¢ um inseticida de amplo espectro utilizado no controle de infestacfes por
ectoparasitas em animais e de pragas em vegetais. Pertence ao grupo quimico dos fenilpirazois
de segunda geragdo e foi sintetizado inicialmente em 1987 pela companhia Rhéne-Poulenc Agro
Company (atual Bayer Crop Science) (Tingle et al., 2003).

O fipronil é uma droga com aplica¢Bes variadas, tanto na agricultura como na medicina
veterinaria. E amplamente utilizado como inseticida, formicida e cupinicida em plantagdes de
soja, cana-de-agucar, algoddo, arroz, batata, cevada, feijdo, milho, trigo e pastagens. E
empregado também no controle de pulgas, carrapatos e piolhos em animais de companhia e de
producéo (Chanton et al., 2001; Aajoud et al., 2003). A ampla difuséo do uso dessa substancia
tem sido atribuida a sua melhor eficacia no combate de pragas normalmente resistentes a outros
pesticidas, como organofosforados, piretroides e carbamatos, embora ja tenha sido relatada
resisténcia parasitaria a essa droga, especialmente em carrapatos, na criacdo de bovinos (Bobe et
al., 1997; Janer, 2010).

3.3.1 Propriedades Quimicas

O fipronil (C12H4C2FsN4OS), cuja denominacdo quimica é 5-amino-1-[2,6-dicloro-
A(trifluormetil) fenil]-4-[(trifluorometil) sulfinil]-1H-pirazol-3-carbonitrila, € um pesticida
derivado quimicamente do pirazol e possui como principais produtos de degradacdo o fipronil
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sulfona, o fipronil dessulfinil e o fipronil sulfeto, conforme ilustrado na Figura 2 (Tingle et al.,
2003).
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NH; 4 s '2/\N/' /\ s
cl a Cl\/‘\/d a
® @
./ No/,
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Fipronil Fuprom! : Fuproml Fipronil

Dessufinil sulfeto Sulfona

Figura 2. Estrutura quimica do fipronil e seus metabolitos. Adaptado de Kurz et al. (2013).

E considerado um composto estavel & temperatura ambiente, possuindo baixa solubilidade
em &gua e maior afinidade por matrizes organicas, como lipideos, 6leos e solventes organicos
(Gunasekara et al., 2007). A boa lipossolubilidade deste composto deve-se ao grupamento CF3
na posicao 4 (tri-fluor-metil-sulfinil-pirazol), o que lhe confere maior efetividade toxicoldgica
guando comparado a praguicidas da mesma classe (Caboni et al., 2003).

No ambiente, o fipronil pode ser degradado pelas reagdes de hidrdlise, fotolise, oxidagdo ou
reducdo, gerando as moléculas de fipronil sulfona, fipronil dessulfinil e fipronil sulfeto, que,
apesar de serem produtos oriundos da degradacdo da molécula precursora, ainda sdo
biologicamente ativos (Morzycka, 2002).

3.3.2 Mecanismo de Acéo

O mecanismo de acdo do fipronil esta relacionado com sua habilidade de atuar como um
blogueador ndo competitivo dos canais de cloro (CI") ligados aos receptores do acido gama
aminobutirico (GABA), localizados na membrana da célula nervosa. O GABA é um
neurotransmissor que, ao ser liberado do terminal nervoso pré-sinaptico, liga-se a uma proteina
receptora pos-sinaptica que contém um canal i6nico de cloreto intrinseco, 0 que permite a
passagem de ions cloro e hiperpolariza a membrana, causando um efeito amortecedor no disparo
de impulsos nervosos. Dessa forma, quando o fipronil é utilizado, este se liga justamente aos
canais de ClI" e bloqueia a ativagdo pelo GABA, 0 que leva a auséncia de inibi¢do sinéptica e
causa paralisia e morte dos insetos por hiperexcitacdo do Sistema Nervoso Central (SNC)
(Zhao, 2004; Bloomquist, 2015).

O canal idnico de GABA é igualmente importante na transmissdo nervosa em vertebrados e
invertebrados, da mesma forma que o fipronil também é capaz de se ligar aos receptores GABA
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de ambos. Porém, a ligacdo da droga aos receptores GABA em insetos apresenta afinidade 100
vezes maior do que a ligacdo aos receptores GABA de mamiferos, o que justifica a maior
seletividade desse composto nessa circunstancia e relativa seguranca de seu uso em animais
(Grant et al., 1990; Zhao et al., 2005).

3.3.3 Farmacocinética e Periodo de Caréncia

H& poucos estudos relacionados ao fipronil em mamiferos. Sabe-se que, ao atingir a corrente
sanguinea, a droga é distribuida amplamente nos tecidos gordurosos, além de apresentar um alto
nivel de recirculacao entero-hepética. (Hainzl et al., 1998; Mohamed et al., 2004).

O fipronil é metabolizado no figado, gerando metabdlitos como fipronil sulfona e fipronil
desulfinil por meio de reagdo de fotodegradagdo. Este mecanismo representa a principal via de
eliminacdo da droga no organismo e é resultante de uma reagdo de oxidacdo catalisada pelas
enzimas do CYP, sendo a enzima hepdtica citocromo P450 3A4 a grande responsavel pela
formacé&o do fipronil sulfona, tanto em humanos quanto em ratos (Caboni et al., 2003; Tang et
al., 2004; Das et al., 2006; Leghait et al., 2009).

O fipronil sulfona e o fipronil desulfinil sdo mais persistentes e menos especificos aos
receptores GABA do que o composto original, apresentando, respectivamente, afinidades 6 e 15
vezes maiores aos receptores GABA do cérebro humano do que a molécula precursora.
Igualmente, esses metabdlitos também sdo mais téxicos aos insetos, mamiferos, peixes e aves
em relacéo ao fipronil (Hainz et al., 1998; Das et al., 2006).

3.3.4 Toxicidade

Estudos demonstraram a acédo toxica do fipronil em células do figado de ratos, bem como no
sistema reprodutor de ratas, no entanto, ha poucos trabalhos disponiveis nesse sentido no que se
refere a fertilidade em machos (Tingle et al., 2003; Ohi et al., 2004; Cox, 2005; Tavares et al.,
2015; Guelfi et al., 2015). Nesse contexto, Oliveira et al. (2012) avaliaram o figado de
camundongos apos exposicdo a diferentes doses de fipronil (15, 25, e 50 mg/kg) e observaram
alteracOes histologicas no 6rgdo compativeis com processos autofagicos, esteatose e morte
celular por necrose.

Embora vérias investigacdes tentem estabelecer uma relacdo entre o uso de fipronil e a
toxicidade neuronal em mamiferos, ha poucos dados detalhados relativos a essa questdo (Fung
et al., 2003). Szegedi et al. (2005) sugeriram que o fipronil possui efeitos moderados e
transitorios sobre o sistema nervoso de mamiferos. Apesar disso, existem relatos de casos de
intoxicacdo humana pelo praguicida. No Sri Lanka, um caso de intoxicacdo aguda ap6s ingestdo
de elevada dose de fipronil acarretou em morte humana (Mohamed et al., 2004). Da mesma
forma, Chodorowski e Anand (2004) relataram um caso clinico induzido por fipronil, cujos
pacientes apresentaram como sintomas dores de cabeca, sudorese, nauseas, vertigem e fraqueza.
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Nos Estados Unidos, foram registrados casos de intoxica¢do no periodo de 2001 a 2007, sendo
em sua maioria decorrentes da exposicao ao inseticida em residéncia privada por intermédio do
uso de produtos de cuidados para animais de estimacao, resultante de pulverizagdo inadvertida,
derramamento de produtos ou ventilacdo inadequada da area tratada (Lee et al., 2010).

Autores tém sugerido que o metabdlito fipronil sulfona, resultante da biotransformacéo
hepatica do fipronil, seja uma forma de ativacdo da toxicidade do composto, uma vez que este
metabolito possui alta afinidade de ligacdo com os receptores GABA de hepat6citos de seres
humanos e camundongos, e pode entdo potencializar seus efeitos (Mohamed et al., 2004; Zhao
et al.; 2005; Das et al., 2006).

3.3.5 Legislacdo Mundial e Brasileira

O fipronil é utilizado em mais de 70 paises e pode ser aplicado em mais de 100 culturas
diferentes no controle de pragas agricolas. Foi introduzido nos Estados Unidos e na Europa em
meados de 1990, porém teve seu uso proibido como produto fitossanitario neste Gltimo a partir
de 2004, devido as repercussdes em torno de sua possivel implicagdo na mortalidade de abelhas
e de seu alto grau de toxicidade. Apesar disso, esta droga tem seu uso liberado no mundo como
ectoparasiticida para animais de producdo e de estimacdo, sendo um dos mais utilizados em
medicina veterinaria. (Chaguri, 2016)

O fipronil tem seu uso autorizado pela ANVISA na agricultura como inseticida, formicida e
cupinicida, e também pode ser utilizado como produto domissanitario no controle de formigas
na forma de isca granulada ou p6 seco, bem como na preservacdo de madeira (Brasil, 2012). Da
mesma forma, é autorizado pelo Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
para fins de controle de infestacBes por ectoparasitas em animais de producdo e de companhia.

O Codex Alimentarius estabelece limites maximos de residuos (LMR) para fipronil nas
matrizes figado (0,1 mg/Kg), musculo (0,5 mg/Kg), rim (0,02 mg/Kg) e leite (0,02 mg/Kg) da
espécie bovina, bem como para musculo (0,01 mg/Kg) e mitdos (0,02 mg/Kg) de frango. No
Brasil, 0 PNCRC estabelece LMR para fipronil na espécie bovina nas matrizes figado (100
pg/kg) e masculo (5 pg/kg), e em aves na matriz musculo (10 pg/kg) (Brasil, 2017).

3.4 AVERMECTINAS

As avermectinas, entre as quais a abamectina, a doramectina, a eprinomectina e a
ivermectina, e as milbemicinas, como a moxidectina, sdo produtos derivados da fermentacéo do
fungo Streptomyces avermitilis, sendo amplamente utilizadas na medicina veterinaria e humana
devido as suas propriedades antiparasitérias (Diniz, 2015). Atuam como endectocidas, ou seja,
combatem endoparasitas e ectoparasitas, apresentando amplo espectro de acdo sendo efetivos
contra nematodeos e artropodes (Oliveira e Stasi, 2012).
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A ivermectina foi a primeira droga antiparasitaria utilizada em animais e humanos, sendo
altamente eficiente contra carrapatos (Rhipicephalus microplus), um dos parasitas mais
importantes nos tropicos e subtrépicos (Campbell, 2012; Rath et al., 2016). A abamectina é
eficaz no controle de nematddeos em bovinos e suinos. A eprinomectina é recomendada para
ruminantes, enquanto que a doramectina é utilizada apenas em bovinos. A moxidectina é
indicada tanto para bovinos quanto para equinos (Diniz, 2015).

3.4.1 Propriedades Quimicas

As avermectinas sdo substancias com estruturas quimicas pertencentes ao grupo das lactonas
macrociclicas. Apresentam uma estrutura ciclica principal composta por 16 elementos,
incluindo o grupamento éster, que confere a classificacdo de lactona a esses compostos.
Também possuem um espirocetal e um anel benzofuranico como subestruturas, além da
presenca de um dissacarideo. As milbemicinas apenas se diferem das avermectinas pela
auséncia de um grupo dissacarideo no carbono 13 (C-13) do anel lactdnico (Spinosa et al., 2017;
Riibensam, 2010).

A fermentacdo do fungo S. avermitilis produz naturalmente varios compostos similares
identificados em Ala, Alb, A2a, A2b, Bla, Blb, B2a e B2b, conforme ilustrado na Fig. 1. As
substancias do conjunto A possuem um grupamento metoxila na posi¢do C-5, enquanto que as
substancias do conjunto B possuem um grupamento hidroxila na mesma posicdo. Ainda sdo
classificadas em “1” e “2”, quando ha a presenga de uma ligagdo dupla entre C-22 e C-23 em
“1” ou de grupamento hidroxila em C-23 em “2” e, por fim, em “a” e “b”, quanto a presenca de
um grupamento s-butil em “a” e um grupamento isopropil em “b” (Danaher et al., 2006). Entre
esses compostos, os classificados como “b” sdo os menos representativos, constituindo menos
de 20% do total. (Spinosa et al, 2017).
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Figura 1. Estrutura das avermectinas. Adaptado de Li (2008)
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A avermectina Bla, genericamente conhecida como abamectina, € a avermectina mais
importante produzida naturalmente. A partir desta, sdo produzidas outras formas de
avermectinas. A ivermectina € obtida pela hidrogenacdo dos carbonos C-22 e C-23; a
eprinomectina pela adi¢do do grupamento acetilamino no C-4; e a emamectina pela adi¢do do
grupamento metilamino no C-4. J4 a doramectina é produzida pela fermentacdo do mutante
genético S.avermectilis bkd na presenca de 4&cido ciclohexanocarboxilico, apresentando
hidrocarboneto ciclohexano no C-25 (Shoop et al., 1996; Croop et al., 2000; Danaher et al.,

2006).

De forma geral, as lactonas macrociclicas possuem massas moleculares elevadas e altos
valores de coeficientes de particdo, o que as qualificam como substancias altamente lipofilicas.
Séo pouco soluveis em &gua, porém facilmente solGveis em solventes organicos (Mushtaq et al.,
1996; Spinosa et al., 2017). Segundo Ong et al.(1996), a lipofilicidade é uma das propriedades
fisico-quimicas mais importantes das lactonas macrociclicas, pois esta relacionada a velocidade
de absorcdo das substancias e a sua maior ou menor disponibilidade no organismo animal.

3.4.2 Mecanismo de Acéo

As lactonas macrociclicas atuam como agonistas dos canais de cloreto regulados pelo
neurotransmissor inibitorio acido y-aminobutirico (GABA), presente nas transmissdes nervosas
do sistema nervoso central de seres invertebrados, como nematddeos e artropodes. Com isso,
promovem uma corrente irreversivel de ions cloreto, seguida de hiperpolarizagdo da membrana
celular, produzindo uma paralisia flacida da musculatura esquelética dos parasitas e favorecendo
sua eliminacgdo do hospedeiro (Oliveira e Stasi, 2012; Spinosa et al., 2017). A paralisia flacida
promovida pelas lactonas, além de permitir a eliminacdo dos nematddeos pelo peristaltismo do
hospedeiro, também leva os parasitas a inani¢do, por bloquear a bomba faringeal destes e assim
interromper o processo alimentar, levando-os a morte (Palermo-Neto et al., 2011).

Em ruminantes, as lactonas sdo eficazes contra o0s parasitas Haemonchus,
Oesophagostomum, Strongyloides, Trichuris, Dictyocaulus, entre outros. Em aves, estudos tém
demonstrado eficicia das avermectinas contra parasitas das espécies Ascaridia, Heterakis e
Capillaria em galinhas. Apesar disso, esses compostos ndo possuem agdo contra cestodeos,
trematddeos e protozoarios. (Palermo-Neto et al., 2011; Oliveira e Stasi, 2012).

3.4.3 Farmacocinética e Periodo de Caréncia

As avermectinas podem ser administradas por vias topica, oral, subcutanea, intramuscular ou
transcutdnea. A absorcdo por via oral é boa, exceto nos ruminantes, em virtude do farmaco
sofrer inativacdo parcial no rimen. Apresentam distribui¢do ampla; no entanto, na maioria das
espécies, ndo atingem o sistema nervoso central devido a seu alto peso molecular (Oliveira e
Stasi, 2012).
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De forma geral, as avermectinas permanecem por longos periodos nos tecidos organicos,
seja formando complexos com as lipoproteinas de alta densidade (HDL) no sistema circulatério,
seja sendo absorvidas pelos tecidos durante o transporte. Em bovinos, por exemplo, a meia-vida
plasmaética é de cerca de trés dias. Grande parte dos complexos de avermectina é levada para o
figado, via transporte reverso do colesterol, sendo que mais de 90% da dose de ivermectina é
biotransformada no figado, e a eliminacdo é primariamente biliar e fecal, embora pequena
quantidade possa aparecer na urina (Bassini et al., 2004; Oliveira e Stasi, 2012).

Residuos de lactonas macrociclicas sdo encontrados nos tecidos hepaticos e na gordura em
niveis mais elevados do que em tecidos como os do rim e do musculo. A persisténcia desses
residuos nos tecidos depende da droga, da via de administracdo e da espécie animal. Logo, em
bovinos, a aplicacdo subcuténea leva a maior persisténcia de residuos quando comparada com a
administracdo intra-ruminal. Da mesma forma, formulagdes aplicadas em veiculo ndo aquoso
contribuem para uma eliminacdo mais lenta da droga pelo organismo, o0 que aumenta o periodo
de caréncia em animais que serdo destinados ao consumo humano (Danaher et al., 2006;
Reeves, 2007).

Periodos de caréncia mais curtos sdo normalmente necessarios para aplicagdo topica, em
comparagdo com outras vias de administracdo. A ivermectina, eprinomectina e moxidectina, em
formulacBes tdpicas, tém periodos de caréncia de 28, 17 e 14 dias, respectivamente. Ja a
doramectina é mais persistente do que outras formulagfes topicas, necessitando de um periodo
de caréncia de 35 dias (Danaher et al., 2006).

As lactonas macrociclicas sdo excretadas em grandes quantidades pelo leite, sendo
contraindicadas em animais em periodo de lactagdo, ndo se recomendando a comercializacao e o
consumo do leite proveniente desses animais por um periodo de 28 dias pds-tratamento
(Oliveira e Stasi, 2012).

3.4.4 Toxicidade

Em geral, as avermectinas sdo bem toleradas, possuindo ampla margem de seguranga para
ruminantes, suinos e equinos. Os efeitos toxicos descritos na literatura para humanos e outros
mamiferos sdo semelhantes, no entanto a gravidade desses efeitos depende do composto
envolvido, da dose aplicada e da via de administracao.

Os sinais clinicos mais comuns sdo urticaria, vomito, hiperatividade, taquicardia, mialgia e
hipotensdo. No entanto, doses elevadas da droga podem levar a intoxica¢des agudas, pois, ao
atravessarem a barreira hematoencefalica, as avermectinas atuam sobre os canais de cloro
mediados pelo GABA e ocasionam sinais neurolégicos, como ataxia, tremores, midriase, émese,
depressao, convulsdo, e em casos graves, coma e morte (Oliveira e Stasi, 2012; Diniz, 2015)

7

A abamectina e contraindicada em bovinos com menos de 16 semanas de vida. A
doramectina causa despigmentacdo da pele no local da injecdo. Em equinos, a administracao
subcutanea ndo € indicada pela frequente ocorréncia de reacdo local (Oliveira e Stasi, 2012).
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3.4.5 Legislacdo Mundial e Brasileira

Os antiparasitarios tém sido amplamente empregados na bovinocultura, no entanto, tém seu
uso bastante discutido no Brasil, em razdo de embargos internacionais decorrentes da presenca
de residuos dessas drogas em carnes e subprodutos brasileiros.

No que diz respeito as avermectinas, uma atencdo maior ao caso comecou a ser dada no
inicio de 2010. Na ocasido, foram suspensas as exportacbes de carne enlatada e
termoprocessada do Brasil para os Estados Unidos e Comunidade Europeia, devido ao fato de
terem sido encontrados niveis de ivermectina acima do méaximo permitido pelas legislacdes
desses paises. Naquela época, a legislacédo brasileira ainda ndo havia estabelecido nenhum LMR
para o controle de residuos de avermectinas em carne bovina, 0 que motivou, entre outras
medidas adotadas pelo governo brasileiro, a inclusdo dessa analise no PNCRC ap6s tais
incidentes (Rubensam et al., 2013; Rath et al., 2016).

Em 2011, foi publicada pelo MAPA a Instru¢cdo Normativa SDA n° 48 (Brasil, 2011), que
proibe o uso de avermectinas cujo periodo de caréncia seja superior a 28 dias em bovinos de
corte criados em regime de confinamento e semi-confinamento, ou ainda criados em regime
extensivo, na fase de terminacdo. Na mesma dire¢do, em maio de 2014, a Instrugdo Normativa
n° 13 (Brasil, 2014) passou a proibir o uso de antiparasitarios de longa duracdo que tenham
como principio ativo as avermectinas, na tentativa de reduzir os indices de violacdo de carne
bovina por essas drogas, até a divulgacéo de novos estudos sobre a seguranca de Seu uso.

O Codex Alimentarius estabelece LMR para abamectina, doramectina, eprinomectina,
ivermectina e moxidectina em diferentes matrizes para a espécie bovina (Tab. 1), no entanto,
ndo determina nenhum parametro para frangos. Ja& o PNCRC (Brasil, 2017), estabelece LMR
para essas drogas em ambas as espécies, porém apenas na matriz figado (Tab. 2).

Tabela 1. Limite Maximo de Residuos (LMR) para avermectinas na espécie bovina, segundo o
Codex Alimentarius, em ug kg

Analito Figado Musculo Rim Gordura Leite
Abamectina 100 50 100
Doramectina 100 10 30 150 15

Eprinomectina 2000 100 300 250 20
Ivermectina 800 30 100 400 10
Moxidectina 100 20 50 500
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Tabela 2. Limite Méximo de Residuos (LMR) para avermectinas na matriz figado, para a
espécie bovina e frango, segundo o PNCRC (Brasil, 2017), em pg kg™

Analito Figado Bovino  Figado de Frango
Abamectina 100 10
Doramectina 100 10

Eprinomectina 2000 10
Ivermectina 100 10
Moxidectina 100 10

35 METODOS ANALITICOS PARA PESQUISA DE RESIDUOS DE
MEDICAMENTOS VETERINARIOS

3.5.1 Técnica de Extracdo QUEChERS para Analise de Residuos

Os analitos se apresentam nas matrizes de forma bastante variada, muitas vezes ndo se
encontrando na forma da droga originalmente administrada, mas sim na forma de derivados ou
metabdlitos. Também podem se apresentar conjugados a matriz, através de ligacbes ou
interacOes fracas, o que tornam necessarias condi¢fes mais especificas para sua extragdo, como
hidrolises quimicas ou enzimaticas. Nas reacdes de hidrélise quimica, geralmente sao
verificadas variagcbes de temperatura, pH e tempo de extracdo; enquanto que nas reacbes de
hidrolise enzimética sdo estudadas pequenas modificacBes relacionadas ao meio, que pode ser
alcalino ou levemente acido. Em ambos os casos, busca-se alcangar a otimizacdo do método
analitico, observando-se a maior eficiéncia na extragdo dos residuos da amostra, na purificagdo
do extrato e na posterior detec¢cdo dos analitos (Kinsella et al., 2009).

Em geral, as técnicas de extracdo para anélise de residuos de medicamentos veterinarios
utilizam solventes organicos, agua ou solucdes-tampdo. Solventes menos polares, como a
acetonitrila, sdo mais utilizados, em razdo da baixa polaridade da maioria das drogas e por
apresentarem bons resultados de recuperagdo e desnaturagdo de enzimas e proteinas (Kaufmann
et al., 2008; Kinsella et al., 2009). A acetonitrila € miscivel em &gua e promove a extracdo em
uma fase Unica quando em contato com a matriz, ndo havendo a necessidade de adi¢do de
solventes apolares para a separacdo entre as fases organica e aquosa, uma vez que a adi¢éo de
sais ao extrato, como ocorre no método QUEChERS, ja € destinada a esse fim, efeito conhecido
como “salting out” (Mastovska e Lehotay, 2004).

A utilizacdo de sais secantes, como o sulfato de magnésio (MgSQ.), o sulfato de sédio
(Na2SO4) e o cloreto de s6dio (NaCl), tem a finalidade de se obter melhores percentuais de
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recuperacao para analitos polares, uma vez gque diminui a solubilidade desses compostos na fase
aquosa, bem como a quantidade de dgua na fase organica e vice-versa (Prestes et al., 2009). O
MgSO., em particular, possui maior capacidade de remover dgua quando comparado a outros
sais, pois além de reduzir o volume de fase aquosa, apresenta em sua hidratacdo uma reacao
exotérmica, o que resulta no aquecimento entre 40 e 45°C da amostra durante as etapas de
extracdo/particdo, e favorece a extracdo dos analitos desejados (Anastassiades et al, 2003).

A etapa de clean-up € essencial para promover confiabilidade aos resultados obtidos pelo
sistema cromatogréafico, visto que componentes da matriz podem ficar aderidos na coluna
cromatografica, alterando a resposta do sistema e aumentando a frequéncia de manutencdes
necessarias (Prestes et al., 2009). Em 2003, Anastassiades et al., com 0 objetivo de superar
limitagbes praticas dos métodos multirresiduos disponiveis na época, introduziram um novo
procedimento de preparo de amostras para extracdo de residuos denominado QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe), juntamente com um método de clean-up
denominado Extracdo em Fase Sélida Dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction, D-SPE).

O QUECHERS possui as vantagens de ser rapido, facil, econdmico, efetivo, robusto e seguro,
por utilizar pequenas quantidades de amostra e de solvente, e ainda permitir explorar as
possibilidades oferecidas pela instrumentacdo analitica moderna, como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada & espectrometria de massas sequencial (CLAE-MS-MS)
(Anastassiades et al, 2003). Nesse procedimento, 1 mL do extrato é colocado em contato com
uma mistura dispersiva contendo 25 mg do sorvente amina primaria-secundéaria (PSA) e 150 mg
de MgSOa. Ao contrario dos outros métodos, a D-SPE permite que o clean-up e a remocgéo de
agua residual sejam efetuados de uma forma rapida e simultanea, sem a necessidade do uso de
cartuchos ou colunas para este fim. Assim, essa etapa proporciona um extrato final de menor
polaridade, pois facilita a precipitagdo de coextrativos polares. Somado a este fato, o0 PSA
possui elevado efeito quelante, cuja acéo envolve a retencdo de acidos graxos livres e de outros
compostos polares presentes na matriz. Isso torna o extrato, apdés agitagdo manual e
centrifugacdo, pronto para ser injetado no sistema cromatografico, além de garantir uma maior
vida util para as colunas cromatogréaficas, reduzindo assim a contaminacdo do sistema
cromatografico (Martinez-Vidal et al., 2005; Trihn, 2006; Shimelis et al., 2007)

3.5.2 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

Cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo fundamentado na migracdo
diferencial dos componentes de uma mistura e que ocorre devido a diferentes interagdes entre
duas fases imisciveis: a fase movel e a fase estacionaria. A técnica leva o nome da fase moével:
cromatografia gasosa (CG), em que o fluido é um géas, ou cromatografia liquida (HPLC), em
que o fluido é um solvente liquido (Cass e Degani, 2001; Niessen, 2006).

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), a fase estacionaria é constituida de
particulas sélidas empacotadas em uma coluna, a qual é percorrida pela fase mével. As forcas
fisicas e quimicas atuantes entre os solutos e as duas fases sdo responsaveis pela retencdo dos
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analitos sobre a coluna cromatografica, sendo a separacgdo individual dos componentes regulada
pela magnitude dessas forcas. Assim, analitos fortemente retidos pela fase estacionaria movem-
se mais lentamente na fase movel e, como consequéncia, sdo eluidos posteriormente aos
componentes com baixa interacdo com a fase estacionaria, condicdo a qual é referida como
tempo de retencdo do composto (Skoog et al., 2002; Penteado et al., 2008; Lancas, 2009).

O sistema HPLC é constituido basicamente pelos seguintes componentes: reservatorio e
sistema de bombeamento da fase mdvel, sistema de injecdo de amostras, coluna cromatogréfica,
detector e sistema de registro e tratamento dos dados, conforme ilustrado na Fig. 3 (Skoog et al.,
2002).
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Figura 3. Diagrama esquematico de um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia: a)
Reservatério da fase movel; b) Bomba; c) Vaélvula de injecdo da amostra; d) Coluna
cromatografica; e) Detector e f) Registrador.

O processo de separagdo cromatografica tem inicio quando a amostra é injetada na valvula
de injecdo e transportada, por meio de um sistema de bombas de alta pressao, pela fase mével
em direcdo a coluna (fase estacionaria), onde é realizado o processo de separagdo dos analitos.
O efluente da coluna segue entdo para o detector, que identifica a presenca dos analitos eluidos
da coluna e gera um sinal, que é captado e tratado no computador, através de um cromatograma,
o qual exibe a variacéo do sinal do detector em funcdo do tempo de analise (Dong, 2006; Snyder
e Kirkland, 2009).

As fases moveis utilizadas em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) devem
possuir alto grau de pureza e estar livres de oxigénio ou outros gases dissolvidos,
recomendando-se sua filtracdo e desgaseificagdo antes do uso. A bomba, por sua vez, deve
assegurar ao sistema um fluxo continuo e adequado da fase movel, sem pulsos e com alta
reprodutibilidade. As colunas utilizadas em CLAE sdo geralmente revestidas externamente de
aco inoxidavel, de comprimento varidvel e podendo ser reaproveitadas, ndo sendo necessaria
sua regeneracdo ap6s cada separacdo (Degani et al., 1998). Por fim, os detectores possuem a
funcdo de quantificar os analitos, mesmo em concentragdes extremamente baixas, podendo
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existir em diversas formas: detector espectrofotométrico (UV), de indice de refracdo, de
dispersdo de luz, de fluorescéncia, eletroquimicos, espectrdmetro de massas (Porto, 2014).

No entanto, apesar das caracteristicas mencionadas, a utilizacdo do HPLC para analise de
residuos tem suas limitacdes, visto que, entre outros fatores, a utilizacdo dos tempos de retencao
como técnica de identificacdo dos analitos pode estar sujeita a erros de interpretacdo. Isso ocorre
devido ao fato de que compostos distintos podem apresentar 0 mesmo tempo de retencdo nas
condicBes cromatograficas empregadas, o que resultaria na coeluicdo destes analitos e na
possivel geracdo de pico cromatografico que ndo corresponda verdadeiramente ao analito de
interesse (Lancas, 2009).

3.5.2.1 Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (UHPLC)

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UHPLC) representou o avango mais recente das
técnicas de separagdo, tendo sido resultado do desenvolvimento da otimizagdo dos pardmetros
da técnica em vista de um emprego mais amplo e eficiente, somado a necessidade de analises
cromatograficas mais rapidas e com bom desempenho analitico (Collins, 2006; Maldaner e
Jardim, 2012).

A UHPLC utiliza os mesmos principios do HPLC, tais como o0 uso de colunas recheadas
com materiais especificos, fase movel eluida por alta pressdo e a capacidade de separacdo de
compostos em pequeno intervalo de tempo com alta resolucdo (Collins, 2006). A principal
diferenca reside na capacidade de a UHPLC utilizar fases estacionarias com particulas menores
que 2 um, o que é referido como miniaturizagdo da técnica, na qual, juntamente com altas
velocidades lineares da fase movel, resultam no aumento da resolugdo e detectabilidade, além
da diminuicdo no tempo de analise (Nogueira et al., 2011; Matumoto e Alcantara, 2014).

Desse modo, as principais modificagdes requeridas a um sistema de UHPLC que permitiram
a utilizacdo de colunas com menores tamanhos de particula foram: volumes internos reduzidos,
capacidade de trabalhar em pressGes muito altas, injetores com boa precisdo na faixa de
volumes pequenos, colunas resistentes para trabalharem em altas pressdes, sistemas de
bombeamento robustos, celas do detector sem dispersdo e com alta taxa de aquisicdo, e
melhoramento no sistema de controle e dados (Wren, 2005; Maldaner e Jardim, 2012).

3.5.3 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas € uma técnica instrumental fundamentada na fragmentacéo de
moléculas no estado gasoso através de bombardeamento de feixe de elétrons, cujo resultado é
expresso na forma de espectros de massas. O equipamento € composto basicamente por trés
componentes: fonte de ionizacdo, analisador de massas e um detector de ions, conforme
ilustrado na Fig.4 (Guerrera e Kleiner, 2005).
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Figura 4. Componentes basicos de um espectrdmetro de massas

Na espectrometria de massas, primeiramente os atomos ou moléculas de uma amostra séo
ionizados na fonte de ionizagdo, que pode ser do tipo electrospray (ESI), ionizacdo quimica a
pressdo atmosférica (APCI) ou fotoionizagdo a pressdo atmosférica (APPI), entre outros. Em
seguida, os ions formados sdo direcionados ao analisador de massas, que 0s separa conforme
sua razdo massa-carga (m/z) ou promove fragmentacdo dos mesmos. Por fim, ao atingirem o
detector, os ions geram sinais elétricos que sdo registrados na forma de um espectro de massas,
0 que torna possivel, a partir de entdo, estimar ou obter o valor exato da massa nominal dessas
moléculas (Guerrera e Kleiner, 2005; Hoffmann e Stroobant, 2007).

3.5.3.1 Fonte de lonizagéo por Eletrospray (ESI)

O modo de ionizacdo ESI baseia-se na aplicacdo, a pressdo atmosférica, de um forte campo
elétrico (spray eletrolitico) sobre uma névoa da solucdo contendo a amostra, resultando na
formacdo de compostos carregados na entrada do espectrdmetro de massas. Formam-se entédo
goticulas com excesso de carga (positiva ou negativa). A evaporacdo do solvente
(dessolvatagdo), devido a agdo do gas nebulizador, diminui o tamanho destas goticulas e,
consequentemente, aumenta a repulsdo eletrostatica entre as cargas. Este processo continua até
gue sejam produzidos ions do analito, os quais sdo transferidos para o analisador por uma série
de dispositivos de focalizagdo (Guerrera e Kleiner, 2005; Assis, 2015).

Nesta técnica, pouca ou nenhuma fragmentagdo dos ions é usualmente observada, visto que
estes normalmente possuem baixa quantidade de energia interna, o que configura o ESI como
uma ionizacao branda (Ekman et al., 2009). A ESI também pode ser operada no modo positivo
ou negativo, dependendo do sinal da tenséo aplicada. No modo positivo, as goticulas que saem
do “spray” terdo carga positiva e 0 eletrodo recebera os elétrons, ocorrendo um processo de
oxidagdo. De forma anéloga, o oposto ocorrerd no modo negativo (Langas, 2009).

A fonte de ionizacdo ESI é considerada ideal para a analise de moléculas mais polares, como
proteinas, amino&cidos e substancias de interesse na area da bioanalitica, sendo muito aplicada

37



para determinag6es de compostos nas areas de alimentos e farmacéutica (Langas, 2009). O fato
de a ESI ionizar moléculas diretamente da solu¢do também a torna acessivel para ser conectada
com meétodos de separacao cuja fase mével é um liquido (Guerrera e Kleiner, 2005)

3.5.3.2 Analisadores de Massa

Os analisadores de massas sdo dispositivos responsaveis pela separacdo ou resolucdo dos
fons conforme sua razdo m/z, podendo existir sob diversos tipos: quadrupolo, ion trap, tempo de
vbo (time of flight - ToF), entre outros. O quadrupolo tem como principal vantagem a
simplicidade, facilidade de operacéo, baixo custo e boa linearidade em anélises quantitativas. O
sistema é constituido de quatro barras metélicas paralelas e equidistantes entre si, dispostas em
dois pares, sendo um par de barras mantido em potencial elétrico positivo e outro par em
potencial negativo. Nestas barras é aplicada uma combinacdo de corrente continua (CC) e
radiofrequéncia (Rf) durante a passagem dos ions pelo quadrupolo, sendo que o par positivo de
barras funciona como um filtro para massas mais elevadas, e o par negativo atua como um filtro
para massas menores. Dessa forma, conforme o campo elétrico é gerado, pode-se fazer com que
ions com relacdo massa/carga especifica atinjam o detector, enquanto que ions nao selecionados
sejam desviados e neutralizados, ao se colidirem com as hastes (Ekman et al., 2009; Lancas,
2009; 2013)

Especificamente no modo de analise triplo quadrupolo, um ion precursor, também
denominado “ion pai”, é selecionado no primeiro quadrupolo (Q1) e posteriormente
fragmentado, mediante dissocia¢do ativada por colisdo com gas nitrogénio, na cela de colisdo
localizada no segundo quadrupolo (Q2). Os fragmentos gerados, denominados “ions produto”
ou “jons filho”, sdo selecionados pela razdo m/z no terceiro quadrupolo (Q3) e transmitidos para
o sistema de detecgdo (Hoffmann e Stroobant, 2007; Ekman et al., 2009).

3.5.4 Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC/MS)

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas tornou-se a técnica de escolha
para analise de residuos de medicamentos em alimentos, uma vez que combina as vantagens da
cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separa¢do) com as vantagens da espectrometria
de massas (obtencéo de informagGes estruturais, da massa molar e maior seletividade), o que
garante a deteccdo e a confirmacdo inequivoca da identidade um composto especifico (Vékey,
2001). Os componentes fundamentais de um sistema de cromatografia liquida acoplado ao
espectrémetro de massas estdo ilustrados na Fig. 5.
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Figura 5. Sistema de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas e seus
componentes basicos

Outro grande beneficio do uso desse sistema é a possibilidade da anélise sequencial, também
conhecida como espectrometria de massas sequencial (MS/MS), que, ao invés de empregar
apenas um analisador de massas para separar os ions de mesma razdo m/z gerados na fonte de
ionizacdo, utiliza dois estagios de espectrometria de massas (EM1 e EM2), no qual um deles
tem a finalidade de isolar o ion de interesse, e 0 outro é usado para estabelecer uma relagdo
entre o ion isolado e outros ions gerados a partir da sua decomposi¢do induzida. Este
procedimento favorece ainda mais a elucidacdo estrutural da molécula, uma vez que aumenta a
detectabilidade do analito e reduz a interferéncia espectral de outros compostos presentes na
matriz, ja que os ions fragmentados formados sdo caracteristicos para cada composto (Ardrey,
2003; Dooley, 2003; EI-Aneed et al., 2009).

3.6 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A necessidade de se demonstrar a qualidade de medigdes quimicas estd sendo cada vez mais
exigida e reconhecida no ambito da quimica analitica moderna, seja no desenvolvimento de
novas técnicas analiticas ou ainda na modificacdo de métodos ja existentes que visam atender a
requisitos especificos. Para garantir que um novo método de ensaio produza resultados
confiaveis, adequados a qualidade pretendida e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer
uma avaliacdo denominada validacdo. A validacdo € um recurso importante em qualquer
método de medida, pois estd diretamente relacionada & qualidade dos resultados, sendo assim,
um processo de validacdo bem definido e documentado fornece as agéncias reguladoras
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evidéncias objetivas de que os métodos e 0s sistemas sdo adequados para o uso pretendido
(Ribani et al., 2004; INMETRO, 2011).

Especificamente na area de analises de alimentos, a valida¢do de ensaios estd intimamente
relacionada com seguranga alimentar e comércio internacional. Os resultados provenientes dos
métodos de ensaio muitas vezes auxiliam a elaboracdo de politicas de salde publica para
melhoramento da qualidade dos alimentos, tendo como base os limites de residuos de
medicamentos veterinarios em alimentos preconizados por legislagdes internacionais. Desta
forma, métodos analiticos confidveis, que garantam que os alimentos estejam dentro de limites
considerados seguros para a saude humana, necessitam ser desenvolvidos e validados, os quais
incluem a etapa de preparo da amostra e analise cromatografica (Souza, 2007; Brondi et al.,
2013).

De uma maneira geral, os procedimentos de validacdo de métodos analiticos podem ser
diferenciados em duas categorias. A primeira, a validacdo intralaboratorial, também conhecida
como “in house validation”, corresponde aos estudos analiticos desenvolvidos em um Unico
laboratorio, utilizando um mesmo método, para analisar a mesma ou diferentes amostras, em
diferentes condicbes, em um intervalo de tempo justificado. J& a segunda, a validagdo
interlaboratorial, também conhecida como validacdo completa, ou “full validation”,
corresponde a estudos colaborativos envolvendo a analise de uma mesma amostra (ou amostras
idénticas), pelo mesmo método de ensaio, em diferentes laboratérios, a fim de se determinar os
parametros de desempenho de um método, incluindo a reprodutibilidade interlaboratorial (EC,
2002).

Muitas diretrizes de validagdo analitica estdo disponiveis na literatura e sdo aceitas por
orgdos reguladores. A Decisdo 2002/657/CE apresenta orientacdes gerais sobre procedimentos
de validag&o, indicando os pardmetros de desempenho necessarios para tal finalidade, entre os
quais linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de decisdo (CCa), capacidade de
detecgdo (CCP) e robustez. Os principais 6rgdos que regulamentam a validagdo de métodos
analiticos no Brasil sédo o MAPA (Brasil, 2011), a ANVISA (Brasil, 2003) e o Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacgéo e Qualidade Instrumental (INMETRO) (Brasil, 2011).

3.6.1 Seletividade

Entende-se por seletividade a capacidade que o método analitico possui de discriminar a
substancia a se analisar de substancias analogas, tais como isémeros, metabolitos, produtos de
degradacdo, substancias endégenas, componentes da matriz, isébaros e impurezas, que podem
assumir comportamento semelhante ao analito de interesse e interferir no desempenho da
medicéo (Brasil, 2011).

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um método
instrumental de separacdo, devendo ser avaliada continuamente, pois quando ndo bem
assegurada, pode comprometer parametros como linearidade, exatiddo e precisdo do ensaio
(Ribani et al., 2007).
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A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da medicéo.
Dependendo de como a identidade do analito é estabelecida, estes interferentes podem inibir a
deteccdo do sinal proveniente do analito ou até mesmo contribuir para o sinal atribuido a este,
com efeito de aumentar a sua concentragéo na amostra (EURACHEM, 1998).

Alguns experimentos para avaliacdo da seletividade envolvem a distincdo entre amostras
brancas e adicionadas do analito, além da avaliacdo da capacidade de identificacdo do analito de
interesse na presenca de interferentes, deliberadamente adicionados & amostra (Souza, 2007).
Assim, a verificacdo da seletividade do procedimento analitico pode ser avaliada através da
comparagéo entre os sinais (resposta instrumental) advindos do processamento da matriz (sem a
presenca do analito), do extrato/digerido da matriz fortificada e do analito puro em solvente
(Brasil, 2011).

3.6.2 Efeito de Matriz

Efeito matriz é um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis interferéncias
causadas pelas diversas substancias que compdem a matriz amostral, gerando, basicamente,
fendmenos de diminuigdo ou ampliagdo do sinal ou resposta instrumental. Os estudos de efeitos
de matriz séo realizados com o preparo de curvas de calibragdo do analito em solvente puro e da
matriz branca fortificada com o analito, mediante comparacdo dos resultados obtidos em cada
nivel de concentragdo (Brasil, 2011).

Apesar de relevante, nem todos os protocolos de validacdo intralaboratorial discorrem sobre
experimentos para avaliagdo dos efeitos de matriz, visto que técnicas instrumentais como
HPLC/MS-MS sdo altamente seletivas, garantindo uma identificagdo inequivoca do analito e
nenhum ou quase nenhum efeito de matriz. Devido a essa elevada seletividade, os efeitos da
interferéncia de componentes da matriz sobre o sinal obtido tendem a ser minimizados. Sendo
assim, o estudo de efeito matriz ndo necessita ser realizado no caso de se utilizar uma curva de
calibracdo da matriz branca fortificada (Souza, 2007; Chiaradia et al., 2008; Brasil, 2011).

3.6.3 Linearidade

Linearidade é a capacidade de o método produzir resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado, a partir do preparo de
curvas de calibragdo devidamente ajustadas pela equacdo de uma reta (funcdo afim). Um
adequado estudo da linearidade é essencial para a qualidade dos demais parametros de
desempenho estabelecidos em ensaios quantitativos, como seletividade, efeitos de matriz,
precisdo e exatiddo (Brasil, 2011).

Os procedimentos para a determinacdo da linearidade de um método envolvem o preparo de
curvas de calibragdo, com ou sem matriz, constituidas de cinco a seis niveis de concentrag&o,
incluindo ou ndo o ponto zero, e com um minimo de duas a sete replicatas por nivel, que
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resultam na obtencdo de um grafico contendo os resultados dos ensaios em funcdo da
concentracdo do analito.

Estes resultados sdo verificados por uma equagdo de regressdo linear, determinada pelo
método estatistico dos minimos quadrados, cujos coeficientes “a” (intercepto) e “b” (inclinacédo)
permitem calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo (r). Este
pardmetro possibilita uma estimativa da qualidade da curva obtida, dado que valores mais
préximos de 1,0 configuram uma menor dispersdo do conjunto de pontos experimentais, bem
como menor incerteza (desvios-padrdo) dos coeficientes de regressdo. Um coeficiente de
correlagdo maior que 0,999 é geralmente considerado como evidéncia de ajuste ideal dos dados
para a linha de regressdo, sendo que para a ANVISA o valor minimo aceitavel deve ser de 0,99,
enguanto que para o INMETRO um valor acima de 0,90 é usualmente requerido para a andlise
de dados (Brasil, 2003; Ribani et al., 2007; Souza, 2007; INMETRO, 2011).

A equacdo da reta que relaciona resposta obtida no ensaio em fungdo da concentragdo do
analito é:

y=axz+Dh
Sendo:

y = resposta medida (absorbancia, area ou altura do pico);
X = concentracao;
a = interse¢cdo com o eixo y, quando x = 0;

b = inclinagdo da curva analitica (sensibilidade).

3.6.4 Limite de Deteccéo

Limite de deteccdo (LD) pode ser definido como a menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condigdes
experimentais estabelecidas (Brasil, 2003).

O LD pode ser determinado de diversas formas, seja pela relagdo sinal/ruido do sistema, pelo
desvio padrdo de medidas de matrizes brancas, pelos coeficientes angular e linear da curva
analitica ou ainda por modelos estatisticos (Souza, 2007).

Em cromatografia, o LD é frequentemente determinado pela quantidade injetada do analito
gue resulta em um pico com altura pelo menos duas ou trés vezes maior que o ruido da linha de
base do sistema (Bruce et al.; Huber, 1998).
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3.6.5 Limite de Quantificacdo

Limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentragdo do analito que pode ser determinada
com niveis aceitaveis de exatiddo e precisdo (repetitividade), sob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas (EURACHEM, 1998).

Este pardmetro pode ser obtido de diversas formas, como relacdo sinal/ruido (superior a
10:1), desvio padrdo da média do branco, estimativa do desvio padrdo da resposta préximo ao
LQ e método visual, desde que sejam respeitados os critérios de aceitabilidade (Brasil, 2003).

Para substancias com limites regulamentares estabelecidos, a exemplo dos analitos
monensina e fipronil, o LQ pode ser igual ou maior ao menor ponto de concentracdo da curva de
calibragdo quantitativamente determinado com preciséo e exatiddo apropriadas (AOAC, 1998).

3.6.6 Precisao

Precisdo € a estimativa da dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos de
uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrBes, em condictes definidas; e pode ser
expressa pelo desvio padréo relativo (Srepro) OU pelo coeficiente de variagdo (CV). A precisdo
pode ser avaliada de trés maneiras: repetitividade, precisao intermediaria (ou reprodutibilidade
intralaboratorial) e reprodutibilidade interlaboratorial (Brasil, 2003; Brasil, 2011).

A repetibilidade é o grau de concordancia entre resultados obtidos por ensaios sucessivos e
independentes da mesma amostra em curtos intervalos de tempo, empregando um mesmo
método e realizado sob as mesmas condigdes de medicdo, ou seja, no mesmo laboratorio, pelo
mesmo analista e utilizando o mesmo equipamento (EC, 2002).

J& quando os resultados avaliados sao obtidos utilizando uma mesma amostra e método, em
um mesmo laboratério, porém com alteracfes em condigdes predeterminadas como dias de
andlise, equipamentos, analistas, ambiente, entre outras, essa avaliagdo da precisdo é chamada
de precisdo intermediéria ou reprodutibilidade intralaboratorial (Brasil, 2011).

A reprodutibilidade interlaboratorial € caracterizada pela obtengdo de resultados
independentes com 0 mesmo método, para amostras idénticas, a partir de estudos colaborativos
envolvendo diferentes laboratérios, com diferentes analistas e utilizando diferentes
equipamentos (EC, 2002).

Os critérios de aceitabilidade para repetibilidade e preciséo intermediaria sdo definidos pelo
Codex Alimentarius (2009) e estdo apresentados na Tab. 3.
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Tabela 3. Coeficientes de variacdo (CV) considerados aceitaveis para resultados quantitativos
em funcéo da faixa de concentracao

Concentrag&o (ug/kg) CV para CV para precisdo
repetibilidade (%) intermediéria (%)

<1 35 53

>1la<10 30 45

>10a<100 20 32

> 100 a < 1000 15 23

Fonte: Adaptado de Codex Alimentarius (2009).

3.6.7 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é definida como o grau de concordancia entre 0s
resultados obtidos pelo método em relacdo ao valor verdadeiro presente na amostra. Os
procedimentos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo sdo através de materiais de
referéncia certificados (MRC), fornecidos por organismos reconhecidos e confiaveis, tais como
0 INMETRO, o National Institute of Standards and Technology (NIST), o Laboratory of the
Government Chemist (LGC), etc (EC, 2002, Assis, 2015).

Quando um MRC ndo esta disponivel, a determinacdo da exatidao pode ser obtida através da
participacdo em ensaios interlaboratoriais ou ainda pela realizacdo de ensaios de recuperacéo,
em que as amostras sdo fortificadas com quantidades conhecidas do analito de interesse e 0s
resultados sdo comparados em relacdo a quantidade real presente na amostra (EC, 2002;
INMETRO, 2011).

Os critérios de aceitabilidade para exatiddo, em métodos quantitativos, de acordo com os

valores de recuperagéo, séo estabelecidos pelo Codex Alimentarius (2009) (Tab.4) e EC (2002)
(Tab. 5).
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Tabela 4. Critérios de aceitabilidade para exatiddo, em funcdo da faixa de concentragdo,
conforme Codex Alimentarius (2009)

Concentracédo (ug/kg) Recuperacao (%)

<1 50 a 120
>1la<10 60 a 120
>10a< 100 70a120
> 100 a < 1000 70a110
> 1000 70a110

*Fonte: Adaptado de Codex (2009)

Tabela 5. Critérios de aceitabilidade para exatiddo, em funcédo da faixa de concentragéo,
conforme EC (2002)

Concentracéo (pg/kg) Recuperagao (%)
<1 50a 120
>1al0 70a110
>10 80a110

*Fonte: Adaptado de EC (2002)

3.6.8 Limite de Decisao (CCa)

O CCa ¢ definido como o limite a partir do qual se pode concluir que uma amostra é nao
conforme com uma probabilidade de erro alfa. Erro alfa é a probabilidade de a amostra ensaiada
ser conforme apesar de se ter obtido um resultado ndo conforme (falsa decisdo ndo conforme)
(EC, 2002).

Sendo assim, para substancias com limites regulamentados, resultados menores que 0s
valores estabelecidos para CCa indicam amostras declaradas como conformes ou com analitos
em concentracdes inferiores ao limite maximo permitido, com um nivel de confianga de (1 - o),
enquanto que resultados maiores ou iguais a CCa as configuram como ndo conformes (EC,
2002; Antignac et al., 2003).

O CCa para substancias permitidas (o = 5%) pode ser calculado a partir dos resultados de
andlise de pelo menos 20 matrizes brancas fortificadas na concentragdo do LMR, de acordo com
a seguinte formula (EC, 2002; Brasil, 2011):
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CCo=LMR + 1,64 X SreproLMR
Em que:

CCa: ¢é o valor da concentracao do analito correspondente ao CCa nas unidades de concentragdo
do resultado final.

LMR: € a concentracdo do LMR nas mesmas unidades de concentracdo do resultado final.

SreproLmr: € 0 desvio-padrdo amostral das concentragdes determinadas na série de 20 analises no
nivel de concentracdo do LMR, em condicGes de reprodutibilidade intralaboratorial.

3.6.9 Capacidade de Detec¢ao (CCR)

A CCB é definida como o teor mais baixo da substancia que pode ser detectado, identificado
e/ou quantificado numa amostra com uma probabilidade de erro beta. Erro beta é a
probabilidade de a amostra analisada ser na realidade n&o conforme, apesar de se ter obtido um
resultado conforme (falsa decisdo conforme) (EC, 2002).

Sendo assim, no caso de substancias com um limite permitido estabelecido, isto significa que
a CCp é a concentragdo em que 0 método é capaz de detectar concentragdes no limite permitido
com uma certeza estatistica de 1 — . Desse modo, resultados maiores ou iguais aos valores
estimados para CCP, indicam amostras declaradas como ndo conformes ou com analito presente
em concentragdes superiores ao limite méximo, com uma probabilidade de (1-B) (EC, 2002;
Antignac et al., 2003).

A CCp para substancias permitidas (B = 5%) pode ser calculada a partir dos resultados de
analise de pelo menos 20 matrizes brancas fortificadas na concentracdo do LMR, de acordo com
a seguinte equacdo (EC, 2002; Brasil, 2011):

CCB =LMR + 3,28 X SreproLMR
Em que:

CCB: ¢ o valor da concentragao do analito correspondente ao CC nas unidades de concentracao
do resultado final.

LMR: é a concentragdo do LMR nas mesmas unidades de concentracdo do resultado final.

SreproLMR: € 0 desvio-padrdo amostral das concentragfes determinadas na série de 20 analises no
nivel de concentracdo do LMR, em condigdes de reprodutibilidade intralaboratorial.
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3.6.10 Robustez

A robustez é definida como a susceptibilidade de um método analitico frente a alteracBes das
condicBes experimentais, entre as quais condi¢cbes de armazenamento, condi¢des ambientais
e/ou de preparacdo da amostra, origem e estabilidade dos reagentes, composi¢do, tamanho
(massa ou volume) da amostra, pH, temperatura, tempo, composi¢do da mistura de solventes ou
reagentes para a extracdo da amostra, entre outras (Brasil, 2011).

Para avaliar a robustez de um método de ensaio, verifica-se experimentalmente se a varia¢éo
de cada fator estudado tem efeito significativo sobre a qualidade metroldgica do resultado
analitico. Assim, as informac6es do desempenho do procedimento analitico obtidas durante a
fase de desenvolvimento, ou de otimizacdo, ou de pré-validagdo, sdo de grande valia na escolha
dos fatores a se estudar durante essa fase (Brasil, 2011).

Uma das mais eficientes estratégias para realizar o estudo de robustez € utilizar os chamados
planejamentos fatoriais completos ou fracionarios, tais como a abordagem de Youden. O teste
de Youden permite ndo sé avaliar a robustez do método, mas também ordenar e tipificar a
influéncia de cada uma das variagdes nos resultados finais do método de ensaio. Dessa forma, 0
planejamento fatorial reduz o nimero de experimentos necessarios para se detectar os principais
fatores (ou a interacdo entre eles) capazes de influenciar significativamente no resultado da
medicdo, o que afetaria a qualidade metroldgica e a confiabilidade do procedimento analitico
(EC, 2002; INMETRO, 2011).

Assim, um procedimento analitico é considerado robusto quando nenhum dos fatores
estudados e plausiveis de afetar o resultado possui efeito significativo nos resultados da
medicdo, 0 que torna o método de ensaio mais reprodutivel ao longo do tempo e o apresenta
com maior portabilidade para outro laboratério dentro da mesma organizagdo, no pais ou até no
exterior (Brasil, 2011).

3.6.11 Incerteza de Medicao

Incerteza de medigdo € um pardmetro associado ao resultado de uma medigdo que caracteriza
a dispersdao dos valores que podem ser fundamentadamente atribuidos a um mensurando
(EURACHEMI/CITAC, 2012).

O resultado de uma medi¢do de uma grandeza ¢ desejavel de tal forma que seja determinada
uma indicagdo quantitativa da qualidade deste resultado, para que possa ser avaliada sua faixa
de duvidas por aqueles que o utilizarem. Dessa forma, resultados de medi¢des podem ser
comparados, seja entre dados obtidos por diferentes laboratérios, seja com valores de referéncia
fixados em especificacdo ou norma (ABNT, 2005).

Sendo assim, a medida da incerteza é um indicador quantitativo da confiabilidade dos dados
analiticos, representando o intervalo de um resultado experimental em torno do qual o valor
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verdadeiro se encontra com uma dada probabilidade (nivel de confianga), considerando todas as
fontes de erro (INMETRO, 2011; JCGM, 2010).

Entre as possiveis fontes de incerteza de uma medicao, sdo relatados: definicdo incompleta
do mensurando; amostragem ndo representativa; conhecimento inadequado dos efeitos das
condicBes ambientais sobre a medicdo; erro na leitura de instrumentos analdgicos; valores
inexatos dos padrdes de medicdo e materiais de referéncia; aproximacdo e suposicOes
incorporadas ao método e procedimento de medicdo; j) variacBes nas observacdes repetidas do
mensurando sob condicdes aparentemente idénticas; entre outros fatores (EURACHEM/CITAC,
2012).

3.6.12 Ampliacao do Escopo Analitico Validado para Inclusao de Nova Matriz

Segundo Brasil (2011), a extenséo de escopo validado incluindo nova matriz deve considerar
0s seguintes estudos: linearidade; exatiddo; precisdo; CCa; CCP e incerteza de medig¢do, que
devem comprovar que a inclusdo de nova matriz ndo altera o desempenho do método. As curvas
de calibracdo envolvidas nesses estudos também devem contemplar uma faixa de calibracdo que
inclua o nivel de interesse (LMR).

4. MATERIAL E METODOS

A validacdo do método analitico para determinagdo de residuos de monensina e fipronil em
figado bovino foi realizada no Laboratério de Residuos de Medicamentos Veterinarios (LRM),
do Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO/MG), localizado em Pedro Leopoldo,
Minas Gerais.

Para isso, foi utilizado como base um procedimento analitico ja existente e validado para
determinagdo de residuos de avermectinas (abamectina, doramectina, eprinomectina,
moxidectina e ivermectina) em figado bovino pelo laboratério, que tem, entre seus objetivos,
expandir o escopo analitico do método mediante a inclusdo dos analitos monensina, fipronil e
fipronil sulfona. Desse modo, procedeu-se a realizagdo de uma validagdo completa, a fim de se
definir os pardmetros de validacdo para os novos analitos, bem como reavaliar o método,
garantindo que a inclusdo dos novos analitos ndo altera o desempenho geral do procedimento
originalmente validado.
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4.1 Reagentes, Padrdes, Materiais e Insumos

4.1.1 Reagentes e Padroes

Os reagentes utilizados foram acetonitrila grau LC; acido férmico p.a.; dgua mili-Q; sulfato
de magnésio anidro em pd (pureza minima de 99%); cloreto de sddio p.a.; citrato trissodico
dihidratado p.a.; citrato dissddico sesquihidratado p.a.; Cleanert® — PSA (40-60 um);
Bondesil® — C18 (40 um); formiato de aménio; metanol grau LCMS e p.a.; € membrana
filtrante de politetrafluoretileno PTFE de 0,45 pum ou 0,22 pm.

O padréo de referéncia de monensina (pureza minima de 98%) foi adquirido da marca
Toronto Research Chemicals Inc. (Toronto, Canadd), enquanto que os padroes de referéncia de
fipronil (pureza minima de 99%) e fipronil sulfona (pureza minima de 99,5%) foram adquiridos
da marca Dr. Ehrentorfer (Augsburg, Alemanha) sendo que todos apresentavam certificado
declarando pureza e validade. Foram utilizados também os padrdes de referéncia de
avermectinas, empregados no método originalmente validado pelo laboratério e que foram
analisados na nova validagdo: moxidectina (pureza minima de 94%), eprinomectina (pureza
minima de 97%), abamectina (pureza minima de 97%), doramectina (pureza minima de 84%) e
ivermectina (pureza minima de 94%). A emamectina (pureza minima de 91%) foi utilizada
como padrdo interno, por apresentar elevada resposta analitica e por ser do mesmo grupo das
avermectinas, porém com uso restrito na agricultura.

4.1.2 Materiais

Foram utilizados baldes volumétricos de 10 mL, 50 mL e 100 mL; bandeja em ago
inoxidavel, béquer de polipropileno ou de vidro de 100 mL; faca em aco inoxidavel; frasco de
polipropileno com capacidade de 250 mL e tampa de rosca ou saco plastico; grades para tubos
de centrifuga 50 mL; peso padrdo ou similar; proveta de 1000 mL; tubos de polipropileno tipo
eppendorf para microcentrifuga, capacidade para 1,5 mL; tubos de centrifuga de 50 mL, de
polipropileno, com tampa de rosca.

4.1.3 Insumos
Foi utilizada coluna cromatografica Acquity UHPLC BEH C18, 1,7 um, 2,1 mm x 50 mm
com pré-coluna Acquity UHPLC BEH C18, 1,7 um, 2,1 mm x 5,0 mm.

4.2 Equipamentos

e Agitador de tubos, tipo Vortex;
e Balanca analitica com precisdo minima de 0,0001 g, para pesar padrdes;
e Balanca analitica com precisdo minima de 0,01 g, para pesar amostras;
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¢ Banho de ultrassom; microcentrifuga refrigerada com velocidade de 14000 x g;

e Centrifuga com rotor ou adaptadores para tubos de 50 mL, com alcance de 2700 x g;

o Refrigeradores e freezeres para armazenamento das amostras e padrdes;

e Micropipeta automética com capacidade de 50 a 1000 pL, de 100 a 5000 pL e 20 a 300 pL;

e Sistema de cromatografia liquida de wultra performance (UHPLC-MS/MS) com
degaseificador e amostrador automatico - Acquity® Waters, acoplado ao Espectrometro de
massas triplo quadrupolo equipado com interface ESI - Quattro Premier XE® Waters com
sistema de aquisigdo de dados por microcomputador por software especifico, marca Waters.

4.3 Preparo de SolucGes de Padrdes

Os padrdes foram preparados como solugdes estoque e de adicdo, sendo esta Ultima contendo
a mistura dos analitos nas concentragdes determinadas. Foi preparada também solucdo de
emamectina (padrdo interno).

4.3.1 Solucéo Estoque

As solugdes estoque foram preparadas a partir da pesagem dos padrdes de referéncia de cada
analito, ajustando a massa de acordo com a pureza e a base livre declarada no certificado que
acompanhava os padrdes, a fim de se obter uma concentragdo de 100 pug/mL para os analitos
abamectina (ABA), doramectina (DOR), eprinomectina (EPR), moxidectina (MOX),
emamectina (EMA), ivermectina (IVE), monensina (MON), fipronil (FIP) e fipronil sulfona
(FIPS). Estas solucdes foram preparadas e diluidas individualmente em acetonitrila em balGes
volumétricos calibrados de 100 mL. As solugdes foram conservadas em freezer em temperatura
abaixo de -10°C, atentando-se ao prazo de validade de um ano.

4.3.2 Solucéo Padréo de Adicao

A solucédo padréo de adi¢do (PAVE), contendo todos os analitos, exceto de emamectina, foi
obtida através da diluigdo da solugdo estoque de cada analito em bal&o volumétrico calibrado de
100 mL, nas seguintes quantidades: ABA (1100 pL), DOR (1230 pL), EPR (1190 pL), MOX
(1270 pL), IVE (1250 pL), MON (196 pL), FIP (1210 pL) e FIPS (1120 pL); sendo o volume
final do baldo completado com acetonitrila e obtendo-se assim a concentracéo final do PAVE de
1,25 pg/mL para os analitos ABA, DOR, EPR, MOX, IVE, FIP e FIPS; e 0,25 pg/mL para
MON. A solugdo foi conservada em freezer em temperatura abaixo de -10°C, atentando-se ao
prazo de validade de seis meses.
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4.3.3 Solucédo de Padréo Interno de Adicado (PI) (EMA)

Foram diluidos 65 pL da solucdo estoque de emamectina, concentragdo 115,3 pg/mL, em
baldo volumétrico contendo 100 mL de acetonitrila grau LC, obtendo-se uma concentracdo final
de 0,075 pg/mL. A solucdo foi conservada em freezer em temperatura abaixo de -10°C,
atentando-se ao prazo de validade de seis meses.

4.3.4 Solucéo Padrao de Calibracdo pool para LC-MS/MS

Foram diluidos 20 puL do PAVE (1,25 pg/mL) para 980 pL de acetonitrila LC em um vial,
obtendo-se uma concentracdo final de 20 ng/mL, sendo que esta solucdo foi utilizada para
avaliacdo de desempenho do sistema UHPLC-MS/MS e foi conservada em freezer em
temperatura abaixo de -10°C, atentando-se ao prazo de validade de uma semana.

4.4 Preparo de Solugbes Reagentes

Foram preparadas as solucdes reagentes de formiato de aménio 1 mol/L, formiato de amonio
5 mmol/L (fase movel A) e 4cido formico 0,1% em Acetonitrila/Agua (95:5) (fase mdvel B),
cujos procedimentos estdo descritos a seguir.

4.4.1 Solugéo de Formiato de Aménio 1,0 mol/L

Foram pesados 6,3 g de formiato de aménio, que foram dissolvidos em agua mili-Q e teve
seu volume completado para 100 mL, seguido de homogeneizagdo. A solucdo foi conservada
em refrigerador em temperatura até 10°C, atentando-se ao prazo de validade de trés meses.

4.4.2 Fase Movel A — Solucgéo de Formiato de Amoénio a 5 mmol/L

Transferiu-se 5 mL da solucdo de formiato de aménio 1 mol/L, preparada anteriormente,
para baldo volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume com &gua mili-Q. A solucéo foi
conservada em refrigerador em temperatura até 10°C, atentando-se ao prazo de validade de dez
dias.

4.4.3 Fase Movel B — Acido Férmico 0,1% em Agua/Acetonitrila (5:95)

Diluiu-se 1000 L de &cido férmico para 50 mL de agua mili-Q e misturou-se com 950 mL
de acetonitrila LC. A solucdo foi homogeneizada e levada ao ultrassom por 15 minutos antes de
usar. A fase mével B foi conservada a temperatura ambiente, atentando-se ao prazo de validade
de trés meses.
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4.5 Preparo de Sais

4.5.1 Mistura de Extracdo QUEChERS

Foram pesados, previamente a analise para cada amostra, 0s sais que seriam utilizados na
extracdo nas seguintes quantidades: 2 g de MgSO. anidro; 0,5 g de NaCl; 0,5 g de citrato
trissadico dihidratado e 0,5 g de citrato dissddico sesquihidratado.

4.5.2 Mistura Dispersiva

Foi pesada, previamente & anélise para cada amostra em um microtubo de centrifuga
(eppendorf) de 1,5 mL, a mistura dispersiva: 25 mg de PSA, 25 mg de C18 e 150 mg de MgSO4
anidro.

4.6 Preparo das Amostras

Amostras de figado de bovinos, provenientes do subprograma de monitoramento de residuos
do LANAGRO/MG, foram utilizadas como amostras brancas para os procedimentos de
validagdo, mediante prévia confirmagdo da auséncia de residuos para avermectinas. Desse
modo, a partir de um pool de amostras brancas de figado, o material foi micro processado e, em
seguida, pesado em balanca analitica na quantidade de 2,50 = 0,05g de amostra em tubos de
polipropileno de 50 mL, que foram mantidos congelados, em temperatura inferior a -20°C, até o
momento das anélises.

4.7 Procedimentos de Extracéo

A matriz selecionada (figado) da espécie em estudo (bovino) foi analisada conforme
metodologia proposta por Yabu et al. (2012), consistindo em fortificagdo das amostras com
solucbes de padrbes, extracdo em fase solida dispersiva, purificacdo e quantificagdo em
UHPLC-MS/MS, cujas etapas estdo resumidamente apresentadas no Quadro 1.

Quadro 1. Fluxograma do procedimento de extracdo

Pesar 2,5 g de figado homogeneizado em tubo de polipropileno de 50 mL
l
Adicionar padrao de adicdo (PAVE) e padrdo interno (EMA) e deixar em repouso por 5 minutos
l

Adicionar 5 mL de acetonitrila e misturar em vortex por 1 minuto

l
Adicionar a mistura de extragdo QUEChERS contendo: 2 g de MgSO4; 0,5 g de NaCl; 0,5 g de citrato

trissddico dihidratado; 0,5 g de citrato dissodico sesquihidratado

!
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Agitar em vortex por 30 segundos

l

Deixar em banho de ultrassom por 5 minutos

l

Centrifugar a aproximadamente 2700 xg por 15 minutos a 4 °C
1
Retirar uma aliquota de 1 mL e transferir para um tubo tipo eppendorf de 1,5 mL contendo a mistura
dispersiva: 25 mg de PSA, 25 mg de C18 e 150 mg de MgSO4
1

Agitar em vortex por 30 segundos

l

Centrifugar a aproximadamente 14000 xg por 20 minutos
!
Filtrar o sobrenadante por membrana de PTFE e transferir o contetdo para um frasco de amostrador
automatico (vial)

l
Analisar por UHPLC-MS/MS

4.7.1 Fortificagdo das Amostras com Solugdes de Padrdes

Para o procedimento de extracdo, os tubos de polipropileno contendo as amostras brancas
foram descongelados e as amostras foram fortificadas com o PAVE e com o padrdo interno
(emamectina), nas concentracOes desejadas para cada pardmetro, de acordo com as etapas do
procedimento de validacdo, e agitadas em vortex, permanecendo em repouso por 5 minutos.

4.7.2 Extracao em fase solida dispersiva

Em seguida, adicionou-se 5 mL da solugdo de acetonitrila, homogeneizou-se em vortex por 1
minuto e foi adicionado 3,5g da mistura de extragdo QUEChERS nos tubos, que foram agitados
em vortex por cerca de 30 segundos e levados ao banho de ultrassom por 5 minutos. Os tubos
foram centrifugados por 15 minutos a aproximadamente 2700 xg e 4°C. Apoés esta etapa, uma
aliquota de 1 mL foi transferida para microtubos de centrifuga (eppendorf) contendo a mistura
dispersiva, que foram agitados em vortex por 30 segundos e centrifugados em microcentrifuga
refrigerada com velocidade de 14000 xg durante 20 minutos.

4.7.3 Purificacao

O sobrenadante foi filtrado através de unidade filtrante com membrana de PTFE 0,45 um X
22 mm (FilterPro®) em um frasco de amostrador automatico (vial), e 10 pL do extrato foram
injetados e analisados pelo sistema UHPLC/MS-MS.
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4.8 Parametros Instrumentais

As condigdes de trabalho para o sistema cromatografico e para o espectrdmetro de massas
foram estabelecidas por meio de infusdes de solucBes padrdes dos analitos, preparadas
individualmente. As condi¢des cromatograficas otimizadas (Tab. 6) para a analise de
avermectinas em conjunto com os analitos monensina, fipronil e fipronil sulfona, a partir da
extracdo por QUEChERs e avaliacdo em UHPLC-MS/MS, foram estabelecidas de acordo com a
observacdo de aspectos como separagdo cromatografica, formato e area dos picos que se
apresentaram mais adequados para 0 ensaio. Para a separacdo cromatografica, foi utilizada a
coluna Acquity UHPLC BEH C18 (1,7 pum, 2,1 x 50 mm), cuja temperatura foi fixada em 30°C.

Tabela 6. Condigdes cromatogréaficas otimizadas - Waters Quattro Premier XE

Parémetros Condicbes otimizadas
Interface ESI (+) e ESI (-) para Fipronil e Fipronil Sulfona.
Temperatura 400 °C
Coluna Acquity UHPLC BEH C18, 1,7 um, 2,1 mm x 50 mm com pré-coluna
Acquity UHPLC BEH C18, 1,7 um, 2,1 mm x 5 mm.
Temperatura da coluna 30°C
Volume de injecéo 10 uL
Temperatura do amostrador 10°C
Fase movel Fase movel A (5%) — formiato de amdnio a 5 mmol/L
Fase mével B (95%) — &cido formico 0,1% em acetonitrila/agua (95:5)
Fluxo 0,4 mL/min
Tempo de corrida 4 min

Foram utilizadas as fases moveis A (formiato de aménio e agua) e B (Acido Férmico 0,1%
em Agua/Acetonitrila), em um fluxo de 0,4 mL min™, conforme gradiente estabelecido em
fungéo do tempo de corrida (Tab. 7). O volume de injec&o foi de 10 pL e o tempo de corrida foi
de 4 minutos.

Tabela 7. Gradientes das fases moveis em fungdo do tempo de corrida (min)

Tempo (min.) Ease movel AA.(%)’ o ’ .Fase movel B (%) o
Formiato de ambnio e &gua  Acido férmico 0,1% em acetonitrila/dgua

0,00 100 0

1,00 100 0

2,00 2 98

3,00 2 98

3,10 0 100

4,00 0 100
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Para os padrées ABA, DOR, EPR, MOX e IVE, foram utilizados os parametros previamente
definidos no método de ensaio para analise de residuos de avermectinas, no entanto, para 0s
analitos monensina, fipronil e fipronil sulfona, prepararam-se solu¢Bes na concentracdao de 100
ng/mL de cada analito em metanol/agua (50:50 v/v), que foram injetadas diretamente no
espectrdbmetro de massas utilizando-se seringa de infusdo no fluxo de 10 pL/min. Esse
experimento possibilitou a determinacéo dos ions caracteristicos a serem monitorados para cada
analito (ions precursores), bem como de seus respectivos ions produtos, sendo selecionados dois
produtos de transicdo de cada composto pelo modo Multiple Reaction Monitoring (MRM): a
primeira transicdo (ion base) para identificacdo e quantificacdo; e a segunda transi¢do (ion
diagndstico) para confirmacdo do analito. Assim, foi utilizada fonte de ionizagdo por
electrospray (ESI) operada no modo positivo e negativo; estabeleceu-se a voltagem do capilar
em 3,5 kV; e nitrogénio foi usado como gas de dessolvatacédo a 400 °C com fluxo de 700 L h?,
argonio foi usado como gas de colisdo com fluxo de 50 L h. Os fragmentos monitorados no
modo MRM, com janela de monitoramento de 90 segundos, para o ion precursor e ions produto,
o Dwell Time, a voltagem do cone, a energia de colisdo e o Delay para cada analito estdo
apresentados na Tab. 8.

Tabela 8. Transi¢bes monitoradas e condigdes do espectrometro de massas

. - . - L Dwell Voltagem Energia
Analito lon Precursor lon Base lon Diagndstico Time(s) do Cone  de Colisio Delay(s)
Abamectina 890,5 305,2 567,4 0,050 20,0 25,0 0,020
Doramectina 916,5 331,3 593,3 0,080 20,0 15,0 0,020
Eprinomectina 914,4 330,1 186,00 0,040 20,0 20,0 0,020
Moxidectina 640,4 528,4 498,4 0,050 20,0 13,0 0,020
Ivermectina 892,6 307,2 569,2 0,050 20,0 25,0 0,020
Monensina 693,8 462,5 582,5 0,050 40,0 50,0 0,020
Fipronil 435,1 330,2 250,2 0,020 30,0 25,0 0,020
Fipronil Sulfona 451,0 4152 282,30 0,020 25,0 25,0 0,020
Emamectina 886,5 302,4 158,0 0,080 45,0 35,0 0,020

4.9 Parametros de Validagdo

O método analitico por UHPLC/MS-MS foi validado de acordo com os seguintes parametros
de desempenho: seletividade, linearidade, precisdo, exatidao (recuperacédo), LD, LQ, CCa, CCpB
e robustez (EC, 2002; Codex, 2009; Brasil, 2011; INMETRO, 2011).

4.9.1 Seletividade

Com o objetivo de demonstrar se determinada droga veterinaria potencialmente presente nas
amostras pode afetar os resultados, mascarando ou aumentando a intensidade do sinal
instrumental dos analitos pesquisados, foram analisadas nove amostras de matriz branca
fortificadas em 0,50; 1,0 e 1,50 LMR da solugdo padrdo (PAVE) e outras nove amostras da
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matriz branca fortificadas como anteriormente e contaminadas com 200 pL do interferente
ractopamina (concentracdo final de 12 pg/kg). Esta droga foi escolhida devido a sua
disponibilidade de padrbes fornecidos pelo laboratério e também devido ao histérico de
amostras positivas do PNCRC para esse composto, que € utilizado para ganho de peso e
hipertrofia muscular em animais, embora tenha seu uso atualmente suspenso para bovinos de
corte no Brasil (Vedovatto et al, 2014).

As médias das recuperacdes com e sem adicdo do interferente foram comparadas utilizando
0s testes estatisticos de F (Snedecor) de homogeneidade de variancias e o teste t (Student) de
comparagdo de médias.

4.9.2 Linearidade

Para a determinagdo da linearidade da resposta cromatogréfica, foram analisadas amostras
brancas de figado bovino fortificadas com solucdo padrdo do PAVE nas concentragdes de 5 ug
kgl, 25 pg kg, 50 pg kg?, 100 ug kg?, 125 pg kg?! e 150 pg kg?, para as avermectinas,
fipronil e fipronil sulfona, e nas concentracoes de 1 pg kg?, 5 pg kg2, 10 pg kg2, 20 pg kg?, 25
ug kgt e 30 ug kgt para monensina, correspondentes aos valores de 0,05; 0,25; 0,5; 1,0; 1,25
1,50 LMR, respectivamente, sendo utilizadas trés replicatas em cada nivel de concentragdo. Foi
adicionado o padrdo interno emamectina na concentragédo 0,075 pg/mL.

A linearidade foi avaliada usando o teste F de homogeneidade das variancias,

As solucBes foram injetadas e a resposta instrumental avaliada quanto a linearidade pelos
testes F de homogeneidade de variancias e t de Student, através de um gréfico relacionando area
do pico versus concentracdo. Foi utilizado o coeficiente de correlacdo linear (r) a 95% de
significancia como critério de aceitagdo da qualidade do ajuste da reta aos dados de calibrag&o.
Esta etapa do experimento foi repetida em mais duas ocasides distintas (Brasil, 2011).

4.9.3 CCa e CCP

O CCa e CCP foram determinados através da analise de 20 matrizes brancas de figado
fortificadas na concentracdo do LMR, conforme as seguintes equaces:

CC(l = LMR + 1,64 X SrepI’OLMR CCB = LMR + 3,28 X Sreprol_MR
Em que:
LMR: é a concentragdo do LMR nas mesmas unidades de concentragdo do resultado final.

SreproLMR: € 0 desvio-padrdo amostral das concentracfes determinadas na série de 20 analises
no nivel de concentracdo do LMR, em condigdes de reprodutibilidade intralaboratorial.
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4.9.4 Limite de Quantificacdo (LQ) e Limite de Deteccéo (LD)

O LQ foi estabelecido por meio da analise de um total de 12 amostras brancas fortificadas
em 0,050 LMR, correspondente ao primeiro ponto da curva de calibracdo, para todos os analitos
pesquisados (5 pg kg para fipronil e fipronil sulfona e as demais avermectinas, e 1 ug kg para
monensina), em duas ocasides.

Para todos os analitos, o LD foi definido por estimativa da curva de calibragdo, como sendo
a metade do LQ calculado, baseado na prévia observacdo da injecdo dessa quantidade e a
visualizac@o de picos cromatogréficos de altura trés vezes maior do que o ruido da linha de base
do sistema.

4.9.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio do CV em condicdes de repetibilidade e
reprodutibilidade intralaboratorial, comparando os valores obtidos com aqueles estabelecidos
pelo Codex Alimentarius (2009) (Tab. 3).

A repetibilidade foi estudada a partir da analise de amostras fortificadas nos niveis 0,5; 1,0 e
1,50 LMR, sendo seis replicatas por nivel, utilizando as mesmas condicdes, ou seja, 0 mesmo
analista, 0 mesmo laboratdrio e os mesmos equipamentos. O procedimento foi repetido em mais
uma ocasido, resultando em 12 amostras por nivel, totalizando 36 amostras.

Para a determinacdo da reprodutibilidade intralaboratorial, foram realizadas as mesmas
analises, utilizando, porém, um segundo analista, em uma ocasido. Foram avaliados
conjuntamente os resultados de repetibilidade dos dois analistas, isto €, 18 amostras por nivel de
concentragdo, totalizando 54 amostras.

4.9.6 Exatidao

A exatiddo do método foi estabelecida conforme a Diretiva 657 (EC, 2002), a partir dos
valores de recuperagdo obtidos nos ensaios de precisdo, os quais foram realizados por 2
analistas, que repetiram individualmente a extracdo dos analitos em 3 niveis de recuperacgéo (0,0
LMR; 1,00 LMR e 1,50 LMR), sendo seis replicatas por nivel, em trés ocasides diferentes,
totalizando 18 aliquotas. Foi determinada a concentracdo das substancias em cada uma das
amostras e calculada a recuperacdo média e o CV, cujos valores foram comparados com 0s
considerados aceitaveis para resultados quantitativos, conforme o Codex Alimentarius (2009)
(Tab. 4) e EC (2002) (Tab. 5).
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4.9.7 Robustez

O procedimento de avaliagdo da robustez foi executado seguindo a abordagem de Youden.
Os fatores selecionados para serem avaliados foram a adi¢do dos sais MgSO4 ou Na,SO. ha
mistura de extracdo QUEChERS; a utilizacdo ou ndo de banho ultrassom, que ocorre ap6s a
adicdo da mistura de extracdo nos tubos contendo solucdo de padr@es e solvente; e a adicdo ou
ndo de 50 pL de fase mdvel aquosa (A) previamente a injecdo no sistema de cromatografia. O
experimento foi conduzido por meio da fortificacdo no limite de referéncia de oito amostras de
figado bovino, de acordo com as variagdes propostas nas tabelas 7 e 8.

Tabela 9. Fatores e variacOes testadas para 0 método de extracdo em figado bovino

Fator Método Original Variagao testada
Sal de extracéo MgSOs (A) Na2SO: (a)
Banho ultrassom Sim (B) Né&o (b)
Adicgdo de fase movel A previamente & injecdo N&o (C) Sim (c)

Tabela 10. Combinagdes dos fatores para avaliacdo de robustez

Fator Combinacéo ensaiada

1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A a a a A a
Boub B B b b B b b B
Couc C c C c C C c c
Resultado S (original) t u Y w X y z

Os ensaios foram realizados de forma aleatoria, em duplicata de injecdo, sendo que 0s
fatores com letra maiuscula correspondem ao procedimento original executado nas etapas de
validacdo e os fatores representados por letra minascula correspondem a modificacdo proposta.
Foi calculada entdo a concentracdo de cada analito referente a cada ensaio realizado, por meio
de uma curva de calibracdo. O teste foi finalizado calculando-se o desvio padrdo das diferengas
(Sbi) das concentracBes calculadas de cada fator. O valor de desvio padrdo das diferencas dos
fatores estudados foi comparado com o valor de desvio padrdo no nivel do LMR (SreproLmr) €M
condicdes de reprodutibilidade intralaboratorial.

4.9.8 Incerteza de Medicao Analitica

A incerteza de medi¢do padrdo combinada (uc) foi obtida por meio da composicdo das
incertezas da curva analitica (Ucaib.) € de precisdo intermediaria (U(X)repro), pela metodologia Top-
Down, para os niveis 0,5; 1,0 e 1,5 LMR (Brasil, 2011). A uc foi calculada pela seguinte
equacdo:
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Uc = \/(Ccaﬁb U caiip )‘ +u ;'e’p}'a
Equacdo (1)
Em que:

Cealib: € um coeficiente de sensibilidade obtido da equacdo do mensurando e como uma fungao
da concentracdo do analito interpolada na curva.

U caiib: € a incerteza da concentragdo do analito. E obtida pela equacio (2).

u? repro: € a incerteza em condicBes de reprodutibilidade intralaboratorial. E obtida pela equagio

@3).

A incerteza de previsdo da curva de calibracdo (ucaib) € constituida das incertezas advindas
da indicacdo da resposta instrumental para a amostra; do intercepto da reta de calibracdo; da
inclinacdo da reta de calibracdo; e da covariancia entre o intercepto e a inclinacdo da reta de
calibracédo (Brasil, 2011). A ucai» foi calculada pela seguinte equacéo:

i

calib =

\/32 (y*)+5° (a )+(x"‘)2 s* (b)+2x*cov(a,b)
2
b Equacéo (2)
Sendo:

x*: valor da concentragdo do analito no nivel de referéncia (LMR)

s?(y*): variancia da resposta instrumental estimada a partir dos parametros da curva de
calibracéo

s?(a): variancia do intercepto da curva de calibracéo
s?(b): variancia da inclinagéo da curva de calibragéo
cov (a,b): covariancia entre o intercepto e a inclina¢do da curva de calibracdo

b: inclinag&o da curva de calibragéo

Conforme EURACHEMY/CITAC (2012), quando um componente de incerteza for avaliado
experimentalmente a partir da dispersdo de medidas repetidas, este pode ser expresso como
desvio padréo. Sendo assim, a incerteza de medicéao analitica em condigdes de reprodutibilidade
u(X)repro foi determinada a partir do desvio padréo relativo obtido mediante estas repetidas
observacGes, a partir da seguinte equacao:
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'5}'ep}'o

U= (N —

Equacdo (3)
Sendo:

X*: valor de concentracdo do analito determinado no estudo de reprodutibilidade em 0,5; 1,0 e
1,5 LMR.

Srepro: desvio padréo relativo dos valores de concentragcdo do analito obtidos apds repetidas
observacdes.

X: média estimada das reais concentragdes dos analitos nas fortificagdes realizadas.

A incerteza expandida (U) é o componente que fornece um intervalo mais provavel, com alto
nivel de confianga, que esteja o valor do mensurando. U é obtido multiplicando-se a incerteza
combinada (uc) por um fator de abrangéncia (k), que é baseado no nivel de confianca desejado,
no caso k = 2, para nivel de confianca de 95% (EURACHEM/CITAC, 2012).

Foi considerado aceitavel o valor de uc que ndo excedeu mais de quatro tercos do valor de
CV em condi¢des de precisdo intermediaria (Tab. 3), conforme Brasil (2011). Na Tab. 11 é
mostrado o critério de aceitabilidade para a uc nas diferentes concentra¢des dos analitos.

Tabela 11. Critério de aceitabilidade para incerteza padrdo combinada em funcao da

concentragdo

Concentracéo (ug kg™?) uc (ug kgt)
10,0 4,27
20,0 8,53
30,0 12,80
50,0 21,33
100,0 30,67
150,0 64,00

4.10 Ampliacdo do Escopo Analitico Validado para Inclusdo da Matriz Figado de Frango

Foi realizada a expansdo do escopo do método analitico validado para inclusdo da matriz
figado de frango na determinacgdo e quantificacdo de residuos de monensina, fipronil, fipronil
sulfona e avermectinas, por meio da técnica LC-MS/MS, mediante avaliacdo dos seguintes
parametros: linearidade; exatidao; precisao; CCa; CCP e incerteza de medigao.

Para isso, foram analisadas amostras brancas de figado de frango fortificadas com solucao
padrdo do PAVE (0,25 pg kg! para monensina, abamectina, doramectina, ivermectina,
eprinomectina e moxidectina; e 0,50 pg kg™ para fipronil e fipronil sulfona) para a construgéo
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da curva analitica, nas concentragdes de 5 pug kg, 25 pg kg2, 50 pg kg, 75 pg kg, 100 pg kg
1'e 125 pg kg?, correspondentes aos valores de 0,05; 0,25; 0,5; 0,75; 1,0 e 1,25 LMR, sendo
utilizadas trés replicatas em cada nivel de concentracéo.

As curvas de calibragdo envolvidas nesses estudos contemplaram uma faixa de calibragéo
baseada no nivel de interesse (LMR) dos analitos mencionados em figado de frangos, conforme
0 PNCRC (Brasil, 2017), a saber: 10 pg/kg para monensina, abamectina, doramectina,
eprinomectina, ivermectina e moxidectina; e 20 pg/kg para fipronil e fipronil sulfona.

Foram avaliadas também 10 amostras brancas de figado de frango fortificadas com solucéo
padrdo do PAVE na concentracdo equivalente a 1,0 LMR, analisadas para os estudos de
exatiddo, preciséo, CCa, CCP e incerteza de medigdo. Foi adicionado 50 pL do padrdo interno
emamectina na concentracdo 0,075 pg/mL em todas as amostras. O experimento foi repetido em
mais uma ocasido.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacéo do Método

5.1.1. Seletividade

A seletividade foi inicialmente avaliada pela verificacdo visual da presenca ou ndo de picos
de compostos interferentes eluindo no mesmo tempo de retencdo dos analitos de interesse. Para
isso, foram analisadas nove amostras de matriz branca fortificada em 0,50; 1,0 e 1,50 LMR da
solucgdo padrdo (PAVE) e outras nove amostras de matriz branca fortificada como anteriormente
e contaminadas com 200 pL de ractopamina (concentragdo final de 12 pg/kg), considerada
como interferente potencial. Os cromatogramas dos analitos de interesse, com e sem adigdo de
ractopamina, estdo ilustrados nas figuras 6 e 7.
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Figura 6. Cromatogramas dos analitos FIP, FIPS, IVE, DOR, MOX, ABA, EPR e EMA,
contaminados com o interferente ractopamina

62



VAB 498 Robinson Rangel
30-May-2017 18:30:19

10LR-D-30-05-17INJ1 2: MRM of 3 Channels ES-
185 TIC (Fipronil)
102% 4,245
O e P T T T T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50
10LR-D-30-05-17INJ1 1: MRM of 2 Channels ES-
100 187 TIC (Fipronil Sulfona)
% 7.1465
O e P T T T T T T
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50
10LR-D-30-05-17INJ1 9: MRM of 2 Channels ES+
2.65 TIC (Ivermectina)
102 3.97e5
0H‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘HH‘\H\‘\H\‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘\H\‘HH‘HH‘H\\‘H\\‘HH‘\\H‘\\H‘HH‘HH‘\H\‘\H\
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 450 5.00 5.50
10LR-D-30-05-17INJ1 8: MRM of 2 Channels ES+

2.35 TIC (Doramectina)

100
o\% /k 4.28¢5

0 T T T[T [T T T T[T [T T [T T [T T[T e [T T [T T [T T[T T [T T[T T[T T[T T[T T[T [T T[T T TTIT[TTTT

050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

10LR-D-30-05-17INJ1 7: MRM of 2 Channels ES+
234 TIC (Moxidectina)
102 \ 2.69e5
0H‘HH‘HH‘\H\‘H\\‘HH‘\H\‘\\H‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘\H\‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘HH‘\\H‘\\H‘HH‘HH‘H\\‘\H\
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
10LR-D-30-05-17INJ1 6: MRM of 2 Channels ES+
221 TIC (Abamectina)
102 5.13e5
0H‘HH‘HH‘\H\‘H\\‘HH‘\H\‘\\H‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘\H\‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘HH‘\\H‘\\H‘HH‘HH‘H\\‘\H\
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
10LR-D-30-05-17INJ1 5: MRM of 2 Channels ES+
100 2.08 TIC (Eprinomectina)
% 1.90e6
0H‘HH‘HH‘\H\‘H\\‘HH‘\H\‘\\H‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘\H\‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘HH‘\\H‘\\H‘HH‘HH‘H\\‘\H\
050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
10LR-D-30-05-17INJ1 4: MRM of 2 Channels ES+
182 TIC (Emamectina)
102% 2.38¢6
0H‘HH‘HH‘H\\‘H\\‘HH‘\\H‘\\H‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘\H\‘HH‘HH‘\H\‘\H\‘HH‘\H\‘\H\‘HH‘HH‘\H\‘\H\Time

050 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Figura 7. Cromatogramas dos analitos FIP, FIPS, IVE, DOR, MOX, ABA, EPR e EMA, néo
contaminados com o interferente ractopamina
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Também foi preparada uma curva de calibragdo nas concentra¢ées 0,05; 0,25; 0,5; 1,0; 1,25
e 1,50 LMR para célculo da concentracdo e recuperagdo das amostras. As médias das
recuperacGes com e sem adicdo de interferente foram comparadas pelos testes estatisticos de F
(Snedecor) de homogeneidade de variancias e de t de Student de comparagdo de médias, a 95%
de significancia. O teste F foi utilizado para comparar estatisticamente as variancias dos dados.
A estatistica do teste se da pela determinacdo do valor de F critico (Equacdo 4), para posterior
comparagédo com o valor de F tabelado, que corresponde ao valor de probabilidade observado na
tabela F, para 95% de significancia e oito graus de liberdade no numerador e denominador.

]

_5
f 2
&g

F o
Equacéo (4)

Sendo:

S1 — desvio padrdo das recuperacdes sem adi¢do de interferentes.

S, — desvio padrdo das recuperagfes com adicéo de interferentes.

Para 0s casos em que as variancias entre os dois conjuntos de dados (com e sem adicéo de
ractopamina) foram equivalentes (FCaculado< Feriico), fOi aplicado o teste t ndo pareado com
variancia agrupada. Para as amostras cujas variancias foram heterogéneas (Fcaiculado™ Ferttico), O
valor de t foi calculado, aplicando o teste t ndo pareado com variancia ndo agrupada.

Nos casos de MON, FIP, FIPS, DOR, EPR e MOX, o valor de F critico foi maior que o valor
de F tabelado (3,4381), portanto as variancias das médias de recuperacdo com e sem a adi¢ao
dos possiveis interferentes foram estatisticamente equivalentes. Ja para ABA e IVE, o valor de
F critico foi inferior ao valor de F tabelado, o que indicou que as variancias das médias de
recuperacao para os dois conjuntos ndo foram estatisticamente equivalentes. Na aplicacdo do
teste t de Student, todos os analitos, com excecdo de IVE, apresentaram valores de t calculado
menores que os de t critico, o que indica a seletividade do método para MON, FIP, FIPS, ABA,
DOR, EPR e MOX frente ao interferente adicionado, conforme demonstrado na Tab. 12.

Tabela 12. Recuperacfes médias, valores de F e t criticos e calculados para conjunto de
amostras com e sem ractopamina e suas avaliacfes

Analito Recuperacao média (%) Teste F Teste t de Student Resultado
Sem ractopamina Com ractopamina Feritico F calculado teritico tealculado
MON 100,83 106,13 3,44 2,78 2,120 1,270 Seletivo
FIP 111,26 108,43 3,44 1,49 2,120 0,499 Seletivo
FIPS 104,57 99,33 3,44 2,57 2,160 1,132 Seletivo
ABA 105,411 104,267 3,44 3,87 2,120 0,269 Seletivo
DOR 94,078 90,456 3,44 1,24 2,120 1,196 Seletivo
EPR 96,633 88,722 3,44 1,36 2,120 1,123 Seletivo
IVE 95,000 59,722 0,29 0,95 2,120 11,313 N&o Seletivo
MOX 101,022 100,144 3,44 2,80 2,160 0,186 Seletivo

64



Apesar de os resultados do teste t de Student de comparacdo das médias das recuperacdes
indicarem que o método ndo foi seletivo para ivermectina, recomenda-se a manutengao desse
analito no método analitico, visto que os cromatogramas indicaram ndo haver analitos com
sinais analiticos coincidentes ao tempo de retencdo da ivermectina (2,66 min.). Existe também a
suspeita de que tenha ocorrido uma interacdo do solvente metanol com a ivermectina, uma vez
gue a solucdo padrdo de ractopamina encontrava-se diluida no metanol, diferentemente do
PAVE, que é diluido na acetonitrila. Apesar disso, Stolker et al. (2007) afirmam que
espectrémetros de massas do tipo triplo quadrupolo, como o que foi usado nesse trabalho, sdo
altamente seletivos e possuem a capacidade de monitorar e confirmar diversas transices
simultaneamente, o que poderia assegurar que a ivermectina fosse detectada e diferenciada dos
demais compostos.

5.1.2 Linearidade

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
validacao (Fcarculado > Frabelado= 5,05), logo, a regressdo foi ajustada pelo método dos minimos
guadrados ponderados (MMQP).

Em seguida, aplicou-se o teste t de Student, a partir do coeficiente de correlagédo da reta (r),
para verificar a adequacdo do ajuste linear. Para todas as curvas analiticas, de todos os analitos,
o valor de t calculado foi maior que o valor de t critico = 2,776, assim, 0 ajuste da regressao
linear foi considerado adequado.

A Tab. 13 apresenta os parametros da curva de calibracdo da monensina para cada dia de
analise, seguida da Figura 8, que apresenta sua curva analitica combinada, equacgdo
correspondente (y), coeficiente de determinacdo (R?) e coeficiente de correlacéo da reta (r).

Tabela 13. Pardmetros da curva de calibracdo da Monensina, adicionada a figado bovino, na
faixa de 1 a 30 pg/kg

Teste t de Student para

* *
Curva linearidade dos pontos da curva r Testeder
1° dia Linear 0,994 Satisfatorio
2° dia Linear 0,990 Satisfatorio
3° dia Linear 0,993 Satisfatorio
Combinado Linear 0,991 Satisfatério

*r = coeficiente de correlacdo
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Figura 8 - Curva de linearidade da monensina

A Tab.14 apresenta os parametros da curva de calibracdo do fipronil para cada dia de analise,
seguida da Figura 9, que apresenta sua curva analitica combinada, equacao correspondente (y),
coeficiente de determinacéo (R?) e coeficiente de correlagdo da reta (r).

Tabela 14. Pardmetros da curva de calibracdo do Fipronil, adicionado a figado bovino, na faixa
de 5 a 150 pg/kg

Teste t de Student para

Curva linearidade dos pontos da curva r Teste de r*
1° dia Linear 0,986 Satisfatorio
2° dia Linear 0,988 Satisfatdrio
3° dia Linear 0,991 Satisfatdrio
Combinado Linear 0,980 Satisfatdrio

*r = coeficiente de correlacdo
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Figura 9 - Curva de linearidade do fipronil

A Tab. 15 apresenta os parametros da curva de calibracdo do fipronil sulfona para cada dia
de andlise, seguida da Figura 10, que apresenta sua curva analitica combinada, equacao
correspondente (y), coeficiente de determinacédo (R?) e coeficiente de correlacéo da reta (r).

Tabela 15. Parametros da curva de calibracdo de Fipronil Sulfona, adicionado a figado bovino,
na faixa de 5 a 150 pg/kg

Teste t de Student para

Curva linearidade dos pontos da curva r Teste de r*
1° dia Linear 0,993 Satisfatério
2° dia Linear 0,986 Satisfatério
3°dia Linear 0,987 Satisfatério
Combinado Linear 0,989 Satisfatério

*r = coeficiente de correlacdo
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Figura 10 - Curva de linearidade do fipronil sulfona

A Tab. 16 apresenta os par@metros da curva de calibracdo das avermectinas (abamectina.
doramectina, eprinomectina, ivermectina e moxidectina) para cada dia de analise.

Tabela 16. Parametros da curva de calibragdo de ABA. DOR, EPR, IVE e MOX em figado bovino,
na faixa de 5 a 150 pg/kg
Teste t de Student

Analito . ) r* Teste de r*
para Linearidade

1°ia 2°ia 3°ia Combinado

Abamectina Linear 0,995 0,967 0,978 0,951 Satisfatdrio
Doramectina Linear 0,990 0,975 0,990 0,979 Satisfatério
Eprinomectina Linear 0,951 0,959 0,988 0,927 Satisfatério
Ivermectina Linear 0,990 0,920 0,988 0,911 Satisfatério
Moxidectina Linear 0,995 0,991 0,993 0,965 Satisfatério

*r = coeficiente de correlacdo

As Figuras 11, 12, 13, 14 e 15 apresentam as curvas analiticas combinadas, equacdes
correspondentes (y), coeficientes de determinacgdo (R?) e coeficientes de correlacdo da reta (r)
para o0s analitos abamectina, doramectina, eprinomectina, ivermectina e moxidectina,
respectivamente.
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Conforme os resultados obtidos, foi possivel concluir que o modelo linear foi adequado para
0s analitos monensina, fipronil, fipronil sulfona e avermectinas, visto que os valores do
coeficiente de correlacdo (r) foram superiores a 0,911, o que estd de acordo com 0s critérios
preconizados pelo INMETRO (2011), que recomenda valores de r superiores a 0,90, indicando
um excelente ajuste dos dados para a linha de regressdo. Cabe ressaltar que esse parametro
representa uma estimativa da qualidade da curva obtida, uma vez que valores mais préximos de
1,0 possuem menor dispersdo do conjunto de pontos experimentais e, portanto, menor incerteza
dos coeficientes de regressao estimados (Ribani et al., 2007).

5.1.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada por meio dos coeficientes de variacdo (CV), em condicGes
de repetibilidade e reprodutibilidade, cujos valores estdo apresentados na Tab. 17.

Tabela 17. Coeficientes de variagdo obtidos nos ensaios de repetibilidade e reprodutibilidade
intralaboratorial para avaliagdo da precisdo do método

Analito Repetibilidade — CV (%) Reprodutibilidade — CV (%)
05LMR* 10LMR* 15LMR* 05LMR* 10LMR* 15LMR*

Monensina 54 59 55 7,1 7,0 5,7
Fipronil 8,8 5,9 9,8 9,9 7,1 10,1
Fipronil Sulfona 7,8 7,3 6,7 6,6 6,2 6,4
Abamectina 27,5 21,7 19,5 22,6 17,9 15,5
Doramectina 12,0 6,2 6,8 10,1 9,2 10,9
Eprinomectina 20,4 8,9 11,9 18,5 19,0 16,9
Ivermectina 10,7 10,3 16,9 9,2 10,2 16,9
Moxidectina 9,0 7,1 8,6 9,1 6,2 8,0

*LMR = limite maximo de residuos
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Os coeficientes de variacdo dos resultados obtidos nos ensaios de repetibilidade para
monensina, fipronil e fipronil sulfona variaram de 5,4 a 9,8%, o0 que esta de acordo com o
preconizado pelo Codex (2009) (Tab. 3), que recomenda CV méaximo de 30% para a faixa de
concentragdo entre 1 e 10 pg/k, CV méximo de 20% entre 10 e 100 pg/kg, e CV méaximo de
15% para concentrac@es entre 100 e 1000 pg/kg. O mesmo ocorreu para as avermectinas, com
excecao da abamectina, que apresentou CV ligeiramente superior ao aceitavel nas concentraces
de 50 pg/kg, 100 pg/kg e 150 pg/kg; da eprinomectina, cujo CV na concentragédo de 50 pg/kg
foi de 20,4%; e da ivermectina, cujo CV na concentracdo de 150 pg/kg foi de 16,9%.

Quanto as condi¢Bes de reprodutibilidade intralaboratorial (precisdo intermediaria), os
valores obtidos para monensina, fipronil e fipronil sulfona variaram entre 5,7 e 10,1%, o0 que
também est4d em conformidade com o estabelecido pelo Codex (2009), que determina CV
maximos de 45%, 32% e 23% para as faixas de concentragdo entre 1 a 10, 10 a 100 e 100 a
1000 pg kg?, respectivamente. Igualmente, os valores de CV das avermectinas variaram entre
6,2 e 22,6%, 0 que também os torna aceitaveis segundo o Codex (2009).

Apesar de a abamectina, eprinomectina e a ivermectina apresentarem resultados ligeiramente
superiores aos estabelecidos pelo Codex (2009) para repetibilidade, o método pode ser
considerado preciso, pois, além de seus valores de CV estarem préximos aos tidos como
aceitaveis, os ensaios de precisdo intermediaria demonstraram que tais analitos estdo de acordo
com o estabelecido pela mesma referéncia em condicdes de reprodutibilidade intralaboratorial.

5.1.4 Exatidao

A exatiddo do método foi estabelecida a partir dos valores de recuperacdo obtidos nos
ensaios de precisdo, os quais foram realizados por dois analistas, que repetiram individualmente
a extracdo dos analitos em 3 niveis de concentracéo (0,5 LMR; 1,0 LMR e 1,5 LMR), sendo seis
replicatas por nivel, em trés ocasides diferentes. Na Tab. 18 estdo indicados os percentuais
médios de recuperacao e os coeficientes de variacdo (CV%) obtidos na avaliacdo da exatidao.

Tabela 18. Recuperagdes médias (Rec) e coeficientes de variacdo (CV) de monensina, fipronil,
fipronil sulfona e avermectinas na matriz figado bovino

Analito 0,5 LMR* 1,0 LMR* 1,5 LMR* Meédias (%)
Rec (%) CV (%) Rec(%) CV (%) Rec(%) CV (%)

Monensina 113,8 6,6 103,7 6,2 100,8 6,4 106,1
Fipronil 94,9 9,9 96,2 71 93,9 10,1 95
Fipronil Sulfona 113,8 6,6 103,7 6,2 100,8 6,4 106,1
Abamectina 112,5 22,6 109,6 17,9 104,7 15,5 108,9
Doramectina 113,0 10,1 99,0 9,2 96,2 10,9 102,7
Eprinomectina 100,3 18,5 103,9 19,0 91,8 16,9 98,7
Ivermectina 110,5 9,2 92,3 10,2 88,6 16,9 97,1
Moxidectina 98,7 9,1 95,8 6,2 100,6 8,0 98,4

*LMR = limite maximo de residuos
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O percentual de recuperacdo de monensina, fipronil e fipronil sulfona em figado bovino
variou entre 94,9% e 113,8% na concentracdo de 50 pg kg™, enquanto na concentragdo de 100
ug kg, a recuperacéo variou de 96,2% a 103,7%; por sua vez, na concentracdo de 150 pg kg2,
a menor taxa de recuperacdo observada foi de 93,9%, enquanto que a maior foi de 100,8%. J&
para as avermectinas, a recuperacdo variou de 98,7% a 113,0% na concentragédo de 50 ug kg?;
de 92,3% a 109,6% na concentracdo 100 ug kg?; e de 88,6% a 104,7% na concentragdo de 150

Mg kg™,

O Codex Alimentarius (2009) recomenda valores de recuperagdo entre 60 e 120% para
concentragdes do analito entre 1 e 10 pg kg?; entre 70 e 120% para concentragdes entre 10 e
100 pg kg?, e entre 70 e 110% para concentragdes entre 100 e 1000 pg kg?, o que torna os
resultados satisfatorios para este critério, tanto para monensina, fipronil e fipronil sulfona,
quanto para as avermectinas. Da mesma forma, a EC (2002) estabelece faixas de aceitacdo do
fator de recuperacéo, sendo que nos casos de concentracdes do analito entre 1 e 10 pg kg, o
intervalo de aceitacdo é de 70% a 110%, o que novamente enquadra os resultados obtidos como
satisfatorios.

5.1.5 Limites de Detecc¢éo (LD) e Quantificacédo (LQ)

Para todos os analitos, o LD foi definido por estimativa da curva de calibracdo e visualizagdo
dos picos cromatograficos como sendo a metade do LQ calculado. Por sua vez, o LQ foi
estabelecido por meio da analise de um total de 12 amostras brancas fortificadas em 0,050
LMR, correspondente ao primeiro ponto da curva de calibra¢do, em duas ocasides. Os limites de
detec¢do e quantificacdo do método para os analitos avaliados, juntamente com os valores de
recuperacao média e coeficiente de variagdo deste ultimo, estdo retratados na Tab. 19.

Tabela 19. Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do método UHPLC-MS/MS para
monensina, fipronil, fipronil sulfona e avermectinas em figado bovino

Analito LMR* (ug kg') LD (ugkg?) LO (ugkg?) Rec(%)** CV (%)***
Monensina 20 0,5 1,0 74,6 20,4
Fipronil 100 2,5 50 109,5 11,5
Fipronil Sulfona 100 2,5 5,0 84,7 6,9
Abamectina 100 2,5 5,0 87,0 13,5
Doramectina 100 2,5 5,0 81,8 15,4
Eprinomectina 100 2,5 5,0 94,4 20,0
Ivermectina 100 2,5 5,0 86,3 21,8
Moxidectina 100 2,5 5,0 108,7 13,7

*LMR = limite méximo de residuos
**Rec = recuperagdo média
***CV = coeficiente de variagdo
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5.1.6 Limite de Decisido (CCa) e Capacidade de Deteccio (CCP)

Os valores de CCa ¢ CCP foram calculados a partir do desvio padrdo de 20 amostras brancas
fortificadas no nivel no LMR, conforme as equacdes apresentadas no item 4.9.3. Os resultados
estdo descritos na Tab. 20.

Tabela 20. Limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgdo (CCP) do método UHPLC-
MS/MS para monensina, fipronil, fipronil sulfona e avermectinas na matriz figado bovino

Analito CCo (ng kg?) CCB (ng kg?)
Monensina 20,51 21,02
Fipronil 102,50 104,99
Fipronil Sulfona 100,68 101,35
Abamectina 111,50 123,01
Doramectina 103,79 107,57
Eprinomectina 107,70 115,41
Ivermectina 134,87 169,74
Moxidectina 110,17 120,33

Para a interpretacdo desses resultados, Antignac et al. (2003) estabelecem os seguintes
critérios, baseados em testes de hipGteses e considerando valores independentes para os dois
tipos de erro: para resultados menores que os valores estabelecidos para CCa, declaram-se as
amostras como conformes ou com analitos em concentracOes inferiores ao limite maximo
estabelecido, com um nivel de confianca de (1 — a); j& para resultados maiores ou iguais aos
valores estimados para CCp, declaram-se as amostras como ndo-conformes ou com analito
presente em concentragdes superiores ao limite maximo, com uma probabilidade de (1 — B); por
fim, existe uma faixa de incerteza estatistica entre os valores de CC o e CC B. No entanto,
apesar de a EC (2002) tratar de ambos os tipos de erro, somente considera CCa como critério de
conformidade na interpretacdo dos resultados, sugerindo que valores menores que 0S
estabelecidos para CCa sejam declarados como conformes e maiores ou iguais a CCa como nao
conformes.

5.1.7 Robustez

O procedimento de avaliagdo da robustez foi realizado conforme descrito no item 4.9.7. A
média de recuperacdo de cada fator foi calculada considerando os resultados em que esse fator
estava presente, sendo determinado o efeito da variacdo em cada fator através da diferenca dos
resultados de recuperacdo de cada um. O teste foi finalizado calculando-se o desvio padrdo das
diferencas (Soi) das concentragdes calculadas para cada fator. Por fim, o valor de desvio padrdo
das diferencas dos fatores estudados foi comparado com o valor de desvio padrdo relativo no
nivel do LMR em condi¢des de reprodutibilidade intralaboratorial (SreproLmr). OS resultados
estdo apresentados na Tab. 21.
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Tabela 21. Valores de desvio-padrdo das diferencas (Spi) para cada combinacdo de fatores
experimentais e avaliacdo da robustez
Analito Diferencas Soi Srepro* Avaliacao
DA/a*=  DB/b#* DC/ s

Monensina -7,4 0,3 -3,8 6,8 7,0 Robusto
Fipronil -10,3 2,5 -10,1 12,0 6,8 N&o robusto
Fipronil Sulfona -0,59 0,3 -5,8 4,7 6,4 Robusto
Abamectina -3,8 53 -0,1 53 19,7 Robusto
Doramectina -6,6 2,8 -1,5 6,0 9,1 Robusto
Eprinomectina -17,7 26,2 0,7 25,8 19,7 Né&o robusto
Ivermectina -2,4 5,6 4,0 5,9 9,4 Robusto
Moxidectina 3,3 2,0 -1,4 3,4 59 Robusto

*Sreprodesvio-padrao relativo no nivel do LMR em condigdes de reprodutibilidade

**DA/a = desvio-padrio das diferengas para o fator “composigéo dos sais - MgSO4 (A) ou Na2SO4 (a)”
***DB/b = desvio-padrio das diferengas para o fator “uso (B) ou ndo (b) de banho ultrassom”

***DC/c = desvio-padrdo das diferengas para o fator “adi¢do (C) ou néo (c) de fase movel aquosa (50 pL)
previamente a injecdo”

O ensaio de robustez indicou que modificagcdes na composi¢do dos sais (MgSO4 ou Na,SO.);
no uso ou ndo de banho ultrassom; e na adicdo ou ndo de 50 pL de fase moével aquosa
previamente a inje¢do; podem comprometer a precisdo dos resultados de alguns analitos, como
fipronil e eprinomectina; porém ndo interferem nos resultados de precisdo da monensina,
fipronil sulfona, abamectina, doramectina, ivermectina e moxidectina.

Assim, para a obtencdo de resultados confidveis, recomenda-se que as condicGes
originalmente executadas nas etapas de validagdo sejam criteriosamente mantidas. Apesar disso,
é importante ressaltar que tais alteracdes ndo invalidam o método, mas especificam quais seus
pontos criticos, com o objetivo de orientar o operador para sua adequada execugao.

5.1.8 Incerteza de Medicdo Analitica

O procedimento de avaliagdo da incerteza de medicdo analitica combinada (uc) e expandida
(V) foi realizado conforme descrito no item 4.9.8. Para ser considerada aceitavel, a uc ndo deve
exceder mais de quatro tercos o valor de CV em condi¢des de precisdo intermediaria (Tab. 3).

Portanto, em relacdo aos analitos FIP, FIPS, ABA, DOR, EPR, IVE e MOX, para as
concentragdes de 50, 100 e 150 ug kg?, correspondentes a 0,5, 1,0 e 1,5 LMR, o valor de uc
ndo deve ser maior que 21,33; 30,67 e 64,0 ug kg, respectivamente. No caso da MON, para as
concentracdes de 10, 20 e 30 pg kg, correspondentes a 0,5, 1,0 e 1,5 LMR, o valor de uc néo
deve exceder 4,27; 8,53 e 12,80 pug kg, respectivamente.
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Conforme observado na Tab. 22, os valores de uc, para todos os analitos e, em todos os
niveis avaliados, foram menores que os limites adotados. Portanto, as uc foram considerados

adequados.

Tabela 22. Valores da incerteza padrdo combinada (uc) e expandida (U) para monensina,
fipronil, fipronil sulfona e avermectinas na matriz figado bovino

Analito Incerteza padréo (Uc.anal.) (ng kg™)

Incerteza expandida (U) (ug kg?)

05LMR* 1,0 LMR*

Monensina 0,775 1,452
Fipronil 5,221 7,213
Fipronil Sulfona 3,396 6,210
Abamectina 13,887 20,339
Doramectina 5,500 9,616
Eprinomectina 9,799 18,278
Ivermectina 14,549 20,697
Moxidectina 9,107 10,505

15 LMR*

1,740
15,283
9,677
23,722
16,979
24,421
27,190
12,375

0,5 LMR*

1,550
10,442
6,792
23,773
11,000
19,598
29,099
18,215

1,0 LMR*

2,904
14,426
12,419
40,677
19,232
36,556
41,393
21,011

1,5 LMR*

3,481
30,567
19,354
47,444
33,952
48,843
54,379
24,749

*LMR = limite maximo de residuos

5.2 Ampliacdo do Escopo Analitico Validado para Inclusdo da Matriz Figado de Frango

A expansdo do escopo do método analitico validado para inclusdao da matriz figado de frango
apresentou resultados satisfatérios para os parametros de desempenho linearidade, preciséo,
exatiddo, CCa, CCp e incerteza de medigdo, conforme apresentado nas Tabelas 23 a 27.

5.2.1 Linearidade

As curvas obtidas foram ajustadas pelo método dos minimos quadrados ponderados
(MMQP), visto que a resposta instrumental foi heterocedastica para todos os analitos. A
linearidade foi avaliada usando teste de hipétese de t de Student, a partir do coeficiente de

correlagdo da reta (r), como critério de aceitagdo da qualidade do ajuste (Meier e Zind, 2000).

A Tab. 23 apresenta os parametros da curva de calibracdo de monensina, fipronil, fipronil
sulfona e avermectinas para cada dia de analise.
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Tabela 23. Parametros da curva de calibracdo de monensina, fipronil, fipronil sulfona e
avermectinas em figado de frango, na faixa de 5 a 125 pg/kg

Analito Teste t de Student para Linearidade r* Teste de r*
1°dia 2° dia l°dia 2°dia 1°dia 2°dia
Monensina Linear 0,998 0,993 Satisfatorio
Fipronil Linear 0,971 0,991 Satisfatério
Fipronil Sulfona Linear 0,992 0,995 Satisfatério
Abamectina Linear 0,999 0,987 Satisfatério
Doramectina Linear 0,996 0,872 Satisfatério
Eprinomectina Linear 0,975 0,941 Satisfatério
Ivermectina Linear 0,996 0,810 Satisfatorio
Moxidectina Linear 0,996 0,995 Satisfatorio

*r = coeficiente de correlacdo

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel concluir que o modelo linear foi adequado
para todos os analitos estudados, visto que os coeficientes de correlacdo (r) foram superiores a
0,971 para o primeiro dia, e 0,810 para o segundo dia, 0 que representa um excelente ajuste dos
dados para a linha de regressdo, dado que valores mais proximos de 1,0 possuem menor
dispersdo do conjunto de pontos experimentais e, portanto, menor incerteza dos coeficientes de
regressdo (Ribani et al., 2007). Igualmente, os valores de r de ambos os dias para MON, FIP,
FIPS, ABA, EPR e MOX também estdo de acordo com os critérios preconizados pelo
INMETRO (2011), que estabelece valores de r superiores a 0,90, enquanto que os valores
estimados para DOR e IVE atendem a esse requisito para o primeiro dia e estdo proximos deste
critério para o segundo dia, 0 que, portanto, ndo invalida a linearidade do método para estes
analitos, visto que apresentaram ajuste adequado dos dados para a linha de regressao.

5.2.2 Precisao

A precisdo do método expandido foi avaliada por meio do coeficiente de variagao (CV), em
condicoes de repetibilidade e reprodutibilidade, cujos valores apresentaram resultados aceitaveis
para todos os analitos pesquisados, conforme mostrado na Tab. 24.

Tabela 24. Precisdo do método a partir da avaliacdo de coeficientes de variagdo (CV) obtidos
sob condicOes de repetibilidade e reprodutibilidade intralaboratorial, na matriz figado de frango

Analito Repetibilidade — CV (%) Reprodutibilidade — CV(%b)
1°dia 2°dia
Monensina 59 8,1 6,8
Fipronil 9,9 4,2 7,7
Fipronil Sulfona 6,5 7,9 7,3
Abamectina 9,8 9,5 15,0
Doramectina 14,5 10,5 20,2
Eprinomectina 7,6 8,0 8,0
Ivermectina 15,9 12,7 19,3
Moxidectina 9,1 7,5 8,8
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Os coeficientes de variagdo (CV) dos resultados obtidos nos ensaios de repetibilidade para
monensina, fipronil, fipronil sulfona e avermectinas variaram de 4,2% a 15,9%, para o0 1° e 2°
dia, o que esta de acordo com o preconizado pelo Codex (2009), que recomenda um CV
maximo de 30%, para a faixa de concentracdo entre 1 e 10 pg/kg e, um CV méaximo de 20%,
para a concentracdo entre 10 e 100 pg/kg.

Na avaliacdo de reprodutibilidade intralaboratorial, os valores de CV variaram entre 6,8% e
20,2%, o que também estd em conformidade com o estabelecido pelo Codex Alimentarius, que
determina CV méximos de 45%, 32% e 23% para as faixas de concentrac¢do entre 1 a 10, 10 a
100 e 100 a 1000 ug kg?, respectivamente (Codex, 2009).

5.2.3 Exatidao

Os percentuais de recuperagdo média de MON, FIP, FIPS e avermectinas em figado de
frango variaram entre 81,2% e 124,0% no 1° e 2° dia, conforme apresentado na Tab. 25.

Tabela 25. Recupera¢@es médias (Rec. Média) e coeficiente de variacdo (CV) de monensina,
fipronil, fipronil sulfona e avermectinas na matriz figado de frango
Analito 1°dia 2°dia
Rec. Média (%) CV (%) Rec. Média (%) CV (%)

Monensina 109,7 59 109,3 8,1
Fipronil 91,0 9,9 95,8 4,2
Fipronil Sulfona 97,9 6,5 101.6 7,9
Abamectina 81,2 9,8 101,9 9,5
Doramectina 78,3 14,5 108,0 10,5
Eprinomectina 82,6 7,6 86,7 8,0
Ivermectina 95,0 15,9 124,0 12,7
Moxidectina 100,8 91 108,3 7,5

O Codex Alimentarius recomenda valores de recuperacdo entre 60 e 120% para
concentragdes do analito entre 1 e 10 g kg™; e entre 70% e 120% para concentracoes entre 10 e
100 pg kg, o que torna esses resultados aceitdveis para este critério, cabendo ainda a
observacdo de que a recuperacdo média da ivermectina para o 2° dia foi ligeiramente superior ao
aceitavel, ndo sendo um caso, porém, que invalida a exatiddo do método (Codex, 2009). Da
mesma forma, a EC (2002) estabelece faixas de aceitagdo do fator de recuperacdo, sendo que
nos casos de concentracdes do analito entre 1 e 10 pg kg?, o intervalo de aceitagdo é de 70% a
110%, o que novamente enquadra os resultados obtidos como satisfatorios.
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5.2.4 Limite de Deciséo (CCa) e Capacidade de Deteccio (CCP)

Os valores de CCa ¢ CCP foram calculados a partir do desvio padrdo de 10 amostras brancas
fortificadas no nivel no LMR, conforme as equacdes apresentadas no item 4.9.3. Os resultados
estdo descritos na Tab. 26.

Tabela 26. Limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgdo (CCP) do método UHPLC-
MS/MS na matriz figado de frango

Analito CCo (png kgt) CCPB (ng kg?)
Monensina 11,26 12,52
Fipronil 22,41 24,82
Fipronil Sulfona 22,38 24,76
Abamectina 12,19 14,38
Doramectina 13,01 16,02
Eprinomectina 11,28 12,57
Ivermectina 13,29 16,58
Moxidectina 11,90 13,80

5.2.5 Incerteza de Medicao Analitica

A incerteza de medicdo analitica combinada (uc) e expandida (U) foi estimada conforme
descrito no item 4.9.8, no qual foram consideradas as incertezas da curva de calibracdo e de
reprodutibilidade intralaboratorial. No entanto, essa incerteza foi denominada incerteza robusta,
por se tratar de um valor obtido com menos replicatas do que o previsto para a estimativa de
incerteza do método, sendo calculada apenas para o nivel do LMR dos analitos para a matriz
figado de frango. Para ser considerada aceitavel, a uc ndo deve exceder mais de quatro tercos o
valor de CV em condic¢Bes de precisdo intermediaria (Tab. 3). Logo, em relacdo aos analitos
MON, ABA, DOR, EPR, IVE e MOX, para a concentracdo de 100 pg kg, correspondentes a
1,0 LMR, o valor de uc ndo deve ser maior que 30,67. No caso de FIP e FIPS, para a
concentracdo de 20 pg kg™, correspondente a 1,0 LMR, o valor de uc nédo deve exceder 8,53 g
kg™. Conforme observado na Tab. 27, os valores de uc, para todos os analitos e, em todos 0s
niveis avaliados, foram menores que os limites adotados, 0 que 0s tornam satisfatorios.

Tabela 27. Valores da incerteza de medi¢do padrdo (ucana.) € expandida (U) para MON, FIP,
FIPS e avermectinas na matriz figado de frango, na concentragdo 100 pg kg™

Analito Incerteza padréo (Ucana.) (ug kg?)  Incerteza expandida (U) (ng kg™)
Monensina 1,04 2,08
Fipronil 2,52 5,04
Fipronil Sulfona 1,65 3,31
Abamectina 1,95 3,90
Doramectina 2,90 5,80
Eprinomectina 1,83 3,67
Ivermectina 3,06 6,12
Moxidectina 1,18 2,36
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6. CONCLUSAO

O método validado de cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (UHPLC/MS-MS) apresenta as caracteristicas de desempenho necessarias
para sua execucao e é adequado a pesquisa de residuos de monensina, fipronil e fipronil sulfona
em figado bovino. A ampliacéo de escopo do procedimento analitico validado para incluséo da
matriz figado de frango também apresentou as caracteristicas de desempenho satisfatorias para
0s analitos estudados.
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