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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Universidade Federal do Rio Grande
Programa de Pés-Graduagdo em Quimica Tecnoldgica e Ambiental

DESENVOLVIMENTO DE METODO PARA DETERMIN}AQAO DE RESIDUOS DE
SEDATIVOS E B-BLOQUEADORES EM RIM SUINO POR LC-MS/MS

Autor: Lenise Guimaraes de Oliveira
Orientador: Prof. Dr. Fabio Ferreira Goncalves
Data e local da defesa: 14 de Fevereiro de 2014, Santo Antdnio da Patrulha

O desenvolvimento de métodos adequados que permitam o monitoramento de
residuos e contaminantes em alimentos € de suma importancia pois € a unica forma de
garantir a seguranga dos alimentos evitando danos a saude do consumidor. Para isso, faz-
se necessario que estes métodos sejam rapidos, faceis e de baixo custo, capazes de
detectar a presenca de residuos em concentracdes baixas e em diferentes matrizes.

Este trabalho consistiu no desenvolvimento de método para determinacdo de 5
sedativos e 14 B-blogueadores em amostras de rim suino e posterior analise por
Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas em Série (LC-MS/MS). O
procedimento de extracdo que melhor se adequou para andlise destes compostos consistiu
na pesagem de 2 g de amostra e adicAo de 10 mL de acetonitrila seguida de
homogeneizagdo com auxilio de Ultra-Turrax e mesa agitadora. Apos extracdo, as amostras
foram submetidas a duas técnicas de clean-up, sendo elas, congelamento do extrato a baixa
temperatura e extragdo em fase sélida dispersiva (d-SPE) utilizando como sorvente Celite®
545. Uma etapa de concentragéo foi realizada com auxilio de concentrador de amostras sob
fluxo de N, e temperatura controlada. As amostras secas foram retomadas com metanol e
analisadas utilizando sistema LC-MS/MS com lonizacdo por Eletrospray (ESI), operando no
modo MRM positivo, coluna Poroshell 120 EC-C18 (3,0 x 50 mm, 2,7 ym) para separagao
dos analitos, e gradiente de fase mével composta por (A) solucdo aquosa acidificada com
0,1% de acido férmico (v/v) e (B) metanol 0,1% &cido férmico (v/v).

Os parametros de validagéo avaliados foram linearidade, seletividade, efeito matriz,
preciséo, veracidade, recuperacéo, limite de decisdo, capacidade de detecc¢éao, incerteza da
medicao, robustez, limite de deteccao e de quantificacdo. Além disso foram observados os
critérios de desempenho aplicaveis a deteccéo por espectrometria de massas e estabilidade
dos compostos.

A recuperacdo foi avaliada em 10 pg kg™ e a veracidade em 5, 10 e 15 pg kg™
apresentando resultados satisfatorios entre 70 - 85% e 90 - 101%, respectivamente. O limite
de quantificagdo determinado foi de 2,5 ug kg™, exceto para carazolol que foi de 1,25 pg kg’
!, O estudo de linearidade foi realizado entre 0 e 20 ug kg™ apresentando coeficientes de
determinacédo superiores a 0,98. Estes procedimentos foram realizados através de analise
de matriz branca fortificada. Além disso, o presente método foi utilizado para analisar
carazolol, azaperone e azaperol em amostras de ensaio colaborativo de rim suino,
apresentando resultados muito préximos aos reais.

Portanto, é possivel concluir que o método desenvolvido € adequado para andlise de
sedativos e [B-blogqueadores através de extragcdo dos compostos e limpeza do extrato
eficientes utilizando procedimentos rapidos, faceis e de baixo custo, garantindo resultados
seguros e confiaveis.

Palavras chave: SEDATIVOS; B-BLOQUEADORES; ALIMENTOS DE ORIGEM ANIMAL;
CROMATOGRAFIA
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The development of appropriate methodologies that allow the monitoring of residues
and contaminants in food is very important because it is the only way to ensure food safety
preventing damage to the health of the consumer. For this, it is necessary that these
methods are fast, easy and low cost, allowing to detect the presence of residues at low
concentrations and in different matrices.

Is this work a method for determination of 5 sedatives and 14 B-blockers in porcine
kidney samples and subsequent analysis by Liquid Chromatography Coupled with Tandem
Mass Spectrometry (LC-MS/MS) was developed. The extraction procedure consisted in
weighing 2 g of the sample and addition of 10 mL of acetonitrile followed by homogenization
with the Ultra-Turrax and further mechanical agitation. After solvent extraction, the samples
were submitted to two clean-up techniques, freezing the extract at low temperature and
dispersive solid phase extraction (d-SPE) using Celite® 545 as a sorbent. A concentration
step was performed using sample concentrator under a flow of N, and temperature control.
The dried samples were redissolved with methanol and analyzed using LC-MS/MS system
with Electrospray lonization (ESI) operating in positive mode (MRM), column Poroshell 120
EC-C18 (3.0 x 50 mm, 2.7 ym) for separation of the analytes and the gradient mobile phase
consisted of (A) aqueous solution acidified with 0.1% formic acid (v/v) and (B) methanol with
0.1% formic acid (v/v).

The validation parameters evaluated were linearity, selectivity, matrix effect,
precision, accuracy, recovery, decision limit, detection capability, measurement uncertainty,
robustness, limit of detection and quantification. Besides the performance criteria applicable
to detection by mass spectrometry and stability of the compounds were observed.

Recovery was estimated at 10 pg kg™ and accuracy in 5, 10 and 15 pg kg™ with
results in the range of 70 - 85% and 90-101%, respectively. The limit of quantification this
compounds was 2.5 pg kg™, except that carazolol which was 1.25 ug kg™. The linearity
ranges were from 0 to 20 mg kg™ with coefficients of correlation greater than 0.98. These
procedures were performed by analysis of fortified blank matrix. Furthermore, this method
was used to analyze carazolol, azaperone and azaperol in collaborative assay in samples of
porcine kidney, presenting results close to the real.

Therefore, is possible conclude that the method developed is appropriate for the
analysis of B-blockers and sedatives. The extraction and clean-up procedures proved
effective, quick, easy and inexpensive, ensuring safe and reliable results.

Keywords: SEDATIVES; B-BLOCKERS; FOOD OF ANIMAL ORIGIN; CHROMATOGRAPHY
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1. INTRODUCAO

Medicamento veterinario é toda substancia que se administra em animais com
fins terapéuticos ou de diagndstico, para modificar funcbes fisiologicas, de
comportamento, ou até mesmo como promotor de crescimento (MERCOSUL, 1998).

E incontestavel que a utilizagdo de medicamentos veterinarios na producio
agricola intensifica a produtividade devido as vantagens advindas desta pratica,
porém, para a industria, residuos destes medicamentos nos alimentos representam
perda da qualidade dos produtos oferecidos ao consumidor. Por este motivo, &
necessario que tanto a industria, quanto os 6rgdos fiscalizadores, monitorem a
utilizacdo destes compostos que podem representar risco a satde do consumidor
guando presentes nos alimentos.

Atualmente, inumeros trabalhos sobre analises de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos vém sendo publicados, porém, poucos fazem referéncia a
determinacdo de sedativos e B-bloqueadores. O monitoramento dos compostos
pertencentes a estas classes € de extrema importancia, principalmente porque sua
administracdo geralmente se da poucas horas antes do abate, o que aumenta o
risco da presenca de residuos destes compostos nos alimentos.

Para que o monitoramento destes compostos seja possivel é necessario que
haja método analitico adequado e seguro, que atenda todos o0s requisitos
necessarios e exigidos pelas agéncias oficiais como a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento
(MAPA), Codex Alimentarius, Food and Drug Administration (FDA) e Comunidade
Européia (EC), através de suas normativas.

Neste contexto, este trabalho visa desenvolver e validar método analitico
apropriado para monitoramento de residuos de sedativos e 3-bloqueadores em rim
suino, através de extracado dos compostos de forma simples, rapida e de baixo custo
e posterior analise utilizando Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de
Massas em série (LC-MS/MS).

O desenvolvimento e a aplicagdo deste método analitico é de extrema
relevancia ja que sera utilizado pelo Laboratorio de Analise de Residuos de

Pesticidas e Medicamentos Veterinarios (RPM), pertencente ao Laboratorio Nacional
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Agropecuario (LANAGRO-RS), para monitoramento de residuos de sedativos e -
blogueadores em amostras de rim suino em ambito nacional. Este laboratorio
compde a rede de laboratorios do Programa Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC), desenvolvido e

coordenado pelo MAPA.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A Carne no Contexto Mundial

Do ponto de vista econdmico, a industria de carnes destaca-se no setor de
alimentos, sendo a maior em termos de geracédo de empregos, volume de recursos e
capital empregado (RAMOS, 2012).

A cada ano, a participacdo brasileira no comércio internacional vem
crescendo, com destaque para a producdo de carne bovina, suina e de frango.
Segundo o MAPA, até 2020, a expectativa é que a producdo nacional de carnes
suprira 44,5% do mercado mundial (MAPA, 2014).

Segundo a ABIEC, Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de
Carne, dos 9,4 milhdes de Toneladas Equivalente de Carcaca (TEC), produzidos no
ano de 2012, 82% foi consumido pelo mercado interno e 18% pelo mercado externo.
Destes 18%, 73% correspondem ao produto in natura, 16% a industrializados e 11%
a miudos e outros (ABIEC, 2014).

2.1.1 Setor de Carne Suina

No ano de 2012 a produgéo de carne suina no Brasil totalizou cerca de 3,49
milhdes de toneladas, oriunda de 39,5 mil fornecedores, gerando 605 mil empregos.
O Rio Grande do Sul é o segundo maior produtor de carne suina brasileira,
correspondendo a 19,3% do total de toda producdo. O estado de Santa Catarina € o
maior produtor totalizando 25,1% da producéo, destacando-se ainda Parana e Minas
Gerais com 17 e 13,7% respectivamente (ABIPECS, 2014).

O Brasil permanece como o terceiro maior produtor e o quarto maior
exportador de carne suina, totalizando 581 mil toneladas exportadas para 60 paises,

sendo os principais compradores Ucrania, Russia e Hong Kong (ABIPECS, 2014).
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O mercado interno permanece em processo de fortalecimento. O consumo
per capita estqd acima de 15 kg, sendo que a preferéncia dos consumidores esta
concentrada nos industrializados (ABIPECS, 2014).

Segundo o MAPA, alguns elementos como sanidade, nutricdo, bom manejo
da granja, producdo integrada e, principalmente, aprimoramento gerencial dos
produtores, contribuiram para o aumento da oferta interna, colocando o pais em
destaque no cenario mundial (MAPA, 2014).

Especialistas brasileiros também investiram na evolucdo genética da espécie
por 20 anos, o que reduziu em 31% a gordura da carne, 10% do colesterol e 14% de
calorias, tornando a carne suina brasileira mais magra e nutritiva, além de saborosa
(MAPA, 2014).

2.2 Qualidade da Carne Suina

As principais metas da indastria de carne em relagdo aos seus produtos s&o:
auséncia de riscos aos consumidores, padrdes de qualidade estaveis e bem
definidos, além de precos acessiveis (RAMOS, 2012).

Na perspectiva do consumidor atual, um alimento tem que ser seguro,
conveniente no preparo, nutritivo e saboroso, além de ser produzido de acordo com
valores éticos pessoais. Assim, a producdo de carnes € uma operacdo muito
complexa, que depende ndo somente da demanda, que é baseada no preco e na
renda, mas também de fatores socioeconémicos e bioldgicos (RAMOS, 2012).

O musculo, figado e rim suino sdo compostos basicamente de 70 — 80% de
agua, 16 — 23% de proteinas, cerca de 3% de gorduras totais e 0 — 3% de
carboidratos (USDA, 2014).

A carne suina de alta qualidade é definida como RFN, do inglés Reddishpink,
Firm, Non-exsudative, o que significa vermelho-rosada, firme e livre de exsudag&o.
Qualguer variagdo em uma dessas caracteristicas consideradas ideais resulta em
carnes de qualidade menos desejavel. As carnes PSE, do inglés Pale, Soft e
Exudative, o que significa palida, mole e exsudativa, e DFD, do inglés, dark, firm e
dry, o que significa escura, firme e seca, correspondem a condi¢cdes de baixa
qualidade da carne suina (RAMOS, 2012).
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A principal causa do desenvolvimento da carne PSE € devido a
decomposicao acelerada do glicogénio apés o abate, que causa um valor de pH
muscular baixo, geralmente inferior a 5,8, enquanto a temperatura do musculo ainda
esta préoxima do estado fisiolégico (>38°C), acarretando em processo de
desnaturacdo proteica, comprometendo as propriedades funcionais da carne
(D’SOUZA, 1998).

Ja a carne DFD é ocasionada devido ao consumo das reservas de glicogénio,
levando a lentiddo da glicolise com relativa diminuicdo da formacgédo de acido latico
muscular. O pH reduz ligeiramente nas primeiras horas e depois se estabiliza,
permanecendo em geral em niveis superiores a 6,0 (LENGERKEN, 2002). Em
decorréncia do alto pH, as proteinas musculares conservam uma grande capacidade
de reter agua no interior das células e, como consequéncia, a superficie do corte do
musculo permanece pegajosa e escura (FELICIO, 1986; ODA, 2004).

A incidéncia destas carnes PSE e DFD estdo relacionadas com os fatores
pré-abate como genética, nutricio e manejo. O estresse durante o transporte,
exercicios fisicos, jejum prolongado e contato com rebanhos estranhos podem
acarretar na ocorréncia destas anomalias (MAGANHINI, 2007).

O principal problema de qualidade de carne, especialmente a suina,
associado ao pH é a condicdo PSE, que foi reconhecida em meados de 1950. No
Brasil, no inicio da década de 1970, ocorreram varias mortes suUbitas em
reprodutores da raca Pietrain, o que despertou o interesse na identificacdo e no
controle de alteracdes post-mortem na carne suina. Esta raca € hoje amplamente
conhecida como portadora da PSS, Sindrome do Estresse Suino, uma importante
disfuncdo metabdlica, responsavel pela producdo de carnes com propriedades
indesejaveis (RAMOS, 2012).

Suinos séo particularmente sensiveis ao estresse durante o transporte
aumentando a probabilidade de ocorréncia das carnes PSE (DELAHAUT, 2004).
Porém, apesar da maior parte da literatura se referir a suinos, com incidéncia entre 5
e 20% das carcagas, a condicdo PSE também esta presente em outras espécies,
principalmente naquelas cuja musculatura possui alta capacidade glicolitica
anaerobica (rico em fibras brancas e intermediarias), como aves, por exemplo
(RAMOS, 2012).
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Além disso, a carne DFD é observada, com alguma frequéncia, em bovinos,
podendo também ser encontrada em suinos e provavelmente em aves (RAMOS,
2012).

2.3 Sedativos e B-Bloqueadores

Conforme resolugdo GMC n° 45/98 Regulamento Técnico do Mercado
Comum do Sul (MERCOSUL), medicamento veterinario é “toda substéncia que se
aplica ou administra a qualquer animal destinado a producao de alimentos, como 0s
gue produzem carne ou leite, as aves de curral, peixes ou abelhas, tanto com fins
terapéuticos como profilaticos ou de diagndstico, ou para modificar as funcdes
fisioloégicas, de comportamento ou como promotor do crescimento” (MERCOSUL,
1998).

A pecuéria atual busca melhorias com o objetivo de intensificar a producéo de
carne bem como reduzir o custo por cabeca. O aumento da vulnerabilidade a
doencas e estresse durante o transporte dos animais das fazendas aos abatedouros
pode acarretar em elevada mortalidade, bem como reducédo da qualidade da carne
(DELAHAUT, 2003).

Por este motivo 0 uso de tranquilizantes tornou-se generalizado desde os
anos 70, sendo os derivados de fenotiazinas (acepromazina, clorpromazina e
propionilpromazina) os primeiros a serem comercializados (DELAHAUT, 2004).

Além da utilizacdo destes medicamentos com o objetivo de evitar o estresse
durante o transporte, sedativos e B-bloqueadores séo utilizados ilicitamente para
melhorar a taxa de conversdo alimentar devido a reducdo da atividade animal
(STOLKER, 2005).

Os sedativos atuam sobre o sistema nervoso central diminuindo a ansiedade,
acalmando o animal, reduzindo o medo e a agressividade, produzindo perda ou néo
da consciéncia, letargia, sonoléncia, indiferenca ao ambiente em que se encontra,
reducdo da atividade locomotora e apreensdo. Sdo exemplos classicos de sedativos
a acepromazina, clorpromazina, azaperona e xilazina (BOTSOGLOU, 2001,
COOPER, 2004).
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Os B-bloqueadores atuam sobre o sistema nervoso autbnomo e sao utilizados
geralmente para reduzir a acdo das catecolaminas (adrenalina e noradrenalina),
podendo ser utilizados associados a sedativos ou ndo. Os principais representantes
desta classe sao carazolol e propanolol (BOTSOGLOU, 2001; COOPER, 2004).

O Carazolol geralmente é prescrito para uso em suinos para aliviar o estresse
do parto e expulsdo da placenta, aumentar a fertilidade, reduzir a incidéncia de
sindrome mastite-metrite-agalactia (MMA) e prevenir frenesi durante o
acasalamento. Também € amplamente utilizado em bovinos e suinos para aliviar o
estresse durante o transporte, formacéo de novo rebanho, e de ordenha mecénica,
controlando a taquicardia devido a hiperatividade do sistema simpatico (DELAHAUT,
2003; BOTSOGLOU, 2001; MEENAGH, 2002).

Conforme estudo realizado por Delahaut et al. (2003; 2004), suinos foram
tratados com clorpromazina, acepromazina, propionilpromazina, azaperona e
carazolol e abatidos apdés 2 h, 6 h e 24 h da administracdo destes compostos.
Amostras de musculo, rim e figado foram coletadas e analisadas para determinacgéo
das concentracdes destes medicamentos nestas matrizes.

Analisando os resultados é possivel observar que a maioria dos compostos
concentram-se majoritariamente no rim, com excec¢ao de clorpromazina, em que a
deposicao ocorre principalmente no figado, seguido de rim. A concentracdo de
carazolol €& maior no figado nas primeiras duas horas, permanecendo
majoritariamente no rim e no musculo apés 6 h (DELAHAUT, 2003; DELAHAUT,
2004).

Também foi possivel verificar que as concentracdes de azaperona (soma de
azaperona e azaperol) e carazolol apos 6 h da administragdo estavam inferiores ao
LMR nas amostras de musculo, enquanto que no rim e no figado ainda estavam
acima ou muito proximos do LMR (DELAHAUT, 2003; DELAHAUT, 2004).

Acepromazina e carazolol foram rapidamente eliminados, sendo que apés 24
horas as concentracdes estavam abaixo do limite de quantificacdo do método. Dos
compostos analisados, clorpromazina € a que apresenta menor taxa de eliminagéo,
permanecendo nos tecidos apos 24 h (DELAHAUT, 2003; DELAHAUT, 2004).

2.4 Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
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Brabander et al. (2009, p.1), definem residuo como “vestigio de uma
substancia presente em uma matriz, como carne, urina, etc., apés algum tipo de
administracdo, dentro da prética veterinaria ou uso ilegal, a um animal”.

De acordo com a norma NBR ISO 22000 os alimentos ndo devem constituir
vias de perigo e exposi¢cdo que possam causar dano a saude do consumidor, seja
através de agentes biologicos, fisicos ou quimicos. Dentre 0s perigos quimicos
existentes, destacam-se o0s residuos e contaminantes (SPISSO, 2009).

Embora os sedativos sejam rapidamente metabolizados pelo organismo, o
curto espaco de tempo entre o tratamento e o abate do animal pode resultar em
concentracdes consideraveis de residuos no alimento oriundo do animal tratado.
Estes residuos concentram-se majoritariamente no rim e no figado. Por este motivo,
recomenda-se que estes 6rgdos sejam descartados caso sedativos tenham sido
administrados (BOTSOGLOU, 2001; FRENICH, 2010).

Cabe ressaltar que a administracdo destas drogas € realizada por meio de
aplicacao intramuscular, portanto, a regido da aplicacdo pode possuir concentracoes
mais elevadas destes substéancias (BOTSOGLOU, 2001).

A presenca de residuos como carazolol e propanolol, por exemplo, pode
representar risco a saude do consumidor, ja que estes farmacos também é utilizado
no tratamento em humanos para evitar taquicardia (DELAHAUT, 2003).
Clorpromazina pode causar efeitos secundarios ao nivel dos sistemas nervoso e
circulatorio, além de efeitos adversos em células do sangue, pele e olhos. Estudos
sugerem uma possivel atividade genotdxica para clorpromazina, sendo capaz de se
ligar com  macromoléculas incluindo acido desoxirribonucleico  (DNA)
(BOTSOGLOU, 2001).

2.5 Controle de Residuos e Contaminantes no Brasil

As legislacdes que regulam os produtos de uso veterinario no Brasil delegam
competéncia ao MAPA, quanto as normas relativas ao registro e fiscalizagdo destes
produtos e dos estabelecimentos envolvidos, seja na fabricacdo, manipulagao,

fracionamento, comercializacédo, importacao ou exportacdo (MAPA, 2014). Para isso,
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foi estabelecido o PNCRC, o qual visa garantir a saude do consumidor por meio de
um monitoramento da presengca de residuos de medicamentos veterinarios e
contaminantes ambientais em produtos de origem animal (carnes, leite, pescado, e
mel) (BRASIL, 2004).

J& a competéncia para estabelecer Limites Maximos de Residuos (LMRs) de
medicamentos veterinarios em alimentos no Brasil € do Ministério da Saude, através
da ANVISA, que elaborou o Programa de Analise de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (Pamvet), com o objetivo de
operacionalizar sua competéncia legal, controlar e fiscalizar residuos de
medicamentos veterinérios em alimentos (ANVISA, 2014).

Conforme Paschoal et al. (2008), o Limite Maximo de Residuo (LMR) é
definido como “a concentragdo maxima de residuo toleravel no alimento, resultante
do seu uso, estando baseado no tipo e quantidade de residuo que nao induz efeito
adverso a saude humana, considerando-se a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) do
composto”.

No caso de substancias proibidas, para as quais ndo ha um LMR
estabelecido, a Comunidade Européia, através da Diretiva 2002/657/EC, propde o
estabelecimento de um Limite Minimo de Desempenho Requerido (LMDR), que
representa a minima quantidade da substancia na amostra que pode ser detectada e
confirmada (PASCHOAL, 2008).

No caso de néo existir LMR estabelecido, o PNCRC utiliza os niveis
estabelecidos por referéncias internacionais como os definidos pelo MERCOSUL,
Codex Alimentarius, FDA e Unido Européia (EU), nesta ordem (MAPA, 2014).

Dentre os inumeros medicamentos administrados atualmente, o Pamvet e o
PNCRC adotam critérios de selecdo para escolha, analisando 1) aqueles
medicamentos que possam deixar residuos nos alimentos, 2) que oferecam risco a
saude humana e que sao bastante utilizados, e é claro, 3) que disponha de
metodologia analitica confiavel, sensivel, pratica e de custo acessivel para
programas de controle (ANVISA, 2014).

2.6 Limites Estabelecidos para Sedativos e B-Bloqueadores
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As normas referentes a LMRs para Medicamentos Veterinarios do
MERCOSUL e FDA nao apresentam valores referentes a sedativos e -
Bloqueadores. Ja4 o PNCRC, Codex Alimentarius e a Comunidade Européia, atraves
das suas normativas, apresentam limites para alguns compostos destas classes.
Estes limites estao descritos na Tabela 1 (MAPA, 2013; CODEX, 2012; CR, 2009).

Tabela 1 — Limites Maximos de Residuos estabelecidos para sedativos e [3-

blogueadores em alimentos de origem animal

CODEX UNIAO
Analito Espécie Tecido PNCRC_l ALIMENTARIUS EUROPEIA
o ka) (g ko) (ug kg™
Azaperona Suino Musculo - 60 100
(soma de Figado - 100 100
azaperona e Rim - 100 100
azaperol) Gordura - 60 100
Carazolol Suino Musculo 5 5 5
Figado - 25 25
Rim - 25 25
Gordura - 5 5
Bovino Musculo - - 5
Figado - - 15
Rim - - 15
Gordura - - 5
Leite - - 1
Acepromazina Suino Rim 10 - -
Bovino Rim 10 - -
Equino Rim 10 - -
Clorpromazina Suino Rim 10 -
Bovino Rim 10 - Banido

Equino Rim 10 -
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E possivel observar que o numero de sedativos e PB-blogqueadores
monitorados atualmente, tanto no Brasil como nos demais paises, é inferior ao
necessario, ja que residuos destes nos alimentos podem causar dano a saude do
consumidor se ingeridos.

Também €& possivel constatar certa incompatibilidade de valores
estabelecidos e de matrizes monitoradas. A clorpromazina, por exemplo, € banida
na Unido Européia, porém o PNCRC admite concentracdo de 10 ug kg™, enquanto
qgue o MERCOSUL nao cita este medicamento em sua normativa. Esta
inobservancia permite que um alimento aprovado por um determinado pais néo
esteja adequado a outro, pois o limite pode estar acima do permitido, ou porque a
matriz ndo é inspecionada.

O estabelecimento destes limites também pode representar barreira comercial
de determinados produtos, principalmente quando concentragdes muito baixas dos
compostos sdo impostos, devido a inexisténcia de métodos analiticos apropriados e

capazes de monitorar concentracfes muito baixas.

2.7 Métodos e Técnicas Cromatogréficas Utilizados para

Determinacgao de Sedativos e B-Bloqueadores em Alimentos de Origem Animal

Stolker, et al. (2005) afirmaram em seu estudo de revisdao que, no geral, para
determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos de origem
animal, as principais técnicas de extracdo e preparo de amostra sdo a Extracdo
Liquido-liquido (LLE, do inglés Liquid-Liquid Extraction) seguida de Extracdo em
Fase Sodlida (SPE, do inglés Solid-Phase Extraction), com o intuito de limpeza do
extrato. Para separacdo e deteccdo, equipamentos muito utilizados em décadas
anteriores como, Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com deteccdo por Arranjo
de Diodos (HPLC-DAD, do inglés High Performance Liquid Chromatography with
Diode Array Detection), Ultravioleta (UV), Fluorescéncia (FL) e Cromatografia
Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massas (GC-MS, do inglés Gas
Chromatography Mass Espectrometry) para drogas ilegais, vem sendo substituidos
por LC-MS/MS, principalmente com lonizagc&o por Eletronebulizagdo (ESI, do inglés
Electrospray lonization). Além disso, apontam como forte tendéncia a utilizacdo de
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Deteccéo por Tempo de Voo (TOF, do inglés Time of Flight), principalmente devido a

alta seletividade desta técnica.

2.7.1 Extracdo em Fase Solida

A técnica de Extracdo em Fase Sdlida € conhecida desde os anos 70.
Consiste basicamente na eluicAo da amostra através de cartuchos contendo
sorvente (LANCAS, 2004).

A quantidade e tipo de sorvente, volume de amostra e de solvente utilizado
para ativacdo do cartucho e eluicdo da amostra sdo alguns parametros importantes
a serem definidos nesta técnica (CALDAS, 2011).

Esta técnica pode ser utilizada com o objetivo de concentracdo dos analitos,
como forma de isolamento dos analitos, isolamento da matriz e também como
alternativa de estocagem da amostra (LANCAS, 2004).

A SPE é muito utilizada para analise de medicamentos veterinarios em
alimentos de origem animal como alternativa de clean-up podendo ser aplicada com
este objetivo de duas maneiras. 1) Passagem da amostra pelo cartucho para
retencdo dos analitos de interesse. Em seguida, etapas de lavagem com solvente
organico sao necessarias para retirada dos interferentes e posterior eluicdo dos
compostos para andlise. 2) Passagem do extrato bruto pelo cartucho para retencéo
dos interferentes. O eluente coletado contendo os compostos de interesse e o0
solvente pode ser encaminhado imediatamente para analise (BERENDSEN, 2013).

Sorventes como silica, alumina, silicato de magnésio, C18, C8, carbono
grafitizado, estireno divinilbenzeno sdo comumente empregados nesta técnica. A
escolha do sorvente esta diretamente relacionada com as propriedades dos

compostos e das matrizes a serem analisados (BERENDSEN, 2013).

2.7.2 Extracdo em Fase Sélida Dispersiva
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A extracdo em fase solida dispersiva (d-SPE, do inglés Dispersive Solid
Phase Extraction) foi proposta inicialmente por Anastassiades et al. (2003),
juntamente com o método QUEChERS.

Esta técnica € uma alternativa viavel e eficiente de clean-up para analise de
residuos em alimentos por cromatografia. Consiste basicamente na adicdo de
sorvente no extrato obtido apos processo de extragcdo, seguido de agitagcdo com o
objetivo de favorecer a distribuicdo uniforme. Apds centrifugacdo para separacao
extrato/sorvente, uma aliquota do extrato € retirada e esta pronta para ser injetada
no sistema cromatogréafico (PRESTES, 2013; CABRERA, 2012).

A d-SPE apresenta como principais vantagens o baixo custo quando
comparado as técnicas tradicionais disponiveis, e a versatilidade da técnica,
permitindo a utilizacdo de diferentes sorventes, diferentes combinacbes e
quantidades, além de uso associado a sais secantes (PRESTES, 2013; CABRERA,
2012).

Quando comparado a SPE, esta técnica apresenta como vantagens o menor
custo, devido a menor quantidade de sorvente e solventes utilizados, e o fato de nédo
necessitar de cartuchos, ndo sendo necesséario pré-condicionamento do sorvente
(CABRERA, 2012).

A escolha do sorvente esta diretamente relacionada com as caracteristicas da
matriz e dos compostos a serem analisados. Amina primaria secundaria (PSA),
carbono grafitizado, octadecilsilano (C18), 6xido de aluminio, terra diatomacea,
nanotubos de carbono sao exemplos de sorventes bastante utilizados nesta técnica
(CABRERA, 2012).

O sorvente Celite® 545 é um produto a base de silica (SiO,) que se encontra
na forma hidratada, e apresenta como vantagens o baixo custo com relacdo aos
demais sorventes, alta area superficial e baixa massa especifica. O tamanho de
particula e cor deste tipo sorvente pode variar de 4 a 500 um e do branco ao cinza,
respectivamente (CABRERA, 2012).

Outra alternativa interessante e viavel de clean-up consiste na combinacéo da
técnica de d-SPE com a limpeza do extrato a baixa temperatura (freeze-out ou low
temperature clean-up). Esta combinacdo reduz consideravelmente coextrativos
lipidicos, entre outros interferentes, sendo necessérias poucas horas de resfriamento
(CABRERA, 2012).
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2.7.3 Avangos da Cromatografia na Analise de Residuos de

Medicamentos Veterinarios em Alimentos

Em meados dos anos 70, a cromatografia em camada delgada (TLC, do
inglés Thin-Layer Chromatography) era utilizada para deteccdo qualitativa de
substancias proibidas como os anabolizantes. Esta técnica simples apresentava
limites de deteccdo (LOD) baixos, além de custo de andlise acessivel, sendo
alternativa viavel em substituicdo a Cromatografia Gasosa com Deteccdo por
Captura de Elétrons (GC-ECD, do inglés Gas Chromatography with Electron Capture
Detection). Ainda em meados dos anos 70 foi introduzida a Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia com detector Ultravioleta (HPLC-UV, do inglés High Performance
Liguid Chromatography with Ultraviolet Detection). Porém, o0s primeiros
equipamentos eram caros, ndo eram robustos, ndo correspondiam a especificidade
necessaria e nao atingiam valores de LOD desejaveis para andlise de residuos. Em
seguida, os detectores do tipo Fluorescéncia (FL) foram lancados, entretanto, uma
etapa de derivatizacdo era necessaria para posterior detec¢do de alguns compostos
(BRABANDER, 2009).

Durante a década de 90 a técnica GC-MS tornou-se acessivel. J& no final dos
anos 90 a técnica de LC-MS/MS surge como equipamento indispensavel em
laboratorios de anélise de residuos (BRABANDER, 2009).

Desde entdo a cromatografia liquida tem se expandido cada vez mais, gracas
ao excelente desempenho, variedade de colunas de diferentes diametros, diferentes
tamanhos de particulas suportando pressées mais elevadas e, por consequéncia,
reduzindo volume de amostras e de solventes (REIG, 2008).

Os sistemas LC-MS/MS e GC-MS/MS permitem analise de inameros
compostos em uma Unica amostra, com incremento na seletividade e sensibilidade
quando comparados aos demais sistemas de deteccdo disponiveis até 0 momento.
A eficiéncia analitica, elevada robustez e menor tempo para desenvolvimento de
meétodos tornam estes sistemas vantajosos apesar do alto custo de aquisicdo e
manutenc¢ao (PRESTES, 2009).

Dentre as técnicas de ionizagdo a pressdo atmosférica disponiveis para o

sistema LC-MS/MS, e que permitem a determinacdo de compostos termossensiveis
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e de elevado peso molecular, destaca-se a utilizagdo da ionizagdo por
eletronebulizacdo (ESI, do inglés electrospray ionization) (PRESTES, 2009; BALIZS,
2003). Esta técnica consiste basicamente na ionizacdo em fase liquida, em que os
ions em solucdo sédo evaporados para fase gasosa, e posteriormente sdo inseridos
no sistema de deteccao (BALIZS, 2003).

A Tabela 2 apresenta um resumo dos artigos publicados referente a analise
de residuos de sedativos e B-bloqueadores desde os anos 80. Através de analise
dos artigos descritos, € possivel observar que a determinacdo destes compostos em
alimentos de origem animal através de técnica cromatografica segue a tendéncia

geral apresentada anteriormente.
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Tabela 2 - Métodos para determinacao de sedativos e B-bloqueadores em alimentos de origem animal

Analito Matriz Técnica Extracédo Clean-up Fase Movel Rec. Lobe L_?Q Ref.
(ng/kg™)
CARA Rim suino HPLC-FL 20 g de amostra + 15 mL NaOH 1 SPE MeOH:HCI 0,1 88% LOD
mol/L - homogeneizar com Ultra- Cartucho C18 e silica mol L™ (2:1, viv) 1
Turrax > aquecer durante 1 h a Fase superior coletada - ’E\
95°C - adicionar 100 mL de éter eluir em cartucho C18 - eluir E
etilico > agitar por 2,5 min > em cartucho de silica - eluir 2
coletar 50 mL da fase superior. carazolol do cartucho de i
silica com cerca de 5 mL de é
MeOH:HCI 0,1 mol L™ (2:1, -
viv).
CARA Rim, HPLC-FL 50 g de amostra + 100 mL de Adsorcdo em Kieselgel. MeCN:Solugéo de 74,6 a 0,33e0,48
figado e MeCN:MeOH 2% amoénia (80:20, Fase orgéanica - eluir com 30 amonia 91,1%
filé suino vlv) > homogeneizar em Ultra- mL de solucdo MeOH 2% 1,25%:dioxano ':_Cﬁ
Turrax - centrifugar a 2000 g por amdnia > evaporar O (90:10:2, viviv) 8
10 min = decantar em |& de vidro solvente - agitar por 30 min E
-> evaporar > ressuspender com - centrifugar 2000 g -> B2
50 mL de NaOH - extrair da fase evaporar sob fluxo de N, - :ij

aquosa utilizando 500 mL de éter

dietilico.

redissolver em 0,5 mL de
MeOH - injetar.
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CARA Rim suino HPLC-UV 5 g de amostra + 20 mL de MeCN SPE H,O:MeCN 93 a LD

ACEPRO (confirmagéo) - homogeneizar com vibromix por Cartucho C18 (45:55, v/v) pH 6,5 101% la10 'I_-?f_l\
AZA 30 s a 1500 rpm -> banho de Eluir com MeCN acidificada XIL 0,3 CARA %
CLOR ultrassom 2 min - centrifugar a - evaporar até 300 yl + 1 mL 52% %
HALO 4000 g por 5 min > adicionar 40 de hexano - vibromix por 2
PROPI HPLC-FL mL de NaCl 10%. 30s + centrifugar a 2000 g > 3
XIL injetar.
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AZA Rim suino HPLC-UV
HALO (identificacéo)
ACEPRO

CLOR

PROPI

XIL

CARA

TLC

(confirmacéo)

20 g de amostra + 4 mL de NaOH
5 mol L* > homogeneizar >
repouso em temperatura ambiente
por 30 min ou 4 °C a noite = 60
min a 95 °C em banho maria >
extrair com 70 mL com éter
dietilico -> adicionar 10g de
Na;SO, anidro -> evaporar >
adicionar de 20 mL de éter de
petréleo.

Apo6s injecdo em HPLC-UV, 3
fracdes distintas foram coletadas
em tubos contendo 0,05 mL de
NaOH 5 mol L™ = reduzir volume
com corrente de N, até metade >
extrair com 5 mL de éter dietilico
(2x) > combinar extratos ->
adicionar 0,5 g de Na,SO4 anidro
- evaporar até a secura ->
redissolver com 0,4 mL de MeOH

- armazenar no escuro a -20°C.

SPE

Cartucho a base de silica
Eluir com 15 mL de
MeCN:H,O (60:40, vIv)
contendo acetato de aménia
0,1 mol L™ > coletar em
0,025 mL de NaOH 5 mol L™
- adicionar 1 mL de acetona
- evaporar -> redissolver
com 0,1 mL de H,O - extrair
com 2,5 mL de hexano =>
evaporar hexano >
redissolver com 0,07 mL de

fase movel.

MeCN:H2O:Acetat 55 a LD

o de ambnia 1 64% 1,2a25
mol L™ 31%

(44,5:54,5:1, XIL

VIVIV)

(686T ‘NVA)
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ACEPRO Rim e HPLC-ED 5 g de amostra + 10 mL de MeCN SPE MeCN:H,0O 50 a LD
AZA figado (modo - agitar em vortex 30 s - banho Cartucho C18 (50:50, viv) 100% 2
CLOR suino screening) de ultrassom por 3 min (repete o Eluir com 3,5 mL de MeCN contendo acetato
HALO procedimento 2x) = centrifugar por acidificada - evaporar a de amoénia (0,77 -
PROPI 20 min a 10000 g -> adicionar a 50°C sob fluxo de N, -> 9) 3
XIL 7,5 mL do sobrenadante 40 mL de redissolver com 300uL de "U")'
AZL NaCl 10% H.S04 0,01 mol L™ > Agitar §
CARA -> adicionar 1 mL de hexano =
-> agitar por 30 s -
centrifugar por 5 min a 2000 g
- injetar a fase aquosa.
CARA Musculo GC-MS/MS Conforme descrito por Hoogland Gas hélio LD
ACEPRO suino et. al. (HOOGLAND, 1991). > 25
AZA —_
CLOR LC-MS/MS 5 g de amostra + 20 mL de MeCN SPE LD 5
PROPI - homogeneizar com vibromix por Cartucho C18 5 ﬁ
XIL 30s a 1500 rpm -> banho de Eluir com MeCN acidificada .3
ultrassom 2 min > centrifugar a - evaporar até 300 pL + 1 %

4000 g por 5 min > adicionar 40
mL de NaCl 10%.

mL de hexano > vibromix por
30 s + centrifugar a 2000 g »>

injetar.
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CARA Muasculo e LC-MS/MS 5 g amostra + 17,5 mL de solugéo SPE A: MeCN 70 a LD

AZA rim suino tampdéo succinato 0,05 mol/L + 7,5 Cartucho Oasis HLB. B: Acetato de 106% 0,06 a1,41

AZL mL MeCN + 10 mL de éter de Eluir com 5 mL de MeOH > amoénia 0,1 mol L LQ c
petréleo > ajustar pH=4 com evaporar sob fluxo de N ! 0,13a3,51 c
NaOH 5 mol L™ > homogeneizar —>redissolver com 350 pl de %
por 15 min -> centrifugar por 10 MeCN:H20 (20:80, v/v). _;UU
min, 4700 g a 4°C - adicionar §
solugdo sodio e tungsténio (5%, 2
w/v) > 1 hora em repouso ->
centrifugar a 4700 g por 10 min.

CLOR Figado HPLC-FL 5 g amostra, + 50 mL de Filtracdo com membrana 0,45 MeOH:H,SO,s 1 79 a LD

ACEPRO bovino H,O:MeCN (10:40, v/v) > agitagédo um > mM (70:30, v/v) 92% 2a1l7,3 o

PROPI em vortex por 1 h a 250 rpm > SPE %
centrifugar a 3000 rpm por 15 min Cartucho C18 ;‘
-> reextrair residuo com 20 mL de - eluir com 5 mL de MeOH _JZ>

HPLC-UV MeCN -> combinar extratos e - evaporar até secura -> MeOH/HCI 1 mM 84 a LD §
misturar. redissolver com 3 mL de (70:30, viv) 93% 3,1a4,5 &
MeOH.

PROPI Rim e LC-MS/MS 5 g de amostra + 20 mL de MeCN SPE A: MeCN 949 a LQ

ACEPRO musculo - homogeneizar por 15 min > Oasis HLB B: Acetato de 109,4% lal0 ’I.-?.l\

CLOR suino centrifugar por 10 min, 4700 g a Eluir com 2 mL de MeCN > amodnia 0,1 mol L %

XIL 4°C - adicionar 60 mL de NacCl evaporar sob fluxo de N2 = L )c>

CARA 10% (w/v). redissolver com 0,8 mL de :

AZA MeCN:H20 (v/v). \083

AZL
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ATE Coracéo, LC-ESI-MS 200 mg de amostra + 1 mL de H,O Cartucho Extrelut 3 A: Formiato de 10a LQ
MET pulméo, - homogeneizar com Ultra-Turrax > elur com 7 mL de aménia 2 mM pH 40% 50 nos
PRO rim, figado, por 30 s - adicionar 1 mL de cloroférmio:pentanol  (30:10, 3 para tecidos
cérebro, tampao borato 0,025 mol LY pH 9 vliv) + 6 mL de hexano -> B: rime S
sangue, - agitar com vortex 15 s > extrair com 250 pL de &cido MeCN:Formiato figado %
humor centrifugar por 5 min a 5000 g. fosférico 0,05 mol L > de amobnia 2 mM, %
vitreo, agitar por 17 min > pH 3 (90:10, Viv). §
liquido centrifugar a 5000 g por 10 N
gastrico e min - injetar 2 pL.
urina  de
coelho.
CLOR Rim, figado LC-MS/MS 5 g de amostra + 20 mL de MeCN A: MeCN 94,8 - <LMR
CLORX e mausculo - homogeneizar por 15 min > B: Acetato de 104%
ACEPRO suino centrifugar a 4°C, 10 min a 4700 g amoénia 0,1 mol L
CIAM > evaporar sob fluxo de N, a 60°C ! :?.I\
PROPI - redissolver com 0,8 mL de %
HALO MeCN:H,0 (20:80, V/v). P
AZA :
AZL §
ISO -
CARA

XIL
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AZA Rim suino HPLC-FL 5 g de amostra + 20 mL de MeCN SPE A: Tampao fosfato 86,31 a LD o)
AZL - homogeneizar com vibromix > Oasis MCX 0,05 mol Lt (pH 89,89% 3el0 %
banho de ultrassom por 5 min > Elur com 5 mL de 4,5):tetraidrofuran LQ I.%
centrifugar por 10 min a 3290 g 2> Trietilamina 5% em MeOH > 0:MeCN (60:5:35), 5e10 ;
adicionar 20 mL de H,O a 10 mL evaporar a 40°C sob fluxo de VIVIV). E
do sobrenadante - homogeneizar N2 - redissolver em 1 mL de B: Tampao fosfato 5
- ajustar pH para 4 utilizando HCI fase movel A > centrifugar a 0,05 mol L™ (pH S
mol L™. 3290 g. 4.5) S
CLOR Rim  suino LC-MS/MS 2,5 g de amostra + 20 mL de Dispositivo ~ filtrante  com A: MeCN 732 a <LMR
PROPI e bovino MeCN -> homogeneizar por 15 min membrana microporosa para 110% =2
ACEPRO - centrifugar a -10°C, 10 min a centrifugagéo. B: Solucéo %
TRIFLU 4000 rpm -> evaporar 2 mL do tampéao de %
PRO extrato sob fluxo de N, a 50°C > formiato de %)
AZA redissolver com 1 mL de fase amonia 0,05 N
AZL mével. moliL, pH 4,5 3

CARA
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AZA Figado, HPLC-UV Extracéo acido-base. Filtracio em  membrana MeCN: Solucéo 72 a LD
AZL musculo e 2 g de amostra + 5 mL de NaOH 1 filtrante 0,45 pm. aquosa de 103% 7,5
gordura mol L > homogeneizar por 1 min dietilamina LQ
suino, com Physcotron = adicionar 5 mL 0,025% (2:3, v/v) 25
bovino e de H20 - homogeneizar por 1 min
frango - adicionar 5 mL de H,O + 2 g de
Leite NaCl + 10 mL de n-hexano:alcool
bovino LC-MS isoamilico (98,5:1,5 , v/iv) > agitar MeCN:Solugéo
Ovos (confirmagéo) vigorosamente por 5 min > aquosa de &cido
Musculo de centrifugar por 5 min a 2800 rpm nonafluorpentanoi
salméo - fase aquosa foi reextraida com co (7:3, viv).

10 mL da mistura de n-hexano e
alcool isoamilico (2x) = combinar
extratos -> adicionar 10 mL de
solugdo 0,1 mol L™ de H,SO4 >
centrifugar por 5 min a 2800 rpm
- adicionar 0,5 mL de amoénia
25% a fase aquosa > extrair com
10 mL da mistura hexano:alcool
(3x) > combinar camadas
superiores > evaporar a 45°C >
redissover em 1 mL de
MeCN:solucéo de dietilamina (2:3,
vlv) = banho de ultrassom por 1

min.

(6002 ‘DIOV)
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19 B- Rim, figado LC-MS/MS 5 g de amostra + 8 a 12 g de SPE A HO 0,1% 76,4 a LD

Bloqueadore e musculo sulfato de sédio anidro > Silica e NH» acido férmico 118,6% 0,2

S suino homogeneizar em vortex > Eluir com 5 mL de MeOH + 2 B: MeOH (0,6 ATE e

e 11 Musculo adicionar 10 mL de MeCN =-> mL de MeCN + 5 mL de SOT) [

sedativos bovino homogeneizar em vortex 2 min > acetona > evaporar sob fluxo LQ %
banho de ultrassom por 20 min a de N2 - redissolver com 1 0,5 GZ)
40°C -> centrifugar a 10000 rpm, mL de MeOH. (2,0 ATE e §
10 min a 4°C (2x) > combinar as SOT) 2
aliquotas > evaporar a 40°C sob
fluxo de N, = redissolver em 0,5
mL de MeOH.

CARA Leite UPLC-TOF 750 yL de amostra + 750 pL de A: HO 0,1% 196% LD

XIL solucgdo de precipitacdo (500 yL de acido férmico CARA 05el

e outros 148 acido férmico + 1 mL de CBZ-D4

farmacos para 500 mL de MeCN) em B: MeCN 0,1% 189% .
microtubo de 2 mL - agitar por 1 acido férmico XIL %
min - centrifugar a 13300 rpm por a
5 min - coletar 500 pL do E
sobrenadante e transferir para g

dispositivo microcon-3 >
centrifugar por 60 min a 17000 g >
evaporar da MeCN sob fluxo de Nz

-> centrifugar por 5 min - injetar




Agonistas e

Bloqueadore

5 g de amostra + 10 mL de solu¢éo
5% acido tricloroacético - vortex
30 s - sonicar por 30 min a 80 °C
- centrifugar a 10000 rpm por 10
°cC >

sobrenadante para tubo de 25 mL

mn a O transferir
- reextrair sedimento com 5 mL
de solucdo 5% acido
tricloroacético 2> recombinar

extratos.

SPE

Oasis MCX

> Aplicar extrato em
cartucho previamente

condicionado -> lavar com 3
mL de HO + 5 mL de
Hexano + 1 mL de MeOH >
secar cartucho com vacuo
por 5 min apds cada etapa de
lavagem -> Eluir analitos com
6 mL de MeOH 5% Amdnia
para tubo de 10 mL -
evaporar sob fluxo de N, até
gquase secura -> redissolver
em 1 mL de MeOH -
centrifugar a 10000 rpm por
10 min a 4 °C - Lavar
novamente sedimento com 1
mL de MeOH - Combinar
extratos e evaporar sob baixo
fluxo de N até secura >
retomar amostra com 1 mL
de solucdo MeOH : 0,1%
Acido Foérmico (2:8, viv) >
filtrar com filtro de nylon 0,22

pm.

CARA - carazolol, ACEPRO — acepromazina, AZA — azaperona, AZL — azaperol, CLOR - clorpromazina, HALO — haloperidol, PROPI — propionilpromazina, XIL — xilazina, ATE
propanolol, CLORX - clorprotixena,

Acido Férmico

B: MeOH 0,1%

Acido Férmico

(zT0Z ‘IVS)

CIAM - ciamemazina, triflupromazina
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Apesar de apresentarem valores de LOD e recuperagdes satisfatorios, os
métodos descritos entre os anos 80 e 90 utilizavam grande quantidade de amostra e
reagentes. Além disso, as técnicas eram rudimentares e laboriosas, envolvendo
inUmeras etapas de extracao.

O preparo da amostra, nos ultimos 10 anos consistiu, de uma forma geral, na
pesagem das amostras anteriormente homogeneizadas, adicdo do solvente extrator
seguida de homogeneizacdo, destacando-se a utilizacdo de acetonitrila como
solvente organico de extracdo, ja que permite a extracdo de analitos com ampla
faixa de polaridade.

Poucos trabalhos utilizaram adicdo de sal para remocdo de agua e
transferéncia dos analitos mais polares para a fase organica, procedimento
conhecido como salting out. Em seguida as amostras eram centrifugadas e o
sobrenadante evaporado. Os extratos secos eram redissolvidos e eluidos em
cartuchos de SPE contendo diferentes adsorventes como polimeros, silicas, C18 e
NHo.

Todos os trabalhos utilizaram cromatografia como técnica de separacdo dos
compostos acoplada a diferentes detectores como FL, UV, Detec¢cdo Eletroquimica
(ED, do inglés Eletrochemical Detection) no modo screening e TLC apenas para
confirmacédo de analitos que apresentassem baixa resposta quando analisados por
UV, obtendo limites de deteccdo e recuperacdes interessantes que variaram de 0,33
— 17,3 ug kg™ e 50 a 101%, respectivamente. Carazolol, B-bloqueador mais utilizado,
pode ser detectado facilmente por FL, resultando em limites de deteccéo bastante
baixos, porém esta técnica ndo se aplica a maior parte dos analitos, 0s quais nao
possuem propriedades fluorescentes.

Keukens et al. (1989) descreveram método de determinacéo de sedativos e B-
bloqueadores no qual foi possivel detectar azaperona e azaperol por FL, porém este
altimo composto sofreu interferéncia de carazolol que, conforme autor, poderia ser
corrigido através de utilizacdo de fase movel tamponada.

Outra alternativa para determinagdo destes compostos seria a deteccao por
UV, ja que estes respondem bem a esta técnica, porém € importante ressaltar que
devido a baixa detectabilidade deste detector, torna-se inviavel a quantificacdo de
analitos com baixo LMR.

Destaca-se como forte tendéncia nesta area, desde os anos 2000, a utilizacao
de Espectrometria de Massas (MS, do inglés Mass Spectrometry), como sistema de
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deteccdo, permitindo a andlise de diversos analitos, em diferentes matrizes, com
resultados muito satisfatérios e que atendem as necessidades desejadas,
proporcionando avango no controle de residuos em alimentos.

Ortelli et al. (2009) descreveram método multirresiduo utilizando,
Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia com detecc¢ao por Tempo de Voo (UHPLC-
TOF), para 150 compostos, incluindo carazolol e xilazina, em amostras de leite. Esta
técnica consistiu na utilizacdo de pequena quantidade de amostra, alcancando
baixos valores de LOD que foram de 0,5 e 1 pg kg™, respectivamente, porém com
recuperagfes de aproximadamente 190%. Este € o primeiro trabalho encontrado
que utiliza esta técnica de deteccdo para determinacdo destes compostos.

Além dos métodos descritos, também foram encontrados trabalhos referentes
a técnicas de imunoensaios. Meenagh et al. (2002) desenvolveram método robusto
e rapido como técnica alternativa de triagem para deteccao de carazolol em muasculo
e rim suino por ensaio com radiorreceptor. Os valores de LOD obtidos foram de 0,93
ug kg™ para musculo e 1,74 pg kg™ para rim. Cooper, et al. (2004) desenvolveram
método rapido de screening para acepromazina, propionilpromazina, clorpromazina,
carazolol, azaperona e azaperol em musculo e rim suino por Ensaio Imunossorvente
Ligado a Enzima (ELISA, do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) utilizando

uma Unica placa. Os valores de LOD obtidos ficaram na faixa entre 5 - 20 ug kg™.

2.8 Validacao de Métodos Analiticos para Determinacdo de Residuos
de Medicamentos Veterinarios

Para garantir a confiabilidade dos resultados de um método analitico, faz-se
necessario a normalizagcdo e cumprimento de alguns requisitos que garantam a
qualidade das medi¢des quimicas, tornando os resultados comparaveis, rastreaveis
e confiaveis (PASCHOAL, 2008).

No que diz respeito a andlise de residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos, destacam-se os guias elaborados pelas agéncias reguladoras oficiais da
Comunidade Européia, Codex alimentarius, FDA e ANVISA. Recentemente o0 MAPA,
por intermédio da Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA) e da Coordenacao

Geral de Apoio Laboratorial (CGAL), elaborou Manual de Garantia de Qualidade
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Analitica — residuos e contaminantes em alimentos, com o objetivo de harmonizar
os critérios estabelecidos pelas diferentes agéncias oficiais reguladoras, garantindo
consisténcia cientifica e atendimento as exigéncias crescentes de qualidade dos
resultados no cenario nacional e internacional de controle de residuos e
contaminantes em alimentos (MAPA, 2011).

Os critérios de desempenho de um procedimento analitico observados por
este manual sdo: determinacao de niveis de interesse analitico, aqueles aplicaveis a
deteccdo por Espectrometria de Massas, curvas de calibracdo, linearidade,
sensibilidade e faixa de trabalho, seletividade e efeito matriz,
veracidade/recuperacéo, preciséo, limite de deteccdo (LOD), limite de quantificacéo
(LOQ), determinacdo dos valores de limite de decisdo (CCa), capacidade de
deteccado (CCp), estudo de robustez e incerteza da medicdo analitica (MAPA, 2011).

Ainda prevé requisitos gerais como preparo, uso e armazenamento de
solugbes padréo, recepgdo, armazenamento e preparo de amostras, estudo de
estabilidade, ampliacdo do escopo, entre outros (MAPA, 2011).

Os parametros de validacdo a serem avaliados para determinacdo de
residuos de medicamentos veterinarios exigidos por este manual correspondem a
seletividade, efeito matriz, linearidade, recuperacdo e veracidade, precisdo
(repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial), CCa, CCB e robustez (MAPA,
2011).

O processo de validacdo do método desenvolvido e descrito neste trabalho
esta embasado nos parametros e critérios descritos principalmente por este manual,
que condizem com o POP, Procedimento Operacional Padrdao do laborat6rio,
denominado Validacdo de métodos de analise de residuos de farmacos, adotado
pelo Laboratério de Analise de Residuos de Pesticidas e Medicamentos Veterinarios
— LANAGRO/RS e com a normativa EC/657/2002 da Unido Européia (CD, 2002).
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3. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho consistiu no desenvolvimento e validacdo de método de

extragdo para determinagéo de residuos de medicamentos veterinarios (sedativos e

B-bloqueadores) em alimento de origem animal (rim suino) e posterior quantificacao

por LC-MS/MS. Foi realizado em parceria com o Laboratorio Nacional Agropecuario

— LANAGRO/RS, nas instalacdes do Laboratério de Residuos de Pesticidas e

Medicamentos Veterinarios — RPM, que juntamente com demais laboratérios da rede
MAPA, integram a area técnica do PNCRC.

3.1

Instrumentacao

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram:

v

< N N N

<N X X

Agitador vortex - Biomixer Modelo QL-901 (Microtécnica, Brasil);
Ultrapurificador de agua — Master System (Gehaka, Brasil);
Mesa agitadora — Agitador Mod. 109 (Nova Etica, Brasil);
Centrifuga — Rotina 420 R (Heltich Zentrifugen, Alemanha);
Freezer — Freezer vertical (Brastemp, Brasil);
Freezer — Freezer horizontal (Reubly, Brasil);
Concentrador de amostras — TE0194 Concentrador Tec Vap (Tecnal,
Brasil);
Centrifuga de bancada — Heraeus Fresco 17 Centrifuge (Thermo
Scientific, EUA);
Ultra-Turrax — modelo T18 basic (IKA, Alemanha);
Balanca Analitica — AS200 (Ohaus, EUA);
Processador de amostras — Osterizer Blender (Gehaka, Brasil);
Sistema LC-MS/MS: Cromatografo LC série 1260 (Agilent, EUA),
equipado com:

o Espectrometro de massas QTrap 5500 (ABSciex, EUA);

o Fonte ESI;
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o Coluna Poroshell 120 EC-C18 (3,0 x 50 mm, 2,7 um) Agilent;
o Sistema de aquisi¢do Analyst 1.6.2.

3.2 Reagentes Solventes e Materiais Utilizados

Acetonitrila grau HPLC (Sulpra Solv, Alemanha);
Metanol grau HPLC (Tedia Brasil, Brasil);
Tubos eppendorf;

N N NN

Micropipetas com capacidades variaveis (Nichiryo, EUA) (BRAND,
Alemanha) (Ependorf, Alemanha);

Padrdes solidos de medicamentos veterinarios conforme Anexo A;
Sorvente Celite® 545 P.A. (Impex, Brasil);

Cloreto de sodio 99% de pureza (Dinamica, Brasil);

D N N NN

Tubos de polipropileno, com tampas rosqueadas, com capacidade de
15 e 50 mL;

Vial plastico com insert fixo com capacidade para 300 uL;

Vial de vidro com capacidade para 2 mL,;

Gas Nitrogénio (IBG, Brasil);

S X X

Vidrarias comuns de laboratério.

3.3 Processamento das Amostras

As amostras branco de rim suino foram adquiridas atraveés de doacgbes do
frigorifico Portal e Filhos, de produtor rural, frigorificos e industrias credenciados ao
MAPA.

Porcdes finas da parte externa do orgao, ja isento de capsula fibrosa, foram
retiradas e processadas até homogeneizacdo com auxilio de processador de
amostras, conforme mostra Figura 1. A amostra foi acondicionada e mantida em

freezer a -20 °C, em recipiente plastico, para posterior utilizagao.
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Figura 1 — Processamento das amostras de rim suino

3.4 Preparo das Solucdes Analiticas

Os padrdoes sdlidos dos analitos, apds recebimento e verificacdo de
especificacdes, foram acondicionados em recipientes devidamente identificados e
mantidos em freezer a -20°C. As informacdes referentes aos analitos como pureza,
origem do produto, propriedades fisico-quimicas, entre outras, estdo descritas no
Anexo A.

Para o preparo das solucdes analiticas estoque, efetuou-se o calculo para
determinar a quantidade de padrdo a ser pesado de forma a obter solucdes
individuais de 1000 mg L™* em volume de 1 ou 10 mL, considerando a pureza de
cada composto e massa molar do principio ativo.

Os padrdes solidos pesados foram dissolvidos em metanol grau HPLC,
acondicionados em frasco de polipropileno ou tubos eppendorf revestidos com papel
aluminio, e armazenados em freezer a -20 °C.

Através de diluicdo da solucdo padrdo estoque de cada composto, foi
preparada solucao intermediaria contendo todos os analitos, de forma a obter 10 mL
de cada solucdo com concentracdo de 10 mg L™, exceto para carazolol (5 mg L™).
Esta solugéo foi preparada em metanol grau HPLC, acondicionada e armazenada

conforme solucao padrao estoque.
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A partir das solucdes intermediarias, foram preparadas solu¢des de trabalho
ou solucdes de fortificagdo com concentracdes de 1 mg L™, exceto para carazolol
(0,5mg L™).

3.5 Utilizacao de Padrao Surrogate

A utilizacdo de padréo interno ou surrogate consiste na adicdo de quantidade
conhecida de composto. O composto escolhido deve ser diferente dos compostos de
interesse, porém com propriedades fisico-quimicas semelhantes, permitindo
correcdo de erros comuns como, pequenas variacbes de resposta do detector,
perdas volumétricas durante os procedimentos, entre outros (SKOOG, 2006;
HARRIS, 2008).

Para construcédo de curva de calibracdo e célculo de concentracdo deve-se
utilizar a razéo entre a area do pico do analito de interesse e do padréo interno ou
surrogate (SKOOG, 2006).

Neste trabalho foram utilizados trés padrbées surrogate deuterados, sendo eles
carazolol-d7, azaperona-d4 e acepromazina-d6.

Solucdes analiticas estoque individuais foram preparadas na concentracdo de
1000 mg L™. Através de diluicdo uma solucdo intermediaria contendo os trés
padrées surrogate foi preparada obtendo-se concentragéo de 10 mg L™, exceto para
carazolol (5 mg L™). A partir de solugéo intermediaria foi preparada solucdo de
fortificacdo na concentracdo de 1 mg L™, exceto para carazolol (0,5 mg L™Y). As
condi¢cbes de preparo e armazenamento foram realizadas conforme descrito no item
3.4.

Um volume fixo da solucdo de fortificacdo (20 uL) foi adicionado em cada

amostra a ser analisada, exceto nos brancos, antes do procedimento de extracao.

3.6 Otimizacado do Sistema Cromatografico LC-MS/MS
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Neste trabalho foi utilizada Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria
de Massas em Seérie. A seguir estdo descritos os principais parametros que foram

otimizados para a determinacdo dos compostos em amostras de rim suino.

3.6.1 Escolha da Fase Mével

A escolha da fase movel foi realizada inicialmente através de reviséo
bibliografica. Conforme estudos realizados por Zhang et al. (2009), foi utilizado (A)
solucdo aquosa acidificada com 0,1% de acido férmico (v/iv) e (B) metanol
acidificado com 0,1% de acido férmico (v/v).

No decorrer do trabalho também foi testada a seguinte composicéo: (A)
solucdo aquosa acidificada com 0,1% de &cido férmico (v/v) e (B) acetonitrila

acidificada com 0,1% de acido férmico (v/v).

3.6.2 Condicdes do Sistema de Deteccéo

A fim de obter as condi¢cdes 6timas de analise dos compostos, foi realizada
infusdo de todos os analitos individualmente, na concentracdo de aproximadamente
200 pg L™, com o objetivo de selecionar no minimo 2 fragmentos (ions produto) de
maior intensidade e seletividade para cada analito, sendo o mais intenso utilizado
como ion quantificador e o segundo como qualificador. Para otimizacdo dos
parametros dependentes da fonte de ionizagcdo foram realizados o0s experimentos de
injecdo em fluxo (FIA, do inglés Flow Injection Analysis) visando obter as melhores

condi¢des para o0 conjunto de compostos.

3.7 Composicao da Matriz e Estratégias para Determinacédo de Método

de Extracéo e Clean-up
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Para a producgéo de resultados confiaveis e reprodutiveis, através de técnica
rapida, simples e de baixo custo, a etapa de extracdo dos compostos foi uma das
mais relevantes deste trabalho, devido a complexidade da matriz e os niveis de
validacdo adotados.

Inicialmente foi realizada pesquisa bibliografica para definir a metodologia
mais adequada para a andlise destes compostos em alimentos de origem animal.
Como a maioria dos trabalhos descritos e disponiveis englobam um numero baixo
de analitos ou utilizam SPE como alternativa de clean-up, optou-se por partir de
procedimentos utilizados no laboratério para determinacdo de analitos com
caracteristicas semelhantes aos compostos em estudo, e que atendesse aos
requisitos minimos necessarios para um bom desempenho analitico.

A matriz estudada, rim suino, é constituida basicamente por cerca de 80% de
agua, 16% de proteina, 3% de gorduras totais, e 1% de vitaminas e minerais
(USDA, 2014). Além disso, conforme mostrado no Anexo A, o coeficiente de particéo
octanol/agua, log Kow, dos analitos em estudo varia de 0 a 4 (CHEMICALIZE, 2014),
o que indica uma diferenca de polaridade entre os mesmos, resultando em diferenca
significativa de comportamento destes durante o processo de extracdo, em que
alguns analitos tenderiam a ter mais afinidade pela fase aquosa enquanto outros
pela fase orgéanica.

Neste contexto, a utilizacdo de acetonitrila € uma opcédo, pois permite a
extracdo de compostos com faixa de polaridade mais ampla, quando comparado a
outros solventes como acetato de etila, acetona, metanol, agua, entre outros. A
adicao de sal, além de possibilitar a retirada de agua do sistema, tem efeito salting
out, transferindo os analitos da fase aquosa para fase organica (PRESTES, 2009).

Para a retirada de proteinas e gorduras da amostra, um procedimento
bastante comum como alternativa de clean-up, proposto juntamente com o método
QUEChERS, é o congelamento do extrato da amostra a baixa temperatura (-20 °C),
pois auxilia na precipitacdo das mesmas que apos centrifugacdo sdo separadas
facilmente do extrato (QUEChERS, 2014).

Outra pratica que substituiria a SPE, corresponde a d-SPE, também proposta
pelo método QUEChERS, que consiste na utilizacdo de sorvente que atua como filtro
na retirada de coextrativos. A utilizacdo desta técnica € uma alternativa simples e

rapida, pois consiste na adicdo do sorvente escolhido no extrato obtido, seguido de
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agitacdo para homogeneizacdo da amostra e centrifugacdo para separacdo
extrato/sorvente (ANASTASSIADES, 2003; CABRERA, 2012).

Quando deseja-se quantificar concentragcbes muito baixas de residuos, uma
etapa de concentracdo do extrato obtido no processo de extracdo torna-se
necessaria. Uma opcao interessante e viavel seria a evaporacdo a temperatura
controlada, sob fluxo de nitrogénio.

Com base no que foi descrito acima, trés métodos de extracdo foram
propostos com o objetivo de verificar qual apresentaria melhor eficiéncia na
extracdo, além de produzir extratos com menor concentracdo possivel de

coextrativos.

3.8 Desenvolvimento e Otimizacdo do Método de Extracao

A avaliacdo da eficiéncia dos métodos empregados consistiu inicialmente na
andlise das recuperacfes obtidas para cada composto e dos brancos obtidos, para
verificar a presenca de interferentes que prejudicariam a quantificacdo. Para isso,
foram utilizadas amostras branco fortificadas antes das extra¢cdes (denominadas R1,
R2 e R3), e os extratos das amostras branco fortificadas no final do processo de
extracdo (denominadas TS1, TS2 e TS3), além da analise do branco. A
concentracdo avaliada nestes procedimentos corresponde a 10 pg kg™ (nivel de
validacdo adotado). A recuperacdo foi calculada através das médias das éareas
obtidas dos compostos nas amostras denominadas R1, R2 e R3, dividido pela média
das areas obtidas dos compostos nas amostras denominadas TS1, TS2 e TS3,

multiplicadas por 100.

3.8.1 Procedimento 1

A metodologia 1 consistiu na pesagem de 5 g de amostra branco em tubos de
polipropileno com capacidade para 50 mL e fortificadas no nivel de validagéo

adotado (apenas R1, R2 e R3). Ap0s homogeneizacdo em vortex por 20 s, foram
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adicionados 2 mL de agua ultrapura e 10 mL de acetonitrila. As amostras foram
trituradas e homogeneizadas em ultra-turrax e, em seguida, agitadas em mesa
agitadora a 180 rpm por 20 min com os tubos na posicdo horizontal. Apds agitacao
foram adicionados 2,5 g de NaCl, seguido de agitacdo por 5 min em mesa agitadora
a 180 rpm na posigéo horizontal. As amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 5
min a 5 °C, o sobrenadante foi transferido para tubo de polipropileno de 15 mL e
acondicionados em freezer a -20°C por 1 h. Posteriormente, a amostra foi
centrifugada a 4000 rpm e 0 °C por 20 min. O sobrenadante foi transferido para tubo
de polipropileno de 50 mL e evaporado até secura sob fluxo de N, a 50 °C.

As amostras secas foram fortificadas no nivel de validacdo (apenas TS1, TS2
e TS3) e retomadas com metanol obtendo-se volume de 1 mL, agitadas em vortex
por 20 s e transferidas para tubos eppendorf para centrifugacdo a 13000 rpm por 10
min a 0° C. ApOs centrifugacdo, as amostras foram transferidas para vial com
capacidade para 2 mL e analisadas por LC-MS/MS.
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5 g de rim suino

+

2 mL de H;O

+ Turrax

+

10 mL de MeCN
Mesa agitadora

20 min a 180 rpm

2,5 g de NaCl Mesa agitadora

5 mina 180 rpm

+

Centrifugagéo por 5 min,
Congelamento 1Tha -20 °C 4000 rpm e 5°C

Centrifugagéo
Evaporagao sob fluxo de N, 4000 rpm, 20 min, a0 °C
a 50 °C
10 mL do extrato
Retomada com 1 mL de
MeOH Agitagéio em vortex 20s

+
Centrifugagéo em tubos
ependorf
10 min, 13000 rpm a 0 °C

Figura 2 — Representacdo esquematica do Procedimento 1 proposto para andlise de

residuos de sedativos e B-bloqueadores em rim suino por LC-MS/MS

3.8.2 Procedimento 2

A metodologia 2 consistiu na pesagem de 2 g de amostra branco em tubos de
polipropileno com capacidade para 50 mL e fortificadas no nivel de validacéo
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adotado (apenas R1, R2 e R3). Ap6és homogeneizacdo em vortex por 20 s, foram
adicionados 10 mL de acetonitrila. Com auxilio de ultra-turrax as amostras foram
trituradas e homogeneizadas. Em seguida, foram colocadas em mesa agitadora com
0s tubos na posicéo horizontal e agitadas por 20 min a 180 rpm. Ap0s agitacdo, as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 min a 5°C, o sobrenadante foi
transferido para tubo de polipropileno de 15 mL e acondicionado em freezer a -20 °C
por uma hora. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 4000 rpm por 20 min a
0° C, o sobrenadante foi transferido para tubo de polipropileno de 50 mL e
evaporado até secura sob fluxo de N, a 50 °C.

As amostras secas foram fortificadas no nivel de validacdo (apenas TS1, TS2
e TS3) e retomadas com metanol obtendo-se volume de 1 mL, agitadas em vortex
por 20 s, transferidas para tubos eppendorf contendo 250 mg de Celite® 545 e
novamente homogeneizadas em vortex por 20 s. ApO0s homogeneizacdo, as
amostras em tubos eppendorf foram centrifugadas a 13000 rpm por 20 mina 0 °C e
transferidas para vial com capacidade para 2 mL para posterior analise por LC-
MS/MS.



2 g de rim suino

+

10 mL de MeCN

Congelamento 1Tha -20 °C

Evaporacao sob fluxo de N;

ahl°C
10 mL do extrato

Retomada com 1 mL de

MeOH

d-SPE - 250 mg de Celite
545

Turrax
+
Mesa agitadora
20 min a 180 rpm
+
Centrifugagéo por 5 min
ad000rpmeb5°C

Centrifugagao
4000 rpm, 20 min, a0 °C

Agitagio em vortex 20 s

Agitagio em vortex 20s
+
Centrifugagéo em tubos
ependorf
20 min, 13000 rpma 0°C
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Figura 3 — Representagcdo esquematica do Procedimento 2 proposto para andlise de

residuos de sedativos e B-bloqueadores em rim suino por LC-MS/MS

3.8.3

Procedimento 3
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A metodologia 3 consistiu na otimizagc&o do procedimento 2 com o objetivo de
reduzir tempo de andlise e custo, além de diluir a amostra, reduzindo a quantidade
de coextrativos a serem inseridos no sistema cromatografico.

Este procedimento consistiu na pesagem de 2 g de amostra branco,
previamente homogeneizadas, em tubos de polipropileno com capacidade para 50
mL e fortificadas no nivel de validacdo adotado (apenas R1, R2 e R3), seguido de
adicdo de 10 mL de acetonitrila. Com auxilio de Ultra-turrax as amostras foram
trituradas e homogeneizadas. Em seguida, foram colocadas em mesa agitadora com
0s tubos na posi¢cdo horizontal e agitadas por 20 min a 180 rpm. Apds agitacdo, as
amostras foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 min a 5°C. O sobrenadante foi
transferido para tubo de polipropileno de 15 mL e acondicionados em freezer a -20
°C por uma hora. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 4000 rpm por 20 min
a 0° C, o sobrenadante foi transferido para novo tubo de polipropileno de 15 mL
contendo 500 mg de Celite® 545. A utilizacdo de maior quantidade de sorvente,
neste procedimento ocorreu devido ao volume maior de extrato na etapa de clean-up
(10 mL). As amostras foram agitadas em vortex por 20 s e novamente submetidas a
centrifugacdo a 4000 rpm por 20 min a 0 °C. Uma aliquota de 1 mL foi transferida
para tubo de polipropileno de 50 mL e evaporada a 50 °C, sob fluxo de N, até
secura. As amostras foram fortificadas no nivel de validacéo (apenas TS1, TS2 e
TS3), e retomadas em metanol obtendo-se volume de 300 L, agitadas em vortex
por 20 s e transferidas para vial com insert fixo com capacidade para 300 pL para

posterior analise por LC-MS/MS.
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2 g de rim suino

+ Turrax

10 mL de MeCN *
Mesa agitadora

20 min a 180 rpm
+
Centrifugagéio 5 min,
4000 rpm e 5°C
Congelamento 1Tha -20 °C

Centrifugagéo

d-SPE - 500 mg de Celite 20 min, 4000 rpm €0 °C

945

Agitagio em vortex 20 s

Evaporagéo *

sob fluxo de N, a50 °C Centrifugagéo
1 mL de extrato ) 20 min, 4000 rpm e0"C

Retomada com 300 LL de
MeOH

Agitagio em vortex 20 s

Figura 4 — Representagdo esquematica do Procedimento 3 proposto para andlise de
residuos de sedativos e B-bloqueadores em rim suino por LC-MS/MS

3.9 Paradmetros e Critérios de Validagdo do Método Analitico

Os pardmetros e critérios observados para validagdo da metodologia
desenvolvida, foram definidos de forma a contemplar aqueles descritos no Manual
de Garantia da Qualidade Analitica — residuos e contaminantes em alimentos
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(MAPA, 2011), pela 2002/657/CE (CD, 2002) e o Procedimento Operacional Padrao
adotado pelo LANAGRO-RS (POP, 2013).

3.9.1 Niveis de Interesse Analitico e Critérios de Desempenho Aplicaveis a
Deteccao por Espectrometria de Massas

Para a determinacao de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos
deve-se levar em consideracao os valores de LMR estabelecidos (para substancias
permitidas), ou LMDR (para substancias banidas), ao qual alguma decisdo sera
tomada. Caso a substancia ndo possua LMR ou LMDR, deve-se tomar como
referéncia o valor estabelecido em normativas publicadas pela area competente do
MAPA (MAPA, 2011).

No caso de andlise de sedativos e B-blogueadores permitidos, o LMR varia
entre 1 a 100 pg kg™ conforme analito, matriz e agéncia reguladora. Além disso, a
maioria das substancias em estudo neste trabalho ndo possuem LMR, pois ainda
nao fazem parte do escopo de trabalho do PNCRC. Por esses motivos, foi adotado
como nivel de validacdo 10 ug kg™ para todos os compostos, exceto para carazolol
(5 ug kgl), pois entende-se que estes sdo valores que compreendem a maioria dos
limites estabelecidos pelas diferentes normativas, além de estar de acordo com as
determinacdes da IN 17 do MAPA (MAPA, 2013), proporcionando monitoramento
eficiente, com garantia de resultados confidveis e de qualidade, e ainda
possibilitando posterior ampliacdo de escopo de matrizes e de analitos utilizando o
mesmo nivel de validag&o.

Alguns critérios devem ser observados quando utiliza-se sistemas de
deteccdo por Espectrometria de Massas como, o numero de pontos de identificacéo
de acordo com a técnica espectrométrica escolhida ou quando combinadas, e
tolerancias maximas permitidas para intensidades relativas de ions (MAPA, 2011).

Neste trabalho foi utilizado monitoramento de reagbes mudltiplas (MRM),
portanto, além de monitorar o0 ion precursor € necessario dois pontos de
identificagdo por ion. Além disso, foram observadas as tolerdncias maximas
permitidas quanto as intensidades relativas dos ions selecionados, que

correspondem aos valores listados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Tolerancias maximas permitidas para intensidades relativas de ions
utilizando LC-MS/MS

Intensidade relativa LC-MS/MS
(% do pico base)
> 50% +20%
20 - 50% +25%
10 — 20% + 30%
<10% +50%

Fonte: Decisao 2002/657/EC Quadro 4 [10]

O monitoramento deste critério foi realizado durante os estudos de preciséo e
deve ser observado a cada analise realizada, principalmente durante as analise de
rotina, pois consiste em uma ferramenta que garante a identificagdo do composto, e,

portanto, a confiabilidade do resultado analitico.

3.9.2 Seletividade

A seletividade é a capacidade do método de diferenciar as substancias de
interesse de possiveis interferentes presentes na matriz (produtos de degradacdo,
is6baros, metabdlitos, isbmeros, componentes da matriz, etc.). Deve ser verificada
através de analise de 20 amostras branco (n = 20), com o intuito de observar
coeluicdo de interferentes na regido dos analitos em estudo. Se substancias
isGbaras estiverem presentes no escopo ou na matriz deve-se avaliar atraves de
analise de amostras branco fortificadas com concentracdo relevante desta
substancia. O sinal do interferente deve ser < 30% com relagdo ao sinal do menor
nivel calibrado do analito (MAPA, 2011).

A verificacdo da seletividade deste método foi realizada através de analise de
20 brancos de rins suino diferentes, de forma a observar possiveis interferentes na

regido de eluicdo de cada analito. Caso substancias is6baras sejam observadas no
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decorrer do processo de validagédo ou rotina de analises, sera realizado novo estudo

com o intuito de verificar sua influéncia nos resultados obtidos.

3.9.3 Efeito Matriz

O efeito matriz nada mais € que um estudo de seletividade de forma a
observar fendbmenos de supressao ou ampliacdo da resposta instrumental devido a
presenca de substéncias interferentes (MAPA, 2011).

Para a determinacdo de efeito matriz foram utilizadas trés abordagens
distintas. A primeira, através de andlise visual das inclinacbes das curvas obtidas
com os analitos em solvente, extrato de matriz branca fortificada e em matriz branca
fortificada. Neste caso, a diferenca de inclinagdo entre as curvas obtidas em
solvente e extrato de matriz branca fortificada corresponderia ao efeito de matriz, e a
diferenca entre a curva obtida pelo extrato de matriz branca fortificada e matriz
branca fortificada a recuperacao.

A segunda abordagem corresponde a comparacao das areas obtidas em trés
niveis de concentracdo (0,5, 1 e 1,5 vezes o nivel de validacdo) em solvente e em
extrato de matriz branca fortificada. O calculo realizado para determinacao do efeito
matriz esta descrito na Equacédo 1. Valores acima de 10% correspondem a efeitos

de matriz que prejudicariam os resultados obtidos nas andlises (PIZZUTTI, 2007).

X1-X2
X2

Efeito de Matriz % = x 100 Equacéo 1

onde,

X1 = Média das areas obtidas para cada composto preparado em extrato de
matriz branca fortificada, nas concentragdes correspondentes a 0,5, 1 e 1,5 vezes o
nivel de validacao;

X2 = Média das areas obtidas para cada composto preparado em solvente,
nas concentracdes correspondentes a 0,5, 1 e 1,5 vezes o nivel de validacgéo.

A terceira abordagem consiste no estudo de efeito matriz descrito por
Bonfiglio et al. (1999), na qual amostras branco séo analisadas concomitantemente
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a infusdo de padrdo, em concentracdo elevada, pés-coluna. Desta forma, torna-se
possivel observar as regides onde possa ocorrer supressao ou ganho de intensidade

de sinal do equipamento.

3.9.4 Curvas de Calibracao, Linearidade, Sensibilidade e Faixa de Trabalho

A linearidade corresponde a capacidade do método de fornecer resultados de
concentracéo do analito e resposta instrumental proporcionais em uma dada faixa de
trabalho ou concentracdo, e esta relacionada com a capacidade do método de
fornecer curva de calibracdo ajustavel e equacdo da reta. Ja a sensibilidade é
definida pela inclinagdo da reta obtida em uma dada faixa de trabalho. A faixa de
trabalho deve corresponder ao intervalo de valores minimo e maximo aos quais a
equacao da reta represente a faixa de linearidade da curva de calibracdo (MAPA,
2011).

Para monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios que possuam
LMR, faz-se necessario que este valor constitua a regido central da curva de
calibragdo, enquanto que para substancias que possuam apenas LMDR faz-se
necessario que o valor deste esteja apenas compreendido na curva de calibracdo
(MAPA, 2011).

Neste contexto, trés tipos de curvas de calibragcdo podem ser construidas,
sendo elas, a) curva de calibracdo do analito em solvente (apenas quando ndo ha
efeito de matriz), b) extrato da matriz branca fortificada e ¢) matriz branca fortificada.
A curva de calibracdo deve conter no minimo cinco niveis equidistantes,
compreendendo 1, 1,5 e 2 vezes o LMDR ou 0,5, 1 e 1,5 vezes 0 LMR (MAPA,
2011).

A linearidade deve ser avaliada através de inspecao visual do gréfico gerado
pela regressao linear, bem como através de analise estatistica dos residuos que
deve ser aleatoria. Os resultados dos coeficientes de correlacdo ou determinacao
devem ser analisados e a curva de calibracdo ndo deve ser forcada a passar pela
origem (MAPA, 2011).

Para verificagcdo da linearidade deste método foi utilizado curva de calibragdo

em matriz branca fortificada contendo seis niveis equidistantes de concentracéo,
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compreendendo 0,5, 1 e 1,5 vezes o nivel de validacdo, sendo estes 0, 2,5, 5, 10,
15 e 20 pg kg?, exceto para carazolol (0, 1,25, 2,5, 5, 7,5, 10 ug kg™*) em trés
réplicas.

O laboratério adota como critério aceitavel o valor de R? igual ou superior a
0,97 para curvas preparadas em solvente e 0,95 para curvas preparadas em matriz
branca fortificada e extrato de matriz branca fortificada. A avaliacdo da distribuicao
dos residuos, significancia da regressdo e ajuste ao modelo linear foi realizada
utilizando Analise da Variancia (ANOVA, do inglés Analysis of Variance).

A andlise da significancia da regressao e ajuste ao modelo linear verificadas
permitem avaliar a relacdo entre duas variaveis. Sendo esta relacéo proporcional, é
possivel construir uma curva de calibracdo conforme método estatistico de
estimacdo denominado Método dos Minimos Quadrados (MMQ). Como todo teste
estatistico, a verificacdo da significancia e ajuste do modelo esta relacionada com o
namero de graus de liberdade (que € dependente do numero de experimentos
realizados) e o nivel de confianca desejado (neste caso 95%). Obtém-se, portanto,
um valor tabelado que sera utilizado para comparacdo com o valor obtido através
dos testes realizados (CORDEIRO, 2004).

3.9.5 Precisdo - Repetitividade, Reprodutibilidade Intralaboratorial e

Reprodutibilidade Interlaboratorial

A precisdo de um método analitico pode ser expressa como a) repetitividade,
b) reprodutibilidade intralaboratorial (precisdo intermediaria ou interna) e c)
reprodutibilidade interlaboratorial (ensaios colaborativos interlaboratoriais) e
corresponde a dispersédo dos resultados repetidos em condi¢cOes definidas (MAPA,
2011).

A repetitividade corresponde a medigcdes sucessivas sob as mesmas
condicbes, enquanto que a reprodutibilidade intralaboratorial corresponde a
medicdes ao qual o método foi submetido a alteracées de condicbes como dias de
analises, diferentes analistas ou equipamentos, entre outros (MAPA, 2011). Ja a
reprodutibilidade interlaboratorial corresponde a estudos colaborativos entre
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diferentes laboratérios que possuem metodologia propria, para andlise de uma
mesma amostra (PASCHOAL, 2008).

A repetitividade foi mensurada através de analise de 18 amostras branco,
fortificadas em trés niveis de concentracdo correspondendo a 0,5, 1 e 1,5 vezes o
nivel de validacdo (6 amostras para cada nivel). Este procedimento foi repetido em
trés dias diferentes, conforme recomendacdo da 2002/657/CE (CD, 2002) e POP
(POP, 2013). Foram calculados os valores de concentracdo de cada amostra, bem
como as concentracdes médias obtidas, desvios padréo e coeficiente de variacédo de
repetitividade intra dia, inter dia e precisdo intermediaria com base nos estudos de
repetitividade, conforme ANOVA.

A ANOVA permite avaliar se um dado independente, neste caso a repeticao
do experimento que foi realizado em dias diferentes, tem algum efeito significativo
sobre alguma varidvel dependente, que neste caso corresponde a concentracdo das
amostras. Esta analise permite ainda verificar a variacdo obtida dentro de um
mesmo grupo de experimentos, neste caso o0s resultados de concentracdo obtidos
em um mesmo dia (intra dia), e a variacdo obtida entre os grupos de experimentos,
gue neste caso corresponde aos resultados de concentracdo obtidos em dias
diferentes (inter dia) (CORDEIRO, 2004).

A reprodutibilidade intralaboratorial consistiu na repeticdo do procedimento de
repetitividade em um Unico dia, porém conduzido por outro analista. Assim como no
estudo de repetitividade, a concentracdo de cada amostra, concentracdes médias
obtidas, desvios padrédo e coeficiente de variagdo nos trés niveis de concentracao,
correspondendo a 0,5, 1 e 1,5 vezes o nivel de validacao, foram calculados.

O coeficiente de variacdo aceitdvel nos procedimentos de reprodutibilidade

intralaboratorial é obtido através da equacéo de Horwitz (Equacéo 2).

CV = 2(1-05l0g0) Equacéo 2

Neste caso, em que o nivel de validacdo empregado é inferior a 100 g kg™,
os coeficientes de variacdo obtidos nos estudos de reprodutibilidade intralaboratorial
deverdo ser tdo baixos quanto possivel, ja que os valores dados pela equacéo de
Horwitz seriam inaceitavelmente elevados. Nos ensaios de repetitividade, os
coeficientes de variacdo devem se situar entre 1/2 e 2/3 do valor calculado pela
equacao de Horwitz (PASCHOAL, 2008).
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A reprodutibilidade interlaboratorial foi avaliada através de analise de
carazolol, azaperona e azaperol em amostras de rim suino enviadas pela Agéncia
de Inspecédo de Alimentos Canadense, Canadian Food Inspection Agency, para
ensaio colaborativo, ao qual demais laboratérios ja submeteram seus resultados,
sendo estes utilizados para comparacdo com os resultados obtidos através de
andlise utilizando o método desenvolvido.

A estimativa da reprodutibilidade dos métodos utilizados pelos diferentes
laboratorios é dada pela avaliacdo do Z-Score, que considera os resultados
enviados por cada um dos laboratérios e os desvios padrdo obtidos no ensaio
colaborativo, conforme Equagéo 3.

L =— Equacéo 3

Onde, x corresponde ao resultado de cada participante, X a concentracao
atribuida e op ao desvio padrao obtido no ensaio colaborativo.

Valores de Z-Scores inferiores a 2 sdo considerados satisfatorios, entre 2 e 3
questionaveis e superiores a 3 insatisfatérios.

Em Marco do corrente ano o método serd submetido novamente a ensaio
colaborativo em amostras de rim suino para determinacdo de sedativos e [-

bloqueadores, enviadas pela Agéncia de Inspecao de Alimentos Canadense.

3.9.6 Veracidade/Recuperacéo

A veracidade esta relacionada com a meédia dos valores obtidos em uma série
de analises repetidas com o valor tedrico, e esta inversamente relacionada ao erro
sistematico ou fator de correcdo. A recuperacdo é uma expressdo da veracidade,
pois mede a tendéncia do procedimento analitico. O objetivo da analise da
recuperacdo é de corrigir os possiveis erros sistematicos ou perdas oriundas do

processo desde a extragdo até a analise instrumental (MAPA, 2011).
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Os resultados obtidos devem compreender os intervalos especificados na
Tabela 4. Valores fora das faixas poderdo ser aceitos quando devidamente
justificados (MAPA, 2011).

Tabela 4 - Faixas de aceitacdo do fator de recuperacao acima e abaixo de 100%

Concentracéo (C) Intervalos (%)
C<1ugkg™ -50% a + 20%

1 ug kg™'< C < 10pg kg™ -30% a + 10%
C =210 ug kg™ -20% a + 10%

Fonte: Decisdo 2002/657/EC Quadro 2

A determinacdo da veracidade deste método foi realizada utilizando os
valores de concentracdo determinados através de curva de calibracdo, nos ensaios
de repetitividade (18 amostras divididas em trés niveis de concentracdo), expresso
em percentual e definida através da Equacéo 4.

média dos resultados de concentracao obtidos em cada nivel

x 100

Veracidade = —
valor teodrico

Equacéo 4

A recuperacao foi determinada apenas no nivel de validacdo adotado (10 pg
kg™), obtidos nos ensaios de repetitividade, utilizando apenas o valor de &rea obtido
para cada analito (sem correcdo com surrogate), expresso em percentual, conforme

Equacéo 5.

média dos resultados das areas obtidas no nivel de validagio
TS

x 100

Recuperacao =

Equacgéo 5
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Onde, TS corresponde a média dos resultados da analise de 3 amostras com
concentracdo correspondente ao nivel de validacdo, e que foram obtidas através de

fortificacdo do extrato de matriz branca.

3.9.7 Limite de Decisdo (CCa) e Capacidade de Deteccédo (CCp)

Com o intuito de mensurar a incerteza de medicao no nivel de interesse (LMR
ou LMDR) em que alguma decisdo (amostra conforme ou ndo conforme) seré
tomada, a Decisdo 2002/657/CE prevé a determinacdo dos parametros
denominados limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccdo (CCR) (MAPA,
2011).

O CCa corresponde ao menor nivel de concentragdo do composto ao qual o
meétodo pode discriminar com certeza estatistica de 1-a que o analito esta presente.
Ja o CCp corresponde a menor concentracdo que a substancia pode ser detectada,
identificada ou quantificada com erro estatistico . Sendo que o valor de a
corresponde a 5% para substancias permitidas e 1% para substancias banidas, e o
valor de 3 a 5% para ambos os casos (CD, 2002).

E importante ressaltar que o nivel de acdo regulatéria adotado pelas
diferentes agéncias reguladoras é o LMR, ou seja, alimentos que possuam
concentragbes superiores ao LMR ou LMDR s&o considerados nao conformes,
estando impréprios para o consumo. Porém, os laboratérios responsaveis pelas
analises sO determinam se a amostra do alimento é conforme ou ndo conforme com
base nos valores de CCa ou CCp, obtidos no processo de validacdo do método
utilizado.

Neste contexto a determinacdo destes parametros € de suma importancia
para a determinacdo da conformidade dos produtos destinados ao consumo
humano, principalmente quando se trata de amostras de alimentos destinados a
exportacao, pois evita embargos dos produtos comercializados.

A escolha do parametro a ser utilizado (CCa ou CCp), é de cunho politico. A
grande desvantagem em utilizar o CCa como parametro esta relacionada com o
percentual de falsos conformes que é de 50%, enquanto que para CCf é de 5%. Ou

seja, ao utilizar o valor de CCa, existe a possibilidade de 50% dos resultados das
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analises que apresentaram valores de concentragao entre LMR e CCa ser dito
conforme enquanto que € verdadeiramente ndo conforme.

Todos os laboratérios vinculados ao PNCRC utilizam como parametro o valor
de CCa.

No caso de substancias banidas, os valores obtidos de CCa e CC[3 devem ser
inferiores ao LMDR, enquanto que para substancias que possuem LMR estes
valores devem ser 0 mais préoximo possivel deste (MAPA, 2011).

Neste trabalho a determinagdo dos parametros CCa e CCP foi realizada
conforme norma ISO 11843, através de fortificagcdo de material branco em niveis ao
redor do LMR (neste caso 0,5, 1 e 1,5 vezes o nivel de valida¢éo) (CD, 2002).

3.9.8 Incerteza da Medicao

A incerteza da medicdo caracteriza a dispersdo de valores atribuidos a um
mensurado, com base em algumas informacdes relacionadas a multiplas fontes que
contribuem para esta dispersédo (MAPA, 2011).

Neste trabalho a incerteza da medicdo foi mensurada conforme abordagem
TOP DOWN, que permite utilizar dados de rotina para calculo das incertezas
associadas aos resultados analiticos (MAPA, 2011).

Esta abordagem consiste em combinar as fontes de incerteza identificadas no
procedimento realizado por meio da lei de propagacao de incertezas (MAPA, 2011).
O desvio padrdao obtido no estudo de reprodutibilidade intralaboratorial € utilizado
como estimativa da incerteza padrdo de um resultado de medi¢do, quando os dados
apresentam uma distribuicdo normal (OLIVEIRA, 2009).

Foram consideradas as contribuicbes da incerteza oriundas da variacao
méaxima certificada dos baldes utilizados para preparo das solu¢des, micropipetas,
pureza dos padrbes, balancas analiticas e de valores de coeficiente de variagédo
obtidos nos estudos de reprodutibilidade intralaboratorial.

Os valores de CCa determinados conforme descrito no item 3.9.8, sdo obtidos
de forma similar a incerteza expandida, porém, permitindo a avaliagdo da incerteza
global obtida a partir de condicbes de repetitividade e reprodutibilidade
intralaboratorial (POP, 2013).
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Portanto, os resultados obtidos no estudo da incerteza foram considerados
como sendo a “incerteza tedrica”, enquanto que os valores obtidos de CCa como
“‘incerteza global”, ja que apenas este € utilizado como parametro para emisséo de

resultados das analises de rotina.

3.9.9 Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacao

O LOD corresponde ao menor valor que o composto pode ser detectado,
enquanto que o LOQ corresponde ao menor valor que o composto pode ser
guantificado. Esses valores sdo expressos em concentracdo e, devem ser
determinados através de avaliagdo do sinal ruido produzido pelo equipamento
durante a andlise. Neste contexto, admite-se o valor de LOD a concentracdo que
produz relacéo sinal ruido de trés vezes e o LOQ a concentracdo que produz sinal
ruido superior a seis vezes (MAPA, 2011).

Para determinar o LOQ e LOD, quatro amostras branco foram fortificadas com
analitos nas concentracées de 0,5, 0,625, 1,25, e 2,5 ug L™, exceto para carazolol
(0,25, 0,31, 0,625 e 1,25 ug L™), submetidas ao procedimento de extracdo e
posteriormente andlisadas por LC-MS/MS. As concentracdes que produziram 3 e 6

vezes o sinal ruido correspondem ao LOD e LOQ, respectivamente.

3.9.10 Robustez

O estudo da robustez tem por objetivo demonstrar que o método em questao
apresenta resultados confiaveis, mesmo quando sujeito a pequenas variagdes como
diferentes fabricantes de insumos, colunas cromatogréficas, concentracdes de fase
movel, entre outros (MAPA, 2011).

Uma alternativa interessante sugerida pela 2002/657/CE seria a verificacdo
da robustez através da abordagem de Youden. Esta abordagem consiste na analise
de varidveis, as quais quando testadas nas condi¢cdes normais sdo identificadas por

letras mailsculas e quando alteradas, por letra minuscula. A concepcéo fatorial
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fraciondria adotada, permite detectar a influéncia de cada fator individualmente, ou
seja, ndo avalia as interacdes entre os fatores (CD, 2002).

Para obtencdo do desvio padrdo, inicialmente estima-se as diferencas dos
procedimentos (condicdo normal subtraida da condicéo alterada) para cada um dos
fatores e analitos. Os quadrados das diferencas sao determinados e utilizados no
calculo do desvio padréo referente ao somatério das diferencas obtidas para cada
um dos analitos (CD, 2002).

Se 0 desvio padrdo obtido na andlise estatistica dos testes realizados for
menor que o desvio padrdo da reprodutibilidade intralaboratorial, o método é dito
robusto (CD, 2002; KARAGEORGOU, 2013).

Portanto, o estudo de robustez deste método consistiu na analise da variacao
produzida pelos seguintes fatores: tipo de fase moével, aditivo utilizado na fase
moével, temperatura de evaporacdo, analista, forma de homogeneizacdo das
amostras e quantidade de sorvente, em amostras fortificadas no nivel de validacéo,

conforme Tabela 5.

Tabela 5 — Parametros analiticos e variacfes propostas para avaliacdo da robustez

Parametro Condicdo Nominal Variagcdo
Fase Moével MeOH/H,0 0,1% AF A ACN/H,0 0,1% AF a
Aditivo Fase Movel Acido Férmico B Acido Acético b
Temperatura Evaporagao 50 °C C 45 °C c
Quantidade de Sorvente 500 mg D 250 mg d
Analista 1 E 2 e
Homogeneizador Ultra-Turrax F Vortex f

AF — Acido Farmico

3.9.11 Estabilidade dos Analitos

A estabilidade foi verificada através de analise dos compostos em solucéo e
extrato, no nivel de validagéo.
Para a determinacdo da estabilidade em solucdo, foram analisadas as

solucbes de fortificacdo (1 pg L™) preparadas semanalmente, de forma a obter
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tempo de armazenamento de aproximadamente 5 semanas. Trés aliquotas de cada
solucdo foram diluidas para obtencdo de solu¢cdo com concentracdo correspondente
ao nivel de validacdo e injetadas para obtencdo de média. O calculo da
concentracdo do analito em cada solucdo analisada foi realizado por comparacéo
com a solucdo de mesma concentracdo tedrica recém diluida, que sera considerada

100%, conforme Equacéo 6.

Ci
Cnova

Analito Remanescente (%) = x 100 Equacéo 6

Onde, C; é a concentracdo média da solugcédo e Cyova € a concentragdo média
da solugéo nova.

Para determinacdo da estabilidade do analito em extrato, foi realizado
fortificacdo em extrato obtido de amostra branca, sendo analisado no dia do preparo
e um dia apos o preparo. O célculo utilizado foi o mesmo descrito anteriormente,
onde Cnova S€rd a concentracdo obtida na analise realizada no dia do preparo.

Conforme Resolucdo n° 899 da ANVISA as amostras serdo consideradas
estaveis quando ndo for observado desvio superior a 15% do valor obtido das
amostras recém preparadas, com excecao do limite de quantificagcdo em que admite-
se variacao de até 20% (ANVISA, 2003). O laboratério adota como critério o limite
maximo de residuo (neste caso o nivel de validacdo) como LOQ, permitindo
variacdo de 20%, tendo como base a variacdo intrinseca da ionizacdo por ESI

utilizada em todos os métodos do laboratério.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizagéo do Sistema Cromatografico LC-MS/MS

41.1 Escolha da Fase Movel e Condi¢cdes Cromatograficas

Dois tipos de fase movel foram testadas durante o processo de otimizagéao e
desenvolvimento dos procedimentos. Inicialmente foi utilizada fase mével que
consistia em (A) solucdo aquosa acidificada com 0,1% &cido formico (v/v) e (B)
acetonitrila 0,1% &cido formico (v/v). Esta fase movel foi utilizada inicialmente com o
objetivo de garantir limpeza eficiente da coluna, assegurando sua vida util. Os
resultados obtidos nas andlises utilizando esta fase moével foram satisfatorios e
reprodutiveis, porém, apresentando resolucdo dos picos insatisfatoria para atenolol e
sotalol, além de faixa de tempo de eluicdo de aproximadamente 1 minuto, conforme

Figura 5.
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Figura 5 — Cromatograma dos compostos em solvente com concentragao

correspondente a 20 pg L™, utilizando fase mével (A) solucdo aquosa
acidificada com 0,1% acido férmico (v/v) e (B) acetonitrila 0,1% &cido
férmico (v/v) por LC-MS/MS

A segunda fase movel utilizada consistiu em (A) solucdo aquosa acidificada

com 0,1% acido formico (v/v) e (B) metanol 0,1% acido formico (v/v). Os resultados

obtidos foram satisfatérios, reprodutiveis, com picos bem resolvidos para atenolol e

sotalol, resultando em tempo de eluicdo dos analitos de aproximadamente 2 min,

conforme Figura 6. A utlizacdo desta fase movel apresenta como Unica

desvantagem eluicdo de maior quantidade de coextrativos, porém, nenhum destes

coelui com os analitos.
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Figura 6 — Cromatograma dos compostos em solvente com concentracdo

correspondente a 20 pg L™, utilizando fase mével A) solugéo aquosa
acidificada com 0,1% acido férmico (v/v) e (B) metanol 0,1% &cido
férmico (v/v) por LC-MS/MS

O tempo necessario para analise cromatografica dos 19 compostos por LC-
MS/MS foi de 8 minutos, seguido de 2 minutos de equilibrio, resultando em um
tempo total de 10 minutos para cada inje¢cdo de amostra.

As condicbes cromatograficas utilizadas para analise de residuos de
sedativos e B-bloqueadores em rim suino por LC-MS/MS estdo descritas na Tabela
6.

Tabela 6— Condi¢cdes cromatogréficas utilizadas para determinacdo de sedativos e

B-bloqueadores em rim suino por LC-MS/MS

Parametros LC-MS/MS
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Poroshell 120 EC-C18

Coluna Analitica _
(3,0 x 50 mm, 2,7 ym) Agilent

(A) Solugdo Aquosa acidificada com 0,1% Acido

Fase Movel Formico (v/v)

(B) Metanol 0,1% Acido Férmico (v/v)

2 min de equilibrio 95% (A) e 5% (B); alterando até 50%

(A e B) em 2 min; alterando para 5% (A) e 95% (B) em 1
Gradiente de Eluicdo _ _

min (permanecendo por 3 minutos); alternando para 95%

(A) e 5% (B) em 1 minuto (permanecendo por 1 min).

Vazao 500 pL min™
Volume de Injecéo 2L
Fonte de lonizagéo ESI

Espectrébmetro de Massas, do tipo Triplo Quadrupolo,

Detector "
operando no modo MRM positivo

4.1.2 Condicdes do Sistema de Deteccao

Para determinacdo das condi¢cées do sistema de deteccao, inicialmente foi
realizado infusdo dos compostos em solvente com o0 objetivo de selecionar no
minimo 2 fragmentos (ions produto) de maior intensidade e seletividade para cada

analito conforme Figura 7.
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Figura 7 — Infusdo de solucdo de carazolol (200 pg L™) em solvente (MeOH)

realizada para sele¢do do ion precursor e ions produto

Apos etapa de infusédo, os parametros da fonte de ionizacéo foram otimizados
automaticamente por FIA.

No decorrer da otimizacdo dos procedimentos de extracdo, alguns analitos
apresentaram relacdo sinal/ruido baixos, ja que estavam em matriz e ndo mais em
solvente. Para estes compostos foi realizada nova otimizacéo.

Os parametros definidos para analise de sedativos e B-bloqueadores da fonte
de ionizacdo ESI, estdo descritos na Tabela 7, enquanto que os parametros do
espectrometro de massas operando no modo positivo, com modo de aquisicao
MRM, e os tempos de retencdo de cada um dos compostos estdo descritos na
Tabela 8.

Tabela 7 — Parametros para a ionizacao por eletronebulizagdo no modo positivo para

analise de sedativos e B-bloqueadores por LC-MS/MS utilizando géas

nitrogénio
Parametro Valor
Gas de Colisdo (CAD) High

Voltagem do Spray Eletrénico (1S) 5500 volts
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Temperatura (TEM) 700 °C
Gas de Nebulizacdo (GS1) 55 psi
Gas Auxiliar (GS2) 55 psi

Gas de cortina (CUR) 30 volts

Tabela 8 — Parametros do espectrémetro de massas para andlise de sedativos e [3-
bloqueadores por LC-MS/MS, utilizando DP (potencial desagregador) de

60 volts, EP (potencial de entrada) de 10 volts e dwell time de 20 msec

fon fons . m
Compostos tr (Min) Precursor Produto (v((:)II_:ts) (?é:zs)
(m/z) (m/z)
Xilazina 4.6 220.9 90,0 29 10
163,9 33 14
Pindolol 4,1 248,9 116,1 23 10
172,0 23 14
Propanolol 5,1 260,0 116,0 25 48
183,0 29 24
Atenolol 3,5 267,0 145,0 37 20
190,0 25 12
Metoprolol 4,7 2681 116,0 25 10
159,0 29 22
Sotalol 3,4 273,0 133,0 35 12
212,9 23 16
Penbutolol 5,4 292,0 236,2 21 26
133,2 33 18
Carazolol 49 299,1 116,0 25 10
222,0 25 18
Carazolol-d7 4,9 306,2 123,1 25 10
Betaxolol 5,1 308,3 116.1 25 10
98,0 29 8
Nadolol 4,3 309,7 254,1 23 18
201,1 29 12
i 86,0 25 12
! A4 19, ,

Clorpromazina 5 319,0 214.0 = o6
Bisoprolol 5,0 326,1 116,0 23 8
147,0 31 12
Acepromazina 5,2 327,4 86.0 23 8
254,1 39 14
Azaperona 4,5 328,2 123,0 45 10
121,0 29 14

Labtalol 4.9 329,1 161,9 33 12
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294,1 25 14
Azaperol 4,2 330,2 108,9 71 10
149,0 33 12
Azaperona-d4 4,5 332,2 121,0 29 10
Acepromazina-d6é 5,2 333,2 92,0 23 8
Acebutolol 4.6 337,1 116,0 29 10
218,0 33 16
Nebivolol 5,3 406,1 151,0 39 12
103,2 79 12
Carvedilol 5,1 408,2 100.0 35 8
225,1 31 16

*Energia de colisdo **Potencial de saida da célula de colisdo

4.2  Avaliacao dos Procedimentos de Extragao

Tendo em vista as caracteristicas da matriz e dos compostos, 0sS
procedimentos foram propostos com o intuito de garantir extracdo dos analitos e
limpeza eficiente do extrato, para posterior analise por LC-MS/MS. Através da
analise dos resultados obtidos foi possivel observar que o procedimento 1
proporcionou recuperacdes baixas para atenolol, sotalol e nadolol (19%, 47% e 26%,
respectivamente). Estes compostos apresentam log Kow muito proximo de zero,
portanto, € provavel que a etapa de particdo tenha sido ineficiente e os compostos
tenham sido retirados do extrato juntamente com a agua. Para os demais analitos, o
procedimento apresentou recuperacdes que variaram entre 56 e 110%.

A utilizacdo de menor quantidade de amostra no procedimento 2 permitiu a
quantificacdo de todos os analitos conforme método anterior, porém apresentando
como grande vantagem a obtencdo de extrato com menor quantidade de
coextrativos. Neste procedimento foi possivel observar uma melhora significativa nas
recuperacdes obtidas para atenolol, sotalol e nadolol, que foram de 54%, 60% e
58% respectivamente, provavelmente devido a retirada da etapa de particdo. Com
isso, o0 extrato foi evaporado contendo a 4gua oriunda da matriz. Cabe ressaltar que
este procedimento tornou-se bastante oneroso devido o tempo gasto para

evaporacdo do extrato obtido (cerca de 11 mL), que permaneceu sob fluxo de
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nitrogénio, a 50°C, por cerca de 3 a 4 horas. Para os demais compostos, as
recuperacoes obtidas ficaram entre 65 e 84%.

O procedimento 3 consistiu na otimizacdo do procedimento 2, com o objetivo
principal de diminuir o tempo de evaporacdo. Para isso, a etapa de clean-up
utilizando Celite® 545 foi antecipada, sendo realizada logo apds a precipitacdo de
proteinas a baixa temperatura. Uma aliquota de 1 mL do extrato foi retirada para
evaporacao sob fluxo de N, a 50 °C. Esta otimizacédo reduziu significativamente o
tempo de evaporacdo para cerca de 20 min. As recuperacdes obtidas neste
procedimento foram satisfatorias para todos os compostos, proporcionando valores
de recuperacgao entre 75 e 88%.

A Tabela 9 apresenta os valores de recuperacdo obtidos na analise de
sedativos e B-bloqueadores em rim suino por LC-MS/MS nos 3 procedimentos

propostos.

Tabela 9 — Recuperacgfes obtidas nos trés procedimentos propostos para analise de

sedativos e B-bloqueadores em rim suino

Analito Procedimento 1 Procedimento 2 Procedimento 3
Rec. (%) Rec. (%) Rec. (%)
Acebutolol 60 70 84
Acepromazina 86 79 82
Atenolol 19 54 88
Azaperol 86 73 81
Azaperona 96 65 85
Betaxolol 79 80 81
Bisoprolol 75 79 81
Carazolol 78 77 78
Carvedilol 89 83 84
Clorpromazina 100 71 81
Labtalol 75 76 81
Metoprolol 64 71 83
Nadolol 26 58 78
Nebivolol 110 83 84
Penbutolol 101 74 82
Pindolol 56 59 75
Propanolol 81 73 81
Sotalol 47 60 86
Xilazina 70 75 85
Carazolol-d7 84 84 79
Acepromazina-d6 94 83 83

Azaperona-d4 105 78 77
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Portanto, o Procedimento 3 descrito foi escolhido para analise de sedativos e
B-bloqueadores em rim suino devido suas vantagens de custo, praticidade e valores

de recuperacOes satisfatorios para todos os compostos.

4.3 Procedimento de Extracdo para Analise de Sedativos e B-

Blogueadores em Rim Suino

O método proposto consiste em extracdo simples com solvente organico,
seguido de etapas de clean-up a baixa temperatura e d-SPE, além de etapa rapida
de concentracdo da amostra sob fluxo de N, e, por fim, retomada da amostra para
posterior andlise por LC-MS/MS. O tempo total do procedimento de extracdo é de no
maximo 5 horas para cerca de 50 amostras, o que corresponde a aproximadamente
6 minutos por amostra.

A etapa inicial de extragdo consiste em adicdo de 10 mL de acetonitrila sobre
2 g de amostra de rim suino previamente pesada em tubo de polipropileno com
capacidade para 50 mL. A mistura é processada em turrax até que se observe a
completa homogeneizacado, seguida de agitacdo em mesa agitadora por 20 min a
180 rpm na posicdo horizontal. ApOs agitacdo, as amostras sdo submetidas a

centrifugacéo por 5 min, a 4000 rpm e 5°C.

Figura 8 — Fluxograma ilustrativo da etapa de extracdo do procedimento otimizado

para extracdo de sedativos e B-bloqueadores em rim suino
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A utilizacdo de acetonitrila nesta etapa permite a extracdo de todos os
compostos, independente da polaridade, além de reduzir a extracdo de coextrativos
presentes no rim suino, principalmente gorduras, quando comparado ao uso de
solventes como metanol. O turrax aumenta significativamente a superficie de contato
solvente/matriz, permitindo melhor extracdo dos compostos. O uso de mesa
agitadora por 20 min tem como principal objetivo favorecer a precipitacdo de
proteinas, enquanto que a posicdo dos tubos no sentido horizontal favorece a
agitacdo. A Ultima etapa, de centrifugacdo, € necessaria para separar 0 extrato da
matriz para posterior etapa de clean-up.

Apos centrifugacdo, o extrato € transferido para tubo de polipropileno com
capacidade para 15 mL e armazenado em freezer por 1 h a -20 °C. Em seguida, a
amostra é centrifugada a 4000 rpm, por 20 min a 0 °C. O extrato é transferido para
tubo de polipropileno com capacidade para 15 mL contendo 500 mg de Celite® 545.
Os tubos séo agitados em vortex por 20 s e centrifugados a 0 °C, 4000 rpm por 20

min.

............ 4

CLEAN-UP

Figura 9 - Fluxograma ilustrativo da etapa de clean-up do procedimento otimizado

para extracado de sedativos e B-bloqueadores em rim suino

Na etapa de clean-up dois procedimentos simples e de baixo custo sao

b

empregados. A precipitacdo de proteinas a baixa temperatura jA € bastante
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difundida, sendo sugerida inclusive como alternativa de clean-up quando se utiliza
QUEChERS como procedimento de extracdo (QUEChERS, 2014). Ap6s uma hora ja
€ possivel observar a deposicado de quantidade significativa de proteinas que ficam
retidas no fundo do tubo apds centrifugacéo. A adicdo de Celite® 545 como sorvente
para d-SPE tem como objetivo retirar principalmente gordura, além de proteinas e
fosfolipidios, que podem estar presentes nesta matriz e que sdo coextrativos de
dificil remocéo. A grande vantagem na utilizacdo deste sorvente esta relacionado ao
baixo custo se comparado a sorventes como C18 e PSA.

Apo6s a centrifugacdo das amostras contendo sorvente Celite® 545, uma
aliquota de 1 mL do extrato é retirada e transferida para tubo de polipropileno com
capacidade para 50 mL e mantidas sob fluxo de N, a 50°C até total secura. Em
seguida, as amostras séo retomadas com 300 uL de MeOH e agitadas em vortex por

20 s para completa homogeneizacéo e, finalmente, transferidas para vial com insert

fixo e capacidade para 300 pL.

-
3

Figura 10 - Fluxograma ilustrativo da etapa de concentracdo do procedimento

otimizado para extragdo de sedativos e -bloqueadores em rim suino

A etapa de concentracdo consiste na utilizacdo de recurso simples de
evaporacao sob temperatura controlada e fluxo de N,. Este procedimento é bastante

rapido e eficiente, e é necessario jA que os niveis de concentracdo a serem

alcancados neste método sao significativamente baixos.
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Apbés os procedimentos descritos, a amostra estd pronta para ser
encaminhada para analise por LC-MS/MS, garantindo excelentes recuperacoes,

extrato limpo e baixo custo de analise.

Figura 11 — Sistema LC-MS/MS utilizado para analise de sedativos e -bloqueadores

4.4 Selecao e Utilizagdo de Padrédo Surrogate

Inicialmente foi utilizado carazolol-d7 como padréo surrogate para todos os -
bloqueadores, azaperona-d4 para azaperona e azaperol, e acepromazina-d6 para 0s
demais sedativos. No decorrer das analises foi possivel observar que alguns
compostos ndo eram corrigidos satisfatoriamente. Através de avaliacdo da
sobreposicdo das curvas de calibragdo dos analitos em solvente, em extrato de
matriz branca fortificada e em matriz branca fortificada, foi possivel identificar qual
analito corrigiu melhor as perdas volumétricas advindas do processo de extracédo e
de possivel efeito matriz.

Carazolol-d7 foi utilizado como padrdo surrogate para carazolol, atenolol,
metoprolol, nadolol, pindolol e sotalol. Azaperona-d4 para azaperona, azaperol,
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acebutolol, carvedilol, labtalol e nebivolol. Acepromazina-d6 para acepromazina,
betaxolol, bisoprolol, clorpromazina, penbutolol, propanolol e xilazina.

Um volume fixo de solugcéo contendo padrao surrogate foi adicionado a cada
amostra (exceto amostras branco) antes de iniciar o processo de extracdo obtendo-
se concentracdo de 10 pg kg™. A raz&o entre a area do pico do padrdo surrogate e
do ion quantificador do composto, obtidas durante as analises por LC-MS/MS, foi
utilizada para construcao das curvas de calibracdo e determinacdo da concentracao

dos compostos.

45 Validacdo do Método para Andlise de Sedativos e B-Bloqueadores

em Rim Suino

45.1 Critérios de Desempenho Aplicaveis a Deteccdo por Espectrometria

de Massas

Este critério foi monitorado analisando os resultados obtidos nos estudos de
repetitividade, através da razdo entre as areas dos picos de quantificacdo e
qualificacdo, sendo possivel observar o cumprimento deste requisito para todos os
analitos.

A Figura 12 corresponde a planilha utilizada para calcular os dados obtidos no
estudo de precisdo para carazolol, no segundo dia de analise, na qual este requisito
estd incluido, sendo facilmente observado nos campos circulados em vermelho.

A média calculada para determinacao da tolerancia entre o ion quantificador e
qualificador foi obtida através da média da razdo dos ions obtidos para construcao
da curva de calibragdo em matriz branca fortificada, que corresponde as primeiras
18 células desta planilha, tendo os valores e faixas superior e inferior aceitaveis

mostrados na tabela em amarelo.
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Dia 2

Pico Quantificacdo  Pico Confirmacéo Padrio Interno
Razio lons Razéo lons Razio Concentragao
CARA 1 CARA 2 CARA1 Confirmacao (Padries) Confirmagdo Confirmagéo padrao/Pl - Calculada
¢ (Amostras) Resposta o/ky)
12000 3870 248000 0,0452
8680 3530 234000 0,0371
8590 4840 254000 00333
59900 14400 220000 02404 02723 1.15
75200 20900 264000 02779 02545 1.21
§9500 26100 251000 03755 02769 117
115000 33000 220000 02870 05227 2,36
953500 27000 187000 02741 05267 2,38
135000 28400 273000 02104 0,4945 2,22
234000 59000 195000 02521 1,1759 5,52
255000 69300 215000 02718 1,1860 5,57
251000 75600 235000 03012 1,0602 4,91
319000 g2700 204000 02592 15637 740
409000 121000 255000 02955 16039 7,60
464000 138000 289000 02974 16055 7,60
407000 130000 207000 03194 1,9662 9,35
559000 166000 262000 02970 21336 10,16
601000 179000 284000 02978 21162 10,08
103000 25000 206000 02315 Pass 05243 2,37
95800 29700 207000 0,3006 Pass 04773 2,14
92200 27500 233000 02983 Pass 03957 1.75
115000 33200 226000 02857 Pass 05053 2,29
103000 29100 202000 02694 Pass 05167 2,33
106000 32500 213000 0 3066 Pass 04977 2,24
136000 40300 270000 02963 Pass 05037 2,27
221000 63000 242000 02851 Pass 09132 4,25
208000 E3500 232000 03293 Pass 00,8966 4,17
205000 553400 202000 02543 Pass 1,0149 4,74
236000 70000 230000 02966 Pass 1,0261 4,80
221000 E9100 237000 03127 Pass 09325 4,34
226000 76700 241000 03350 Pass 09375 4,37
256000 80400 287000 03141 Pass 08920 4,15
430000 122000 258000 02837 Pass 1 B2 .87
339000 108000 244000 03186 Pass 1,3893 6,56
314000 103000 216000 03280 Pass 1,4537 6,87
349000 109000 245000 03123 Pass 14245 6,73
327000 111000 247000 03394 Pass 1,3239 6,24
317000 106000 232000 03344 Pass 1,3664 6,45
311000 93500 216000 03006 Pass 1,4398 6,80
281000 g2700 210000 02943 Pass 1,3351 6,31
283000 84500 265000 02986 Pass 1,0520 4,92
261000 77900 263000 02985 Pass 09703 4,53
Faixa de Aceitacio Padrao
Média 0,284
Tolerancia 25
Inferior 0,213
Superior 0,355

Figura 12 — Planilha utilizada para verificacdo do critério de desempenho aplicavel a

Espectrometria de Massas

452 Seletividade

A seletividade do método foi assegurada através da analise de 20 amostras
branco diferentes de rim suino, sendo que os cromatogramas obtidos demonstram a
auséncia de interferentes coeluindo no mesmo tempo de retencdo dos compostos de

interesse.
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Conforme cromatograma de amostra branco (a) na Figura 13, um Unico pico
gue apresenta tempo de retencdo de aproximadamente 3,3 min poderia interferir na
quantificacdo de atenolol e sotalol (3,4 e 3,5 min, respectivamente). Porém, quando
verificadas as transicfes destes compostos conforme cromatogramas (b) e (c), é

possivel observar que néo ha interferéncia para anélise destes compostos.
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Figura 13 — Cromatogramas obtidos em (a) analise de amostra branco, e (b) (c)

transicdes de atenolol e sotalol, respectivamente

45.3 Efeito Matriz

A Figura 14 corresponde as curvas de calibracdo obtidas através da analise
de alguns dos compostos em solvente (azul), extrato de matriz branca fortificada
(vermelho) e matriz branca fortificada (verde). Através de simples analise visual é
possivel observar que existe perda de sensibilidade quando comparamos as curvas
obtidas através da andlise em solvente e em extrato da matriz branca fortificada para

todos os compostos, ocasionado pelo efeito matriz existente.
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Além disso € possivel avaliar a recuperacdo do método quando comparamos

a curva obtida através da analise em extrato da matriz branca com a de matriz

branca fortificada. A pequena diferenca de inclinacdo das curvas obtidas nos permite

afirmar que estes resultados conferem com os estudos de recuperacdo obtidos no

processo de validacéo, cujos valores calculados estdo descritos no item 4.4.6.
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Figura 14 — Curvas de calibracdo obtidas para os compostos em solvente, extrato de

matriz branca fortificada e matriz branca fortificada para estudo do efeito

matriz

Em uma segunda abordagem, foi realizado calculo conforme descrito por

Pizzutti, et al. (2004), em que novamente € possivel observar o efeito matriz

negativo produzido, de forma bastante pronunciada e nas mesmas proporcdes para

todos os compostos analisados (em torno de 50% de perda de intensidade de sinal),

conforme Tabela 10.
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Tabela 10 — Avaliagdo do efeito matriz percentual de sedativos e B-bloqueadores
analisados por LC-MS/MS a partir de solugdes preparadas em solvente

(MeOH) e em extrato de matriz branca fortificada

Niveis de Concentracédo

Compostos (ng/kg)

5 10 15
Acebutolol -53 -60 -59
Acepromazina -42 -50 -54
Atenolol -52 -58 -63
Azaperol -50 -56 -57
Azaperona -47 -53 -56
Betaxolol -41 -55 -54
Bisoprolol -54 -62 -64
Carazolol -47 -58 -60
Carvedilol -23 -41 -44
Clorpromazina -52 -57 -60
Labtalol -55 -62 -63
Metoprolol -46 -58 -59
Nadolol -51 -59 -61
Nebivolol -28 -46 -50
Penbutolol -39 -50 -50
Pindolol -59 -63 -63
Propanolol -34 -53 -54
Sotalol -49 -58 -57
Xilazina -55 -61 -62

A Figura 15 corresponde ao cromatograma obtido através de infusdao pés
coluna, de solugcdo contendo todos os compostos em solvente (MeOH),
concomitantemente a andlise cromatografica de amostra branco, conforme descrito
por Bonfiglio et al. (1999). Através da analise do cromatograma obtido é possivel
observar regides nas quais ocorre supressao extrema de intensidade de sinal,
principalmente no inicio e no final da analise, além de duas regides proximas ao

tempo de eluicdo dos compostos (aproximadamente 3,8 e 5,6 minutos).
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Figura 15 — Cromatograma obtido através de infusdo pos coluna de solugéo padrédo
dos compostos na concentracdo de 40 pg L™ concomitante & anélise
de amostra branco por LC-MS/MS

Quando sobrepomos o cromatograma obtido através da infusdo pos coluna e
o obtido através de analise cromatografica dos compostos em solvente, Figura 16, é

possivel constatar que nenhum dos compostos elui no tempo de retencdo em que
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ocorre pontos extremos de supressdo de sinal. Caso ocorresse eluicdo nestes
pontos, provavelmente seria impossivel detectar concentracfes muito baixas para
estes compostos, aumentando portanto o limite de deteccdo e quantificacdo do
método.

Avaliando os trés procedimentos em conjunto, podemos constatar que ambos
se complementam, pois é possivel verificar efeito matriz significativo em todos os
trés métodos. Porém, ainda assim, €& possivel efetuar a quantificacdo dos
compostos, pois nenhum composto coelui com interferentes ou em regibées com
supressao extrema de sinal do equipamento.

Entretanto, as curvas de calibracdo utilizadas para andlise de sedativos e [3-
bloqueadores em rim suino por LC-MS/MS foram obtidos através de fortificacdo de
matriz branca para corrigir os efeitos de matriz existentes, garantindo resultados

confiaveis e seguros.

Figura 16 — Sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos atraves de infusdo pds coluna
e de analise dos compostos em solvente para verificacdo de efeito

matriz
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45.4 Curvas de Calibracéo e Linearidade

A avaliacdo da linearidade do método foi realizada através de fortificacdo de
amostras branco nas concentracdes de 0, 2,5, 5, 10, 15 e 20 ug kg'l, exceto para
carazolol (0, 1,25, 2,5, 5, 7,5, 10 pg kg?) em trés réplicas. Além disso, foram
verificados os residuos obtidos, a significancia da regressdo e ajuste do modelo
linear para todos os compostos.

A Tabela 11 apresenta os valores de r?, da andlise de significancia da
regressao linear e ajuste ao modelo linear com 95% de confianca. J4 a Figura 17

apresenta planilha utilizada para analise de carazolol.

Tabela 11 — Coeficientes de determinacdo (r?), significancia da regresséo linear e
ajuste do modelo linear obtidos na analise de sedativos e -
blogueadores em rim suino por LC-MS/MS, a partir de matriz branca
fortificada com os analitos nas concentracdo de 0, 2,5, 5, 10, 15 e 20

ug kg™, exceto para Carazolol (0, 1,25, 2,5, 5, 7,5, 10 ug kg™)

Significancia da Ajuste de
Regresséo Modelo Linear
Composto r? F cal > F tab F cal <Ftab
Ftab =4,49 F tab = 3,25
Acebutolol 0,9826 906,09 0,06
Acepromazina 0,9963 4002,64 0,03
Atenolol 0,9868 1040,12 0,09
Azaperol 0,9945 2890,94 0,04
Azaperona 0,9945 2900,93 0,01
Betaxolol 0,9929 2105,18 0,02
Bisoprolol 0,9965 4218,61 0,01

Carazolol 0,9908 1621,08 0,09
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Carvedilol 0,9897 1430,29 0,06
Clorpromazina 0,9935 2448,92 0,04
Labtalol 0,9909 1640,79 0,02
Metoprolol 0,9896 1433,61 0,02
Nadolol 0,9847 1027,06 0,06
Nebivolol 0,9926 2004,98 0,03
Penbutolol 0,99 1490,33 0,10
Pindolol 0,9884 1273,05 0,06
Propanolol 0,9944 2642,22 0,01
Sotalol 0,9845 953,54 0,1
Xilazina 0,9916 1773,62 0,01
Condigdo Fcal Ftah (0,05)
Feal =Ftab para significéncia da regresdo 4,43
Fcal <Ftab para ajuste de modelao linear 0,093053 3,25
Carazolol Cara-d7
1,35E+04 3, 16E+05 2,00
8, 06E+04 3, 21E+05
1,50
1, 43E+05 3, 68E+05
Lote =
4,24E+03 2,23E+05 & 1.00 ¥=0,1736x 40,0235
4,14E+05 3,18E+05 0.50 R?#=0,9908
5,32E+035 2,93E+H05
1,ZE+04 3,8E+05 0,00 ¥
7 AE+04 3,2E+05 0 5 10
1, 4E+05 3, 3E+05 Concentragdo (ug kg')
Lote 2
2,1E+05 2,1E+05
4, AE+05 2,6E+05
5, 8E+05 3, 4E+05 Residuos Carazolol
1, 3E+04 2,8E+05
& 8E+04 2,9E405 20
1,3E+05 3,3E+05| Lote 3 10
oy ° ﬁ - : :
, ! 10 2 @ 4 & e 8 10
20 $

Concentracio (pg ket)

Figura 17 — Analise dos residuos e dados obtidos no estudo de linearidade

Através da analise dos dados estatisticos é possivel concluir com 95% de

confianca que o modelo de regressdo linear € adequado para analise destes

compostos, j& que os valores obtidos pela analise da significancia da regressao
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linear foram muito superiores ao valor tabelado, e os obtidos pela andlise do ajuste
de modelo linear muito inferiores ao tabelado. A distribui¢cdo de residuos foi aleatdria
para todos os compostos, além de valores de r* superiores aos estabelecidos
(0,95).

455 Precisao

455.1 Repetitividade

O estudo de repetitividade foi realizado em trés dias diferentes, apresentando
resultados satisfatorios, com coeficientes de variacéo intra e inter dia baixos, muito
inferiores ao recomendado, permitindo a quantificacdo dos compostos de forma
eficiente e garantindo resultados repetitivos.

A Tabela 12 apresenta as médias das concentracdes obtidas nos trés dias de
analise, bem como os coeficientes de variacdo intra e inter dia, e o coeficiente de
variagdo da precisdo intermediaria estimada utilizando dados dos estudos de

repetitividade.

Tabela 12 — Resultados obtidos nos estudos de repetitividade em trés dias de

analise
Média Global CVintraDia (%)  CV Inter Dia (%) CV Preciséo

(ng kg™) Intermediaria (%)

Analitos Nivel de Fortificac@o = legl de~ N'Y?I de~ Nivel de Fortificacdo
ortificacéo Fortificagcéo

5 10 15 5 10 15 5 10 15 5 10 15

Acebutolol 49 99 145 | 73 59 68|39 57 30| 82 82 74

Acepromazina | 4,6 9,8 14,3 6,2 7,2 5,9 6,5 2,1 3,4 9,0 7,5 6,8
Atenolol 45 9,6 150 | 159 91 106 | 58 166 10,9 | 16,9 189 15,2

Azaperol 4,7 9,8 14,8 9,2 4,6 5,9 47 109 41 | 10,3 118 7,2

Azaperona 48 101 148 | 78 72 52|29 71 61 | 83 101 8,0
Betaxolol 46 99 150 | 80 85 83| 42 29 60| 87 90 10,2
Bisoprolol 47 100 148 | 71 70 92 |55 22 81|90 73 123
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Carazolol* 24 49 7,5 7,1 6,3 8,8 74 125 9,7 | 10,3 14,0 131
Carvedilol 47 9,7 139 (146 7.2 8,5 8,8 7,7 1,1 (17,0 105 8,6

Clorpromazina| 4,8 9,9 148 | 10,3 6,8 8,7 48 42 35 | 11,3 8,0 9,4
Labtalol 49 10,1 151 | 8)9 5,7 57 6,3 6,9 43 | 10,9 9,0 7,2
Metoprolol 46 98 14,2 6,2 7,4 7,8 47 139 113 | 7,7 157 13,7
Nadolol 4,7 9,7 159 | 134 13,3 13,3 | 11,7 110 7,0 | 17,7 17,2 150
Nebivolol 47 9,8 140 | 7,3 8,6 7,5 6,7 6,8 7,0 99 11,0 10,2
Penbutolol 46 94 14,2 7,3 7,1 8,7 1,2 2,3 3,6 7,4 7,5 9,5
Pindolol 47 95 151 (11,1 91 130 | 2,0 8,0 72 | 11,2 12,1 149
Propanolol 46 91 135 (11,2 74 7,3 4.4 2,2 24 | 121 7.8 7,7
Sotalol 48 9.8 14,4 | 9,1 8,9 8,0 54 7,3 83 | 10,6 115 115
Xilazina 46 9,1 135 | 8,2 59 9,4 2,8 1,1 1,8 8,7 6,0 9,6
Carazolol* - nivel de fortificagdo adotado de 2,5, 5 e 7,5 ug kg™

455.2 Reprodutibilidade Intralaboratorial

O estudo de reprodutibilidade foi realizado através de aplicacdo da
metodologia por outro analista. Os resultados obtidos foram satisfatorios
apresentando coeficiente de variagdo bem abaixo dos niveis obtidos pela aplicacdo
da equacéo de Horwitz (42 — 50%), nos trés niveis estudados (0,5, 1 e 1,5 vezes o
nivel de validacéo), conforme descrito na Tabela 13.

Como os analitos estudados apresentam concentracdo inferior a 100 ug kg™,
€ desejavel que os valores obtidos sejam os mais baixos possiveis. Como trata-se
de uma matriz complexa e analitos com nivel de validacdo baixo, admitiu-se
coeficientes de variacdo de aproximadamente 30%, sendo que os resultados obtidos
apresentaram valores que variam entre 2,6 e 29,3%. Apenas acebutolol, atenolol,
nadolol e penbutolol apresentaram coeficientes de variagdo superiores a 20%, e em
uma das concentracdes analisadas, sendo importante ressaltar que apenas atenolol
e penbutolol apresentaram coeficiente de variacdo superior a 20% no nivel de acao

regulatoria.
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Tabela 13 - Coeficientes de variacdo obtidos no estudo de reprodutibilidade
intralaboratorial para anélise de sedativos e B-bloqueadores em rim
suino por LC-MS/MS

Coeficiente de Variacéo (%)
Nivel de Fortificacao

Analito 5 10 15
Acebutolol 20,3 4.5 7,1
Acepromazina 14,4 6,3 9,7
Atenolol 19,1 29,3 12,9
Azaperol 10,6 11,2 4,3
Azaperona 17,0 2,6 7,7
Betaxolol 10,8 7,6 8.8
Bisoprolol 15,2 6,1 11,2
Carazolol* 19,8 7,6 7.8
Carvedilol 10,5 11 7,9
Clorpromazina 6,0 12,9 11,2
Labtalol 14,3 3,9 12,1
Metoprolol 10,0 11,1 6,1
Nadolol 28,2 14,7 11,8
Nebivolol 14,3 7,9 7,0
Penbutolol 14,5 21,9 4.8
Pindolol 19,1 11,3 6,4
Propanolol 19,3 14,4 14,6
Sotalol 17,8 10,4 6,7
Xilazina 13,4 9,3 3,0

Carazolol* - nivel de fortificagdo de 2,5, 5 e 7,5 yg kg™

455.3 Reprodutibilidade Interlaboratorial

No inicio do ano de 2013, o laboratério no qual este trabalho foi desenvolvido
recebeu amostras para ensaios colaborativos enviados pela agéncia de inspecéo de
alimentos canadense, para analise de sulfonamidas, fenicéis, antiparasitarios e
tranquilizantes (azaperona, azaperol e carazolol em rim suino). Como este método
ainda nao havia sido elaborado, apenas os demais resultados foram enviados.

Os resultados obtidos por todos os laboratérios participantes, emitidos em

junho de 2013, foram utilizados para comparagdo com os obtidos através do método



96

desenvolvido para andlise de sedativos e B-bloqueadores em rim suino por LC-
MS/MS.

Cinco amostras foram recebidas para analise de tranquilizantes, em
embalagem devidamente identificada e lacrada, sendo que uma delas consistia em
branco de rim suino, portanto isenta dos analitos, para constru¢cdo de curva de
calibragdo. Estas foram acondicionadas a -20 °C durante o ano de 2013 e
analisadas assim que o processo de validacdo do método desenvolvido neste
estudo foi encerrado.

A Tabela 14 apresenta os valores admitidos como reais das amostras,
emitidos pela agéncia canadense, a variagao dos resultados obtidos pelos demais
laboratorios participantes, os resultados obtidos utilizando o método desenvolvido
neste trabalho para analise de sedativos e B-Bloqueadores em rim suino e seus
respectivos valores de Z-Score.

Analisando os resultados e os valores de Z-Score, é possivel concluir que o
meétodo é adequado para andlise de azaperona, azaperol e carazolol em rim suino,
apresentando valores muito proximos do esperado, sendo classificado como
satisfatorio para a maioria nas amostras. Apenas a amostra XP 1319 apresentou
valor de Z-Score na faixa considerada questionavel, porém, devido ao tempo em que
amostra permaneceu armazenada (cerca de 9 meses) até realizacdo da analise é
possivel considerar o resultado obtido satisfatorio.

A andlise garante a estabilidade dos compostos em solucdo estoque de no
minimo 4 meses, ja que as solu¢des utilizadas para este estudo foram preparadas
no inicio de agosto de 2013 e a analise transcorreu em Dezembro do mesmo ano.
Cabe ressaltar que parte das amostras utilizadas foram acondicionadas e serao
novamente analisadas para complementar estudo de estabilidade destes

Compostos.

Tabela 14 — Resultados obtidos no estudo de reprodutibilidade interlaboratorial

Azaperol (ug kg™)

Amostra )
\(alqr Resultados* Obtido** Z-Score
Atribuido
XP 1319 8,8 7,3-10 8,82 0

XP 1320 5,5 5,5-6,8 5,2 -0,41
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XP 1321 7,8 7,1-93 7,74 - 0,09
XP 1322 6,5 6,1-7,8 6,73 0,21
Azaperona (ug kg™
Amostra \(alqr Resultados* Obtido** Z-Score
Atribuido
XP 1319 0 0 0
XP 1320 4,7 4,6 -5,3 4,83 0,26
XP 1321 0 0 0
XP 1322 57 56-6,4 5,83 0,25
Carazolol (ug kg™)
Amostra \(alqr Resultados* Obtido** Z-Score
Atribuido
XP 1319 6,8 6,4-8,1 4,87 -2,23
XP 1320 4,8 4,9-5,6 4,19 -1,71
XP 1321 5,8 6,0-6,9 5,01 -1,73
XP 1322 3,8 3,9-43 3,48 -1,42

*Menor e maior resultado obtido pelos laboratérios participantes
** Resultados obtidos através do método desenvolvido

4.5.6

Veracidade / Recuperacéo

Conforme Tabela 15, os resultados obtidos de recuperagcdo e veracidade

foram satisfatorios, ficando entre 70 e 85% e entre 90 e 101%, respectivamente.

Tabela 15 — Veracidade e recuperagéo obtidos nos ensaios de repetitividade

Veracidade Global (%)

Recuperacdao (%)

Nivel de Fortificacéo

: . o 1
Analitos Nivel de Fortificacdo (ug kg ™) (g kg
5 10 15 10
Acebutolol 98 99 96 79
Acepromazina 92 98 95 80
Atenolol 91 96 100 74
Azaperol 94 98 98 80
Azaperona 96 101 99 80
Betaxolol 93 99 100 80
Bisoprolol 94 100 99 80
Carazolol* 95 99 100 79
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Carvedilol 94 97 93 83
Clorpromazina 95 99 99 78
Labtalol 99 101 101 76
Metoprolol 92 98 95 82
Nadolol 94 97 106 70
Nebivolol 93 98 93 85
Penbutolol 91 94 95 81
Pindolol 94 95 101 72
Propanolol 92 91 90 76
Sotalol 95 98 96 75
Xilazina 92 91 90 81

Carazolol* - nivel de fortificagao adotado de 2,5, 5 e 7,5 ug kg™

E importante ressaltar, que durante o processo de validacdo, a veracidade foi
um requisito que apresentou problemas, sendo necessario repetir lotes, além de
realizar uma série de testes para verificacdo da origem dos resultados acima de
110%, que eram obtidos para a maioria dos analitos. Depois de alguns testes, foi
possivel observar que a origem do erro encontrava-se na pipetagem, ou melhor, na
periodicidade da troca das ponteiras utilizadas para fortificagcdo da matriz branca a
ser utilizada. Como os analitos estavam solubilizados em metanol, o que pode ter
ocorrido é a formacao de pelicula interna na ponteira, favorecendo a passagem de
quantidade superior ao desejado de padrédo. Portanto, para fortificacdo dos analitos
utilizando padrdes solubilizados em metanol, € importante que a ponteira seja
ambientada com a solucédo a ser utilizada por cerca de 3 vezes, além de efetuar
troca da mesma a cada seis amostras aproximadamente, sem que esta tenha

tocado o tubo ou a amostra a ser fortificada, evitando contaminacao cruzada.

4.5.7 Limite de Decisédo (CCa), Capacidade de Deteccédo (CCp) e Incerteza
da Medicao

Os valores de CCa e CCB obtidos estdo listados na Tabela 16 e sé&o
satisfatorios pois estdo muito proximos ao nivel de validacdo adotado para todos os

compostos (10 ug kg™ e 5 ug kg para carazolol).
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Quando comparamos os valores obtidos de incerteza tedrica com os de
incerteza global (CCa subtraido do valor do nivel de validag&o), é possivel observar
gue os resultados da incerteza global sdo inferiores ou muito proximos aos da
incerteza tedrica, provavelmente porque para o calculo da incerteza tedrica, admite-
se as variacbes maximas certificadas oriundas das diferentes contribuices.
Portanto, é possivel afirmar que os valores obtidos para CCa estdo conformes, pois

sao inferiores ou muito proximos aos valores da incerteza tedrica prevista.

Tabela 16 — Valores de CCa, CCp e incerteza da medicdo obtidos no processo de

validacéo
CCa CCB Incerteza Incerteza
Analito Global Tedrica
(ug kg™)
Acebutolol 11,4 12,8 1,4 1,2
Acepromazina 11,3 12,6 1,3 1,6
Atenolol 12,6 15,3 2,6 6,0
Azaperol 11,5 13,0 15 1,6
Azaperona 11,5 13,0 1,5 1,0
Betaxolol 11,7 13,3 1,7 2,0
Bisoprolol 11,9 13,7 1,9 1,6
Carazolol 6,1 7,2 1,1 1,1
Carvedilol 11,9 13,8 19 2,5
Clorpromazina 11,7 13,3 1,7 3,1
Labtalol 11,4 12,8 1,4 1,1
Metoprolol 12,4 14,7 2,4 2,7
Nadolol 12,7 15,4 2,7 3,3
Nebivolol 11,9 13,8 1,9 2,0
Penbutolol 11,6 13,2 1,6 53
Pindolol 12,4 14,8 2,4 2,7
Propanolol 11,4 12,9 1,4 3,3
Sotalol 12,0 14,0 2,0 2,5
Xilazina 11,6 13,3 1,6 2,3

45.8 Limite de Deteccao e Limite de Quantificagao
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Para a determinac&o do limite de deteccdo e de quantificacdo, foi utilizado
como critério a razdo de no minimo 3 vezes o sinal ruido gerado pelo equipamento
como LOD e 6 vezes o sinal ruido para LOQ. Cabe salientar que este critério foi
observado tanto para o ion quantificador, quanto para o ion qualificador, pois para
confirmacdo da identidade destes compostos é necessario que ambos 0s picos
possuam intensidades significativas, garantindo identificacdo inequivoca do
composto.

A concentracao referente ao LOD para carazolol foi de 0,25 pg kg™, atenolol,
carvedilol, clorpromazina, nadolol e penbutolol de 1,25 pg kg' e os demais
compostos 0,5 ug kg™.

O valor de LOQ determinado para carazolol foi de 1,25 ug kg’ e para os
demais compostos foi de 2,5 pug kg™*. A razdo sinal ruido nesta concentracdo foi
muito superior a 6 vezes, porém este valor foi escolhido ja que corresponde a cerca
de 4 vezes menos o nivel de agéo regulatoria, sendo, inclusive, o primeiro ponto da
curva de calibracdo adotado. Portanto, para garantir quantificacdo de qualidade e

inequivoca, estes foram os valores admitidos.

459 Robustez

Para andlise da robustez utilizando abordagem de Youden, seis parametros
ou fatores relevantes foram testados, conforme listado anteriormente na Tabela 5.

Conforme Tabela 17, os resultados indicam desvios abaixo ou muito préximos
aos desvios obtidos no estudo de reprodutibilidade intralaboratorial para a maioria
dos compostos. Como os coeficientes obtidos no estudo de reprodutibilidade deste
método sdo muito baixos, considerou-se 20% como desvio aceitavel no estudo da
robustez.

Através de andlise estatistica, conforme Anexo B, a quantidade de sorvente
utilizado (d) corresponde ao fator que apresentou maior influéncia sobre os
resultados obtidos para penbutolol e nebivolol, enquanto que para atenolol, a
pequena diferenca existente entre os desvios padrdo obtidos é influenciada
principalmente pela utilizacdo de menor temperatura de evaporagéo (c) e de vortex

(f) no processo de extracéo.
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Tabela 17 — Desvio padrdo obtido na avaliacdo da robustez através da abordagem

proposta por Youden

Youden Repro
Compostos RSD % RSD %
Acebutolol 13,2 7,2
Acepromazina 16,5 7,6
Atenolol 22,7 20,5
Azaperol 9,1 8,7
Azaperona 10,6 5,0
Betaxolol 10,7 6,1
Bisoprolol 16,6 7,5
Carazolol 8,2 8,6
Carvedilol 16,1 7,1
Clorpromazina 14,1 11,6
Labtalol 6,3 6,5
Metoprolol 4,5 9,6
Nadolol 10,2 22,5
Nebivolol 27,8 10,3
Penbutolol 29,9 21,2
Pindolol 19,6 9,4
Propanolol 11,5 13,4
Sotalol 15,1 9,9
Xilazina 9,5 10,5

Cabe ressaltar que as variagdes testadas para verificacdo da robustez foram
extrapoladas, ou seja, foram alteracbes muito mais robustas que o recomendado.
Para verificacdo da influéncia da quantidade de sorvente utilizado, por exemplo, foi
realizada variacdo de 50% da quantidade original determinada para o procedimento.
Portanto, € muito provavel que mudancas sutis, que sdo comuns a analises de
rotina, ndo afetariam os resultados obtidos nas analises.

Portanto, os resultados demonstram que, de maneira geral, os fatores
escolhidos ndo afetam significativamente o desempenho do método, permitindo

afirmar que o método é robusto a estas alteragdes.
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45.10 Estabilidade dos Analitos

A estabilidade das solucbes de fortificacdo preparadas para analise de
sedativos e B-bloqueadores, armazenadas a -20 °C, no escuro, foram monitoradas
durante cinco semanas e foi possivel observar que todos o0s compostos
permaneceram estaveis neste periodo. Os resultados obtidos de concentracao
variaram entre 4 e 8%, o que indica que estas solu¢cdes podem permanecer estaveis
por mais tempo, sendo necessario continuagédo dos estudos de estabilidade.

No estudo de estabilidade dos compostos em extrato, amostras foram
analisadas no dia do preparo e apos 24 h. Durante este periodo, elas permaneceram
a uma temperatura de 20°C em vial de plastico com insert fixo. A variacdo dos
resultados obtidos ficaram em torno de 2 e 14%, exceto para carvedilol em que o
resultado variou cerca de 27%.

46 Comparacdo do Método Desenvolvido com os Disponiveis na
Literatura

Zhang et al. (2009) desenvolveram método utilizando LC-MS/MS para
determinar residuos de 19 -bloqueadores e 11 sedativos em tecido animal (rim,
figado e musculo suino e musculo bovino). Cerca de 8 a 12 g de sulfato de sodio
anidro foram adicionados a 5 g de amostra que foram extraidas com acetonitrila sob
sonicagdo por 20 min a 40 °C. O sobrenadante foi centrifugado e o residuo
reextraido. Os sobrenadantes combinados foram concentrados em evaporador
rotatério e redissolvidos para purificacdo. Foram testados cartuchos de fase reversa
(Oasis, HLB e C18) e de fase normal (silica e NHy). A purificacdo utilizando
cartuchos NH, apresentou melhores recuperacdes e menor efeito matriz.

As recuperacOes obtidos por esta técnica foram de 76,4 a 118,6%, com
coeficientes de variacdo de 2,2 a 19,9%. Os limites de quantificacdo nas diferentes
matrizes variaram de 0,5 e 2,0 ug kg™. A supresséo de sinal oriunda do efeito matriz
correspondeu a valores inferiores a 40% em amostras fortificadas apds limpeza do

extrato por SPE. A linearidade foi testada utilizando fortificacdo de amostras branco
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na faixa de 0,5 — 50 ug kg™ (exceto para sotalol e atenolol 2 - 100 ug kg), com
coeficientes de correlacdo superiores a 0,986. Este método foi utilizado para anélise
de 226 amostras de musculo, rim, figado suino obtidas em supermercados da China.
Foram encontrados residuos de clorpromazina, diazepam, haloperidol e metoprolol
com concentracdes de 14,3 — 93,6 ug kg™, 6,1 — 41,3 ug kg*, 0,5-8,5 uyg kgt e 3,5
ug kg™, respectivamente (ZHANG, 2009).

Sai et al. (2012) desenvolveram método para determinacao de 25 [,—
agonistas e 23 B— bloqueadores em alimentos de origem animal (carne, figado e rim
de porco e amostras de frango). O método consistiu de hidrélise e extracdo com 10
mL de &cido tricloroacético 5 % seguido de sonicacao por 30 min. O meio fortemente
acido também proporcionou a desnaturagdo e precipitacao de proteinas. O clean-up
utilizou cartuchos de SPE mistos (C8 ou C18 combinados com trocador catiénico
forte) (MCX) seguido de um passo de clean-up adicional com metanol e analise por
HPLC Acoplado a Espectrometria de Massas lon Trap Linear (SAI, 2012).

A linearidade do método foi testada na faixa de 5 a 200 pg kg’ com
coeficientes de correlacdo superiores a 0,995. As recuperacdes obtidas variaram de
46,6 — 118,9%, com coeficientes de variacdo de 1,9 a 28,2%. A supresséo de sinal
oriunda do efeito matriz variou de 1 - 69% para os B-bloqueadores analisados. O
método foi aplicado para analise de 110 amostras de musculo, figado, e rim suino de
supermercados da China. Foram encontrados residuos de salbutamol e metoprolol
nas concentracdes de 31,4 e 3,5 ug kg™, respectivamente (SAl, 2012).

Este trabalho consistiu no desenvolvimento de método de extracdo adequado
para determinacdo simultanea de residuos de 5 sedativos (acepromazina, azaperol,
azaperona, clorpromazina e xilazina) e 14 B-bloqueadores (acebutolol, atenolol,
betaxolol, bisoprolol, carazolol, carvedilol, labetolol, metoprolol, nadolol, nebivolol,
penbutolol, pindolol, propanolol, sotalol) em rim suino e posterior analise por LC-
MS/MS.

Como técnica de extragdo procedimentos simples foram propostos a fim de
tornar o método pratico e rapido, e de baixo custo. A utilizacdo de extracdo Sdlido-
Liquido, associado a dois procedimentos simples de clean-up (congelamento a baixa
temperatura e d-SPE) permitiu a obteng&o de extratos limpos, isento de interferentes
e que apresentaram efeitos de matriz comparaveis aos métodos descritos

anteriormente, sem a utilizagao de SPE.
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Os parametros de validagcdo avaliados neste trabalho sdo comparaveis aos
obtidos pelos métodos citados, apresentando recuperacdes, veracidade, linearidade,
precisdo, limites de quantificacdo e deteccdo dentro dos limites estabelecidos e
semelhantes a todos os compostos.

A aplicabilidade deste método foi comprovada analisando amostras de
ensaio colaborativo realizado pela Agéncia de Inspecédo de Alimentos Canadense,

em parceria com demais laboratorios.



105

5. CONCLUSOES

A necessidade de determinacao de concentragfes baixas dos compostos e a
complexidade da matriz foram os principais desafios encontrados neste trabalho,
exigindo eficiéncia maxima dos procedimentos adotados. Portanto, a otimizacdo do
procedimento de extracéo foi a etapa de maior importancia.

O método otimizado pode ser reproduzido facilmente em qualquer laboratorio,
pois apresenta etapas simples, rapidas e de baixo custo de extracdo e limpeza de
extrato. A utilizacdo de pequena quantidade de solvente e de sorvente estdo de
acordo com a necessidade de geracdo minima de residuos, atendendo portanto, aos
principios da quimica verde.

A existéncia de poucos trabalhos cientificos atuais para andlise destas
classes de medicamentos veterinarios também foi um desafio. Dos trabalhos
existentes, a grande maioria utilizou a SPE como alternativa de clean-up. Portanto,
um dos objetivos deste trabalho também foi o de buscar alternativas que
substituissem este procedimento de forma eficiente e a baixo custo.

O método proposto demonstrou ser eficiente, apresentando excelentes
resultados para todos os parametros de validacdo avaliados. Os valores de
recuperacdo e veracidade do método foram de 70-85% e 90-101%,
respectivamente, para os niveis avaliados em 10 ug kg™ (recuperacéo) e 5 pg kg™,
10 pg kg™ e 15 pg kg™ (veracidade). Os estudos de preciséo indicam coeficientes de
variacao inferiores a 20%, o0 que comprova a confiabilidade do método.

Os valores de limite de deteccdo foram de 0,25 - 1,25 ug kg* e de
quantificacdo de 2,5 pg kg™, exceto para carazolol (1,25 pg kg™), permitindo a
quantificacdo dos compostos em concentracdes abaixo do nivel de acdo regulatéria
(LMR). Os valores obtidos de CCa e CCP foram satisfatérios pois estdo muito
préximos ao nivel de validac&do adotado (10 pg kg™ e 5 pug kg™ para carazolol).

O estudo de linearidade foi realizado através de construcdo de curva de
calibracdo utilizando matriz branco fortificada, devido a existéncia de efeito matriz.
As curvas apresentaram valores de coeficiente de determinacéo superiores a 0,98.

Apesar do estudo do efeito matriz indicar supressao de sinal em torno de 50%

para todos os compostos avaliados, a excelente resposta dos analitos frente a esta
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técnica de deteccdo permitiu a analise dos mesmos. A inexisténcia de interferentes
coeluindo nos tempos de retencdo dos analitos, verificada no estudo de seletividade,
permitiu a determinacgéo inequivoca dos compostos.

A analise de azaperona, azaperol e carazolol em amostra de ensaios
colaborativos de rim suino apresentou valores muito préximos aos reais, garantindo
a confiabilidade e aplicabilidade do método.

Portanto, o método desenvolvido neste trabalho permitiu a determinacéo de 5
sedativos e 14 B-bloqueadores em amostras de rim suino através de extracao
simples, de baixo custo, prética e rapida. O tempo total do procedimento de extracao
foi de no maximo 5 horas para cerca de 50 amostras, realizado por um Unico
analista, o que corresponde a aproximadamente 6 minutos por amostra. Os
resultados de validacdo garantem a confiabilidade e seguranca do método proposto,
possibilitando sua utilizagdo no Programa de Monitoramento de Residuos e
Contaminantes em Alimentos de Origem Animal (PNCRC) do MAPA em ambito

nacional.
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TRABALHOS FUTUROS

O método desenvolvido serd utilizado para andlise de sedativos e f-
bloqueadores previstos na IN 17 (MAPA, 2013), através de programa de
monitoramento realizado pelo MAPA (PNCRC), em amostras de rim suino. Com o
objetivo de abranger todas as matrizes monitoradas para estes compostos por este
programa, o método sera submetido a ampliagdo de escopo de matrizes (rim bovino

e equino, musculo suino, bovino e equino).
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7. ANEXOS

ANEXO A - Estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas, formula molecular e pureza dos padrdes analiticos
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Analito Cloridrato de Acebutolol
Formula

Molecular C18H28N204 . HCI
Pureza 100%

Classe B-Bloqueador

log Kow* 1,53

Fornecedor Fluka Analytical (EUA)
CAS 34381-68-5

Estrutura Quimica

OH H
0 O\)\/N\(C
HSC/\)I\N/O%(CH?’
H O  -H

Cl

CHgz

Hs
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Analito Atenolol Estrutura Quimica
Formula OH
Molecular C14H22N203 H
O.__N__CHj
Pureza 99% @) \]/
Classe B-Bloqueador H.N CHS
2
log Kow* 0,43
Fonecedor Dr. Ehrenstorfer GmbH (Alemanha)
CAS 29122-68-7
Analito Cloridrato de Betaxolol Estrutura Quimica
Formula OH
H
Mol I H,gNO3 . HCI
olecular CigH29NO3. HC O\/K/N CHsj
Pureza > 98% \I/
« HCI CH
Classe B-Bloqueador V/\O 3
log Kow* 2,54
Fornecedor Sigma-Aldrich (EUA)

CAS

63659-19-8
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Analito Hemifumarato de Bisoprolol Estrutura Quimica
Formula
Molecular C1gH31NO,4 . 5 C4H40O4
> o,
Pureza > 98% )C\I—ls /@/\O/\/O CHs 0
« 1% HO N
Classe B-Blogueador e N/\I/\O CHs NOH
H on o
log Kow* 2,20
Fornecedor Sigma-Aldrich (EUA)
CAS 104344-23-2
Analito Carazolol Estrutura Quimica
Férmula CHs;
Molecular Ci1sH22N20; )\
O/Y\N CHs
Pureza = 99% OH H
Classe B-Bloqueador O O
log Kow* 2,71 N
X H
Fornecedor Dr. Ehrenstorfer GmbH (Alemanha)

CAS

57775-29-8
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Analito Carazolol-d7 Estrutura Quimica
Formula C18D7H15N202 D CD3
Molecular
o/\l/\N CD3
Pureza 99,5% OH H
Classe Padrao Interno O O
log Kow* N
H
Fornecedor Fluka Analytical (EUA)
CAS 1173021-02-7
Analito Carvedilol Estrutura Quimica
Formula
Molecular C24H26N204 0O
0 N~
Pureza > 98% H
OH
Classe B-Bloqueador Q H3CO
log Kow* 3,42 N
: : H
Fornecedor Sigma-Aldrich (EUA)

CAS

72956-09-3
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Analito Cloridrato de Labetalol Estrutura Quimica

Formula

Molecular C19H24N203 . HCI

Pureza > 98%

Classe B-Bloqueador

log Kow* 1,89 * HCI
Fornecedor Sigma-Aldrich (EUA)

CAS 32780-64-6

Analito (+) - Tartarato de (+) -Metoprolol Estrutura Quimica

Formula

Molecular (C15H25NO3), . C4HO6 OH OH O
Pureza > 98% 0\)\,H\|/CH3 Ve HONOH
Classe B-Blogueador cho/\/@/ CHs O OH
log Kow* 1,76

Fornecedor Sigma-Aldrich (EUA)

CAS

56392-17-7
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Analito Nadolol Estrutura Quimica

Formula OH

Molecular C17H27NO4

Pureza 99,2% &5 OH

Classe B-Blogueador j\/H—TEéH
3

log Kow* 0,87 HO CH3

Fornecedor Fluka Analytical (EUA)

CAS 42200-33-9

Analito Cloridrato de Nebivolol Estrutura Quimica

Formula

Molecular C22H5F2NO, . HCI

Pureza > 98% « HCI

Classe B-Bloqueador

log Kow* 3,21

Fornecedor Sigma-Aldrich (EUA)

CAS

152520-56-4
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Analito Cloridrato de Penbutolol Estrutura Quimica
Formula
Molecular C1gH29NO, . HCI CH3
Pureza 99,5%
Classe B-Bloqueador O/\I/\H/iCTﬂCHS REi
log Kow* 3,55 OH 3
Fornecedor Dr. Ehrenstorfer GmbH (Alemanha)
CAS 28163-36-2
Analito Pindolol Estrutura Quimica
Foérmula OH
Molecular C14H20N202 /—K/ H

N_ _CHs
Pureza > 98% O Y
Classe B-Bloqueador \ CH3
log Kow* 1,69 N
Fornecedor Sigma-Aldrich (EUA) H

CAS

13523-86-9
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Analito Cloridrato de Propanolol Estrutura Quimica
Formula CH3
Molecular C16H21NO> . HCI )\
Pureza 99,5% O/\‘/\ N CHS
H
Classe B-Bloqueador OH
log Kow* 2,58 * HCI
Fornecedor Dr. Ehrenstorfer GmbH (Alemanha)
CAS 3506-09-0
Analito Cloridrato de Sotalol Estrutura Quimica
Formula OH
Molecular C12H>0N-0O3S . HCI H
N. CHj
Pureza > 98% ICI) \l/
Classe B-Blogueador PISN CHS
HyC 1t N
log Kow* -0,4 O H » HC|
Fornecedor Sigma-Aldrich (EUA)

CAS

959-24-0
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Analito Maleato de Acepromazina Estrutura Quimica
Formula CH3
Molecular C19H2oN>0OS . C4H40O4 I O
O N
Pureza 99% ('_;H3
OH
Classe Sedativo H.C N . |
3 OH
log Kow* 3,49
S O
Fornecedor Dr. Ehrenstorfer GmbH (Alemanha)
CAS 3598-37-6
Analito Maleato de dimetil-d6 Acepromazina Estrutura Quimica
Formula CD3
Molecular C19DgH16N2OS . C4H404 I O
O N.
Pureza 99,8% C D3
Classe Padréo Interno H CJ-LEIN:@ * | 8ﬁ
3
log Kow*
S O
Fornecedor Fluka Analytical (EUA)

CAS




123

Analito Azaperol Estrutura Quimica
Formula Z
Molecular C19H24FN3O |

o
Pureza 99,7% N N /\ OH
Classe Sedativos K/ N
log Kow*

F

Fornecedor Fluka Analytical (EUA)
CAS 2804-05-9
Analito Azaperona Estrutura Quimica
Formula =
Molecular C1oH22FN3O |

=~
Pureza 98,5% NTONTY 0
Classe Sedativos K/ N
log Kow* 3,21

F

Fornecedor Dr. Ehrenstorfer GmbH (Alemanha)

CAS

1649-18-9
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Analito Azaperona-d4 Estrutura Quimica
Formula /
Molecular C19D4H18FN3O ~ |

NTONTY D
Pureza 99,8% O

LN D
Classe Padréo Interno
log Kow* D F
Fornecedor Fluka Analytical (EUA) D
CAS 1173021-72-1
Analito Cloridrato de Clorpromazina Estrutura Quimica
Formula S
Molecular C17H1oCIN,S . HCI /Ej\l/ :@
Pureza 99% Cl N
* HCI
Classe Sedativos ,CH3
N
log Kow* 4,54 [
CHj

Fornecedor Dr. Ehrenstorfer GmbH (Alemanha)

CAS

69-09-0
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Analito Xilazina

Formula

Molecular C12H16N2S

Pureza > 99%

Classe Sedativos

log Kow* 3,63

Fornecedor Sigma-Aldrich (EUA)
CAS 7361-61-7

Estrutura Quimica

(o

HsC

CHj

*Fonte: http://www.chemicalize.org



ANEXO B — Planilha utilizada para avaliar robustez conforme abordagem de Youden

Avaliagdo de robustez pela abordagem de Youden {modiflcagies em relagdo ao mét lidado; n=6 de tras fortificadas com 10 pg ky-1)
XIL PIN PROP ATE MET SOT PEN CARA BET NAD CLOR BIS ACEPRO  AZA LAB AZL ACE NEB
Fase Mavel (MeOH/H20) + 0,1% AF JASEHIS FA2EHIS B28E+04 1 31E+05 2 0BE+HIS 3 84EHI5 332E+05 I0VE4DS 3 95E+05 S09E+04 4 79E+HIS 1 44EHIE 1 B9E+DG 1 84E+06 4 33E+15 5 98E+HI5 883E+05 8 52E+05
Fase Mdvel (MeOH/H20) + 0,1% Ac. Acético 3, 34E+05 2 89E+05 9,17E+04 120E+05 203EH15 3 31E+05 302E+05 307E+05 344E+05 472E+04 415E+05 1,18E+06 158EH16 1 57E+06 4 S0E+05 539E+05 7 26E+05 7 97E+0S
Fase Mdvel MeOH/H20 + 0,1% AF JASEHIS FA2EHIS B28E+04 1 31E+05 2 0BE+HIS 3 84EHI5 332E+05 I0VE4DS 3 95E+05 S09E+04 4 79E+HIS 1 44EHIE 1 B9E+DG 1 84E+06 4 33E+15 5 98E+HI5 883E+05 8 52E+05
Fase Mdavel ACN/H20 + 0,1% AF 3E8E+HIS 313EHIS B18E+04 115E+05 2 09E+HIS 376EHIS 2592E+05 321E4D5 3 93E+05 S03E+04 4 36E+H15 1,35EHIE 1 44E+06 1 82E+06 4 BEE+IS 5 70EHI5 908E+D5 7 39E405
Temperatura evaporagdo 50°C JASEHIS FA2EHIS B28E+04 1 31E+05 2 0BE+HIS 3 84EHI5 332E+05 I0VE4DS 3 95E+05 S09E+04 4 79E+HIS 1 44EHIE 1 B9E+DG 1 84E+06 4 33E+15 5 98E+HI5 883E+05 8 52E+05
Temperatura evaporagdo 45°C 3Z21E+H)5 3 09EHIS 5 46E+04 1 05E+05 2 06E+HIS 3 47EHIS 286E+D5 2 79E405 3 80E+05 4 86E+04 4 Z7E+HIS 1 27EHIE 1 44E+06 1 88E+06 4 56E+05 578E+H15 832E+05 7 45E405
500 myg sorvente celite 545 JASEHIS FA2EHIS B28E+04 1 31E+05 2 0BE+HIS 3 84EHI5 332E+05 I0VE4DS 3 95E+05 S09E+04 4 79E+HIS 1 44EHIE 1 B9E+DG 1 84E+06 4 33E+15 5 98E+HI5 883E+05 8 52E+05
250 myg sorvente celite 545 334E+H15 I D4EHIS B12E+04 1 11E+D5 1 97E+HIS 3 50EHIS 4 76E+D5 306E+DS 382E+05 5 18E+04 S A0E+HIS 1 27EHIE 1,75E+06 1 83E+06 4 24E+05 5 45E+H15 7 S2E+05 1 21E406
Analista 2 - Tanara 298E+15 2 78EHDS 7 88E+04 1 08E+05 1 99E+H15 3 30EHIS 284E+05 290E405 363E+05 570E+04 4 ASE+HD5 129EHIE 1 45E+06 1 77E+06 4 48E+05 583E+H15 825E+05 7 48E405
Analista 1 - Lenise JASEHIS FA2EHIS B28E+04 1 31E+05 2 0BE+HIS 3 84EHI5 332E+05 I0VE4DS 3 95E+05 S09E+04 4 79E+HIS 1 44EHIE 1 B9E+DG 1 84E+06 4 33E+15 5 98E+HI5 883E+05 8 52E+05
Turrax JASEHIS FA2EHIS B28E+04 1 31E+05 2 0BE+HIS 3 84EHI5 332E+05 I0VE4DS 3 95E+05 S09E+04 4 79E+HIS 1 44EHIE 1 B9E+DG 1 84E+06 4 33E+15 5 98E+HI5 883E+05 8 52E+05
Virtex JADE+HIS 2 86E+HS 8 44E+04 1 05E+05 2 03E+H15 3,13EH15 289E+05 3 32E405 3 59E+05 5 58E+04 4 B5E+HIS 1,32EHIE 150E+06 2 02E+06 4 29E+15 563EHI5 852E+05 8 06E+DS
média das médias 3,38E+D5 3,19E+05 B,99E+04 1,21E+05 2,05E+05 3,68E+05 3,27E+05 3,06E+05 3,83E+05 5,13E+04 4,67E+05 1,36E+06 1,61E+06 1,83E+06 4,39E+05 5.81E+05 8,53E+05 8,46E+05
XIL PIN PROP ATE MET SOT PEN CARA BET NAD CLOR BIS ACEPRO  AZA LAB AL ACE NEB CARY
AAAa 0,40 2,00 0,20 110 0,30 040 1,00 0,02 1,50 0,7 1,50 212 0,80 1,56 0,40 111 1,96 080 1,20
AB-Ab 0,50 140 0,20 1,50 0,10 0,20 1,39 026 0,10 012 1,0 0,50 1,79 0,00 0,50 0,50 0,40 157 1,70
AC-Ac 0,80 1,20 140 2,58 040 110 160 055 0,50 0,44 122 1,33 1,76 0,30 0,50 0,40 050 146 1,70
AD-Ad 0,40 1,40 0,30 2,00 0,60 0,80 5,00 0,04 0,40 047 1,40 1,34 0,40 0,30 027 0,99 112 4,30 020
AE-Ae .70 2,33 186 2,20 0,50 .70 159 0,35 1,00 1,12 0,80 4,20 4,70 0,40 0,30 0,20 0,70 144 200
AF-Af 040 2,00 140 257 0,30 219 149 048 1,10 092 0,30 1,00 1,30 4,20 040 0,60 0,40 050 1,20
XIL PIN PROP ATE MET SOT PEN CARA BET NAD CLOR BIS ACEPRO  AZA LAB AL ACE NEB CARY
Da 016 4,00 0,04 1.2 0,09 0, 1,00 0,00 225 0,50 225 4,49 0,54 243 016 123 384 054 1,44
Db 0,25 1,21 0,04 2,25 0,0 0,04 193 0,07 0,0 0,0 1,02 0,64 3,20 0,00 0,654 0,25 016 246 2,89
Dc 0,54 1,44 1.2 6,66 0,0 1.2 2,56 0,30 025 0,19 1,49 177 340 0,09 0,25 016 0,36 219 2,89
Dd 016 1,96 0,09 4,00 0,36 0,54 25,00 0,00 0,16 0,03 1,96 1,80 016 0,09 0,07 0,98 125 24,01 0,04
De 2,89 543 3,46 4,84 0,25 2,89 286 012 1,00 125 0,64 1,44 2,89 016 0,09 0,04 049 207 4,00
Df 0,0 4,00 1.2 6,60 0,09 4,80 222 023 1.2 0,85 0,09 1,00 1,69 1,44 0,0 0,36 016 0,36 1,44
XIL PIN PROP ATE MET SOT PEN CARA BET NAD CLOR BIS ACEPRO  AZA LAB AL ACE NEB CARY
D2/6 0,03 057 0,0 0,20 0,02 0,00 047 0,00 0,36 0,08 0,38 0,75 011 0,41 0,03 0,21 054 01 0,24
0,04 0,20 0,0 0,38 0,00 0, 032 0,0 0,00 0,00 017 0,11 0,53 0,00 0,11 0,04 003 041 046
0,11 0,24 0,20 111 0,00 0,20 043 0,05 0,04 0,03 0,25 0,29 0,52 0,02 0,04 0,03 0,06 037 046
0,03 0,33 0,02 057 0,06 0,11 417 0,00 0,03 0,00 0,33 0,30 0,03 0,02 0,0 016 0,21 4,00 0,0
0,46 0,80 0,58 0,81 0,04 0,46 046 0,02 017 0,21 0,1 0,24 0,48 0,03 0,02 0, 0,08 035 067
0,00 057 0,20 110 0,02 0,80 037 0,04 0,20 0,14 0,02 017 0,28 0,24 0,00 0,06 003 0,06 0,24
b3 0,59 3,01 1,0 4,26 014 150 593 012 0,31 0,47 1,24 1,56 1,95 0,70 0,20 0,50 1,04 5,29 212
Sd 3,28E+04 6,69E+04  1,06E+04  2,98E+04  9,26E+03  5,78E+04  9,92E+04 2,51E+04 4. 21E+04  5E+03  6,76E+04  2,38E+05  2,80E+05 1,95E+05 2,73E+04  5,R2E+04 1,A6E+05  2,3TE+05  3,55E+04
RSD | 95 198 114 227 44 151 2098 82 107 102 141 166 165 105 63 91 132 278 161
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CARV
2 20E+15
1,99E+05
2 20E+15
191E+05
2 20E+15
1,90E+05
2 20E+15
222E+H15
1,86E+05
2 20E+15
2 20E+15
1,99E+05
2,09E+05
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