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SARAIVA, Thiago de Sa Silva. Desenvolvimento de método analitico para
quantificacao de lactonas macrociclicas em musculo bovino por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS).
Dissertagéo (Mestrado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, 2023.

RESUMO

O controle de residuos quimicos em alimentos de origem animal € de extrema
importancia para garantir a qualidade do produto e, consequentemente, a saude do
consumidor. As lactonas macrociclicas sao drogas de uso veterinario aprovado e
possuem um limite maximo de residuo permitido em alimentos. Agéncias reguladoras
nacionais e internacionais incluem, através da legislagao, essas substancias em seus
programas de monitoramento. Neste contexto, foi realizado o desenvolvimento e
validacdo de um método analitico para a quantificagdo em musculo bovino de
abamectina, doramectina, eprinomectina, ivermectina e moxidectina. O método
consiste de uma extragcdo liquido-liquido das substancias de interesse com a
metodologia QUEChERS, seguido de analise por cromatografia liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Para a validagao do
método foram utilizados musculos bovinos adquiridos com produtores de alimentos
organicos, para garantir que as matrizes nao possuiriam os compostos. A técnica de
quantificagcdo com padrao interno foi aplicada utilizando a ivermectina-d2. Baseado
nos protocolos do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento e Unidao
Europeia, foram realizados testes para avaliar a seletividade do método, estabelecer
o limite de quantificagao (LQ), limite de detecgao (LD), limite de decisao (CCa) e
capacidade de deteccao (CCp) e foram verificados os parametros de linearidade,
exatidao (a partir da recuperacao) e precisao (a partir da repetibilidade e precisao
intermediaria). O método desenvolvido comprovou ser seletivo, linear (r = 0,9524 a
0,9943; r? = 0,9071 a 0,9886), exato (recuperagéo de 84,28% a 118,52%) e preciso
(repetibilidade: coeficiente de variagéo de 0,17% a 21,66%; preciséo intermediaria:
coeficiente de variagéo de 4,05% a 19,08%) e foi validado com limite de decisao (CCa.)
e capacidade de detecgdo (CCPB) de 20,205 e 20,409 ng g™' para a abamectina, 10,197
e 10,395 ng g™! para a doramectina, 100,228 e 100,456 ng g’ para a eprinomectina,



30,198 e 30,396 ng g™ para a ivermectina e 20,201 e 20,402 ng g™' para a moxidectina,
respectivamente. O método apresentou um limite de quantificagdo (LQ) de 0,5 ng g™
para as cinco lactonas macrociclicas e o limite de detecgéo (LD) de 0,05 ng g para
todas substancias, menos a eprinomectina que foi 0,1 ng g”', atendendo com uma
margem de seguranga consideravel os limites definidos pelos 6érgéos governamentais.
O método analitico desenvolvido na presente dissertagdo mostrou-se adequado para
a avaliacdo quantitativa das cinco lactonas macrociclicas em musculo bovino
utilizando LC-MS/MS.

Palavras-chaves: Lactonas macrociclicas; Avermectinas; Antiparasitarios; Métodos
analiticos; Validagdo de métodos; Cromatografia liquida de alta eficiéncia;
Espectrometria de massas.



SARAIVA, Thiago de Sa Silva. Development of an analytical method for
quantifying macrocyclic lactones in bovine muscle by high performance liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS). Dissertagao
(Mestrado em Quimica) — Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, RJ, 2023.

ABSTRACT

The control of chemical residues in foods of animal origin is extremely important
to guarantee the quality of the product and, therefore, the health of the consumer.
Macrocyclic lactones are veterinary drugs approved for use and have a maximum
residue limit in food. National and international legislation includes these substances
in their monitoring programs. The development and validation of an analytical method
for the quantification in bovine muscle of abamectin, doramectin, eprinomectin,
ivermectin and moxidectin, present in this group, was carried out. The method consists
of a liquid-liquid extraction of the substances of interest with QUEChERS methodology,
followed by analysis by high performance liquid chromatography coupled to mass
spectrometry. To validate the method bovine muscles purchased from organic food
producers were used to ensure that the matrices did not contain the compounds.
Quantification technique using ivermectin-d2 as the internal standard was applied.
Following the recommendations in protocols from Brazilian Ministry of Agriculture,
Livestock and Supply and the European Union, tests were carried out to evaluate the
selectivity of the method, establish the limit of quantification (LOQ), limit of detection
(LOD), decision limit (CCa) and detection capability (CCB) and verify the parameters
linearity, accuracy (recovery) and precision (repeatability and intermediate precision).
The method developed proved to be selective, linear (r = 0.9524 to 0.9943; r> = 0.9071
to 0.9886), accurate (recovery from 84.28% to 118.52%) and precise (repeatability:
coefficient of variation from 0.17% to 21.66%; intermediate precision: coefficient of
variation from 4.05% to 19.08%) and was validated with decision limit (CCa) and
detection capability (CCB) of 20.205 and 20.409 ng g for abamectin, 10.197 and
10.395 ng g™' for doramectin, 100.228 and 100.456 ng g™' for eprinomectin, 30,198 and
30,396 ng g for ivermectin and 20,201 and 20,402 ng g-' for moxidectin, respectively.
The method presented a limit of quantification (LOQ) of 0.5 ng g' for the five



macrocyclic lactones and a limit of detection (LOD) of 0.05 ng g™ for all substances,
except eprinomectin, which was 0.1 ng g™, meeting the limits defined by government
agencies with a considerable safety margin. The analytical method developed in the
present dissertation proved to be suitable for the quantitative evaluation of the five
macrocyclic lactones in bovine muscle using LC-MS/MS.

Keywords: Macrocyclic lactones; Avermectins; Antiparasitic; Analytical methods;
Method validation; High performance liquid chromatography; Mass spectrometry.
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1 INTRODUGAO

O controle de residuos quimicos em alimentos de origem animal € de extrema
importancia devido a possibilidade da presenga dessas substancias nesses alimentos,
seja oriunda do tratamento de animais com drogas de uso veterinario ou sua
exposicao a agrotoxicos durante sua criagdo. No Brasil, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) possui o Plano Nacional de Controle de Residuos
e Contaminantes (PNCRC) para monitorar a presenca de residuos de diversas drogas
veterinarias.

Um dos grupos de substancias controladas por autoridades no mundo é o das
lactonas macrociclicas. Elas s&o classificadas como drogas antiparasitarias na
medicina veterinaria e também tém uso como pesticidas na agricultura. Se
administrado de forma incorreta nos animais, residuos dessas substancias podem
permanecer no alimento e, consequentemente, serem ingeridos pelos humanos.
Dependendo da concentragao residual, a populagao pode correr riscos mais graves a
saude se consumir esse alimento.

Para compostos de administragdo controlada nos animais sao estabelecidos os
limites maximos de residuos (LMR) aceitaveis. Esses limites indicam a concentragao
maxima dessas substancias que pode estar presente nos alimentos de origem animal,
permitida por entidades governamentais de cada pais. No Brasil, o MAPA utiliza os
limites definidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como base
para seu controle.

Atualmente existem diversas técnicas de analise para quantificar uma
substancia. Para matrizes complexas e que possuem concentragdes residuais desses
compostos, a espectrometria de massas (EM), ou mass spectrometry (MS) em inglés,
€ a técnica que, no momento, melhor se enquadra devido a especificidade que
imprime a analise, conseguindo diferenciar compostos em uma mesma solugao pela
massa e quantificando os mesmos por comparacdo a padrdes de concentracoes
conhecidas.

Acoplado ao espectrometro de massas, existem técnicas cromatograficas que
auxiliam na separacao dos compostos em uma mesma amostra devido a diferenca de

comportamento em uma coluna cromatografica. A cromatografia liquida de alta
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eficiéncia (CLAE), ou high performance liquid chromatography (HPLC) em inglés, é a
mais difundida pela sua capacidade de separar diferentes compostos em solucgao.

De forma a aumentar a eficiéncia do método analitico instrumental,
metodologias de extracdo dos compostos de interesse s&o aplicadas sobre as
amostras. Isso ajuda a eliminar interferentes da analise e a prevenir a contaminagao
do equipamento, deixando o método mais eficiente e limpo. Dependendo das
caracteristicas fisico-quimicas dos compostos diferentes tipos de extragdes podem
ser utilizadas, como a extragdo solido-liquido, liquido-liquido e a extracdo em fase
sélida dispersiva.

Para garantir que um método de analise instrumental quantitativo seja preciso
e robusto, ele precisa passar por uma série de testes para ser validado. Essa
validagdo segue diversos parametros cientificamente reconhecidos e que sao
adotados, no ambito de programas de controle de residuos e contaminantes, em
protocolos definidos por érgaos responsaveis do governo para garantir a qualidade do
meétodo. Apds a validacéo, esse método pode comecar a ser utilizado para a analise
das substancias, dando confiabilidade aos seus resultados.

A presente pesquisa de mestrado descrita nesta dissertagcéo foi desenvolvida
no Laboratério de Controle de Qualidade e Seguranga de Alimentos (LaConQ),
situado na Cidade Universitaria, Ilha do Funddo — RJ, laboratério associado do
Laboratério de Apoio ao Desenvolvimento Tecnolégico (LADETEC) do Instituto de
Quimica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (IQ-UFRJ). Seu objetivo foi, a
partir do desenvolvimento de método de analise quantitativa de lactonas
macrociclicas, contribuir com o monitoramento dessas substancias em alimentos

provenientes de origem animal, auxiliando na protecdo da saude de consumidores.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 CONTROLE DE RESIDUOS EM ALIMENTOS

O controle de residuos quimicos em alimentos de origem animal inclui uma
ampla gama de compostos de uso aprovado e nao aprovado na medicina veterinaria,
agrotoxicos e contaminantes ambientais e industriais. Pode ser observado, no
diagrama da Figura 1, um crescente aumento do numero de substancias monitoradas
pelo MAPA no PNCRC. O controle desses compostos é de extrema importancia, uma
vez que o0s niveis de residuos quimicos podem representar risco a saude dos
consumidores (MAPA, 2019).

Figura 1 — Aumento no nimero de substancias controladas no PNCRC.
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Fonte: MAPA (2019).

2.2 LACTONAS MACROCICLICAS

O grupo de moléculas estudadas na presente dissertacdo sao as lactonas
macrociclicas. Elas podem ser divididas em duas categorias dependendo da sua
férmula estrutural, as avermectinas e as milbemicinas. Ambas possuem um anel de
16 membros e propriedades fisico-quimicas semelhantes. Sdo produtos naturais da
fermentagdo do microrganismo Streptomyces avermitilis. Essas substancias sao
amplamente utilizadas como medicamento veterinario antiparasitario e como pesticida
na agricultura (FERREIRA, 2016).
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O presente estudo foi realizado com a abamectina (ABA), doramectina (DOR),

eprinomectina (EPR) e ivermectina (IVE), pertencentes ao grupo das avermectinas, e

a moxidectina (MOX), pertencente ao grupo da milbemicinas. Elas sdo substancias de

uso aprovado e, portanto, possuem um limite maximo de residuo permitido nos

alimentos. Suas estruturas estao representadas nas Figuras 2, 3, 4, 5 e 6.

Figura 2 — Féormula estrutural da abamectina.
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Figura 3 — Formula estrutural da doramectina.
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Figura 6 — Férmula estrutural da moxidectina.
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Fonte: Autoria prépria com utilizagdo do software ChemSketch (2023).

2.2.1 Uso das lactonas macrociclicas na medicina veterinaria

A ivermectina foi a primeira lactona macrociclica descoberta e aplicada como
droga antiparasitaria em 1981. A sua eficacia elevou o nivel de controle de parasitas,
sendo necessaria uma quantidade para uso de 10 a 100 vezes menor dos tratamentos
anteriores. Por causa da sua caracteristica altamente lipofilica, residuos da substancia
permaneciam no animal, evitando a reinfecgao por longos periodos de tempo. Desde
entdo, investimentos foram realizados para o desenvolvimento de novas lactonas
macrociclicas para auxiliarem no tratamento de parasitas (VERCRUYSSE, 2002).

A abamectina foi produzida para tratamento de bovinos a partir da ivermectina,
uma vez que so diferem na estrutura em uma ligagcao dupla. Suas caracteristicas sao
muito semelhantes em eficacia. A eprinomectina foi desenvolvida pela necessidade
de ter uma lactona macrociclica que nao deixasse residuos no leite de animais
destinados a essa produgao. Estudos mostraram que apds um periodo de 18 dias da
administragdo de ivermectina, 5% da dosagem total ainda permaneciam no leite.
Dessa forma, o uso da eprinomectina foi necessario em substituicdo ao tratamento
com a ivermectina, para garantir que o leite estivesse proprio para consumo humano
(TOUTAIN, 1988).

A doramectina € um produto da mutacdo biosintética da Streptomyces
avermitilis, onde ocorre a substituicdo de uma das ramificagdes por um cicloexano.
Ela foi selecionada para desenvolvimento como endectocida pecuario (DUTTON,

1991). Com aplicacbes similares, a moxidectina € uma milbemicina produzida
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sinteticamente através do produto de fermentagdo da Streptomyces cyaneogriseus
(BAIN, 1987).

Doses comerciais de 200 pug kg' podem ser aplicadas pela via oral ou
subcutanea de bovinos e registros mostram uma eliminagcdo de mais de 90% dos
parasitas presentes no animal. Estudos mostram que o tempo de meia vida (ou seja,
tempo para eliminagédo da metade da dose aplicada do organismo) em bovinos sao
de 412,8 horas para a ivermectina, 150 horas para a doramectina e 348 horas para a
moxidectina (LANUSSE, 1997).

2.2.2 Lactonas macrociclicas na espectrometria de massas

Diversos casos foram reportados em que a ionizagdo no modo positivo de
algumas lactonas macrociclicas gera adutos de sodio dos compostos. Esses adutos
mostraram causar baixa linearidade na curva de validagédo, pois provocam um
comportamento diferente das substancias gerado pelos sais adicionados durante a
extragdo. Para reverter essa situacdo, foi adicionado formiato de aménio, em
concentragdes conhecidas, para forgar a formacao, de forma controlada, do aduto de
amonio ao invés de sddio nesses compostos que apresentavam essas caracteristicas
(DURDEN, 2006).

Utilizando essa técnica de ionizacdo, € esperado que as massas
monoisotdpicas (massa exata do isétopo mais abundante da substancia) e as massas

dos precursores apos a ionizagao sigam os valores descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Massas monoisotépicas e dos precursores apos ionizagao.

Substéancia .Ma’ss.a . TIPO d? Precursor (Da)
monoisotopica (Da) ionizagao
Abamectina 872,5 [M+NH4]* 890,5
Doramectina 898.,5 [M+NH4]* 916,5
Eprinomectina 913,5 [M+H]* 914,5
Ivermectina 874,5 [M+NH4]* 892,5
Moxidectina 639,4 [M+H]* 640,5

Fonte: Chemspider (2023).
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E observado que a eprinomectina que ja apresenta um grupo amida, ou a
moxidectina que nao possui a ramificagdo a esquerda do anel de 16 membros, nao
formam o aduto de amoénio. Isso € um indicativo de qual € a localizagdo nas moléculas
que essa ligacdo com o aduto se forma. Essas teorias foram testadas e confirmadas

neste estudo durante a otimizagdo das moléculas no espectrémetro de massas.

2.3 LEGISLACOES VIGENTES NO MUNDO

No Brasil, a ANVISA definiu os limites maximos de residuos para as lactonas
macrociclicas em diferentes tipos de matrizes de origem animal. Essas matrizes
podem incluir leite, ovos, ou tecidos animais, como musculo, figado, rim e gordura. A
presente dissertagao utilizou o musculo bovino como matriz no método desenvolvido
para analise das lactonas macrociclicas.

Durante a revisao bibliografica da presente dissertacao, legislacbes de outros
paises do mundo foram utilizadas como referéncia para comparacédo com a legislacao
brasileira. Foram analisados os limites da Unido Europeia, conforme descrito no
Official Journal of the European Union, Regulation (EC) N° 470/2009, de 6 de maio de
2009, dos Estados Unidos, com o Codex Alimentarius, da Food and Agriculture
Organization of the United Nations (FAO), CX/MRL 2-2021, e da China, da China State
Food and Drug Administration (SFDA), GB 31650-2019. Em todas as legislacdes
foram observados os mesmos limites utilizados no Brasil.

A Instrucdo Normativa N° 162, de 1° de julho de 2022, da ANVISA, é o
documento mais atualizado, até a presente data, sobre os limites maximos de
residuos para insumos farmacéuticos ativos (IFA) de medicamentos veterinarios em
alimentos de origem animal. A Tabela 2 indica o LMR, em ng g' de matriz, das

lactonas macrociclicas analisadas no estudo.

Tabela 2 — Limites maximos de residuos das lactonas macrociclicas em musculo bovino.

Composto ABA DOR EPR IVE MOX

LMR (ng g) 20 10 100 30 20

LMR: Limites Maximos de Residuos; ABA: Abamectina; DOR: Doramectina; EPR: Eprinomectina; IVE:
Ivermectina; MOX: Moxidectina.
Fonte: Instrugdo Normativa N° 162, ANVISA (2022).
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2.4 METODOLOGIAS DE EXTRAGCAO

A extracao dos compostos de interesse da matriz onde se encontram visa obter
um extrato limpido, afim de evitar interferentes ou contaminantes oriundos da matriz.
Essas técnicas também ajudam na preservagao do equipamento, evitando acumulo
de sujeira, uma vez que a solucéo final que é analisada no espectrémetro de massas
esta mais limpa, além de resultar em um analito de interesse mais concentrado, o que
aumenta a sensibilidade do método.

Existem diversas metodologias de extragdo, como as classicas do tipo solido-
liquido, onde sao utilizados cartuchos com uma fase soélida de particulas C18, solid
phase extraction (SPE). Nessa técnica, a amostra fica retida no cartucho e diversos
solventes sao utilizados para realizar a limpeza e depois extragcdo dos compostos de
interesse. Essa metodologia demanda um alto volume de solventes e cartuchos que
geram um custo elevado para o método.

A técnica utilizada na dissertagdo tem como proposta baratear os custos do
método usando uma fase sélida dispersiva, dispersive solid phase extraction (D-SPE),
onde os volumes de solvente adicionados sdo reduzidos e ndo ha a necessidade da
utilizacao de cartuchos. A técnica se chama QUEChERS, do inglés Quick, Easy,
Cheap, Effective, Rugged and Safe, traduzindo: rapido, facil, barato, eficaz, robusto e
seguro.

A metodologia QUEChERS consiste de trés etapas principais: (i) Extragéao,
onde um solvente organico é adicionado na amostra e ocorre a transferéncia das
substancias da fase polar para apolar devido a afinidade; (ii) Particdo, onde ocorre a
adicao de sais para promover o efeito de salting-out, em que a fase polar é saturada
e a transferéncia das substancias para a fase apolar se torna mais efetiva, o
tamponamento do pH do meio, além da remocéao de agua da fase apolar; (iii) Limpeza,
onde é adicionado o SPE dispersivo que faz as impurezas e interferentes da solugao
ficarem adsorvidas em sua superficie, limpando a amostra (CABRERA, 2012).

Existem trés tipos principais de SPE dispersivo: Octadecilsilano (C18), utilizado
para matrizes com teor de gordura maior que 2%, remove interferentes apolares, tais
como substancias graxas e lipidios; Amina primaria secundaria (PSA), utilizada na
retencao de acidos graxos livres, agucares e de outros componentes polares; Carbono

grafitizado (GCB), utilizado na retencao de analitos planares e na reducao do teor de
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pigmentos. Durante o procedimento, é possivel utilizar uma combinagdo de mais de
um SPE dispersivo para atender as necessidades da amostra.

As Figuras 7 e 8 mostram um esquema de como a metodologia QUEChERS
funciona, incluindo as trés etapas mencionadas anteriormente. Ao final da ultima
centrifugacdo, o sobrenadante esta pronto para analise. Essas trés etapas
preparativas sao as fundamentais para o procedimento de QUEChERS, porém
adaptacdes sao realizadas dependendo do tipo de amostra analisada e das
necessidades do método. O procedimento completo de extracdo utilizado na
dissertacao sera detalhado no Capitulo 5.

Figura 7 — Etapas de extracao e particdo da metodologia QUEChERS.
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Fonte: Adaptado de Nannou et al. (2019).

2.5 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia liquida de alta eficiéncia tem como objetivo principal realizar a
separacao das substancias presentes em uma amostra, aumentando a seletividade
do método e evitando interferentes em uma analise. Para isso, & utilizada uma fase

estacionaria que pode ser liquida ou sélida. A fase estacionaria liquida € adsorvida ou
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imobilizada sobre um suporte sélido, enquanto que a fase estacionaria solida € o
proprio preenchimento da coluna.

A fase movel liquida pode ser agua ou um solvente organico. Durante o
processo de injecdo € adicionada a amostra de interesse, que é bombeada atraves
da coluna e diversos possiveis mecanismos de interacdo entre as fases fazem com
qgue as moléculas se separem, sendo eluidas em tempos de retencao diferentes. Esse
bombeamento pode ser realizado por bombas binarias, que conseguem bombear
duas solugdes diferentes ao mesmo tempo, ou por bombas quaternarias, que
conseguem alternar entre quatro solventes.

Como exemplo de cromatégrafo liquido de alta eficiéncia, a Figura 9 representa
o HPLC 1260 Infinity | da Agilent, equipamento utilizado nos experimentos desta
dissertagdo. Ele € composto por quatro modulos: (i) Degasser, tem a funcdo de
prevenir bolhas de ar na tubulacéo; (ii) Bomba binaria, bombeia os solventes de quatro
canais em pares, realizando o gradiente necessario para analise; (iii) Amostrador,
realiza a injegao das amostras com um volume definido; (iv) Forno, mantém a coluna

cromatografica em uma temperatura definida e constante.

Figura 9 — HPLC Agilent 1260 Infinity.

Fonte: Série Agilent 1200 Infinity, Agilent (2011).
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O mecanismo de separacao da fase estacionaria utilizado na dissertacao é o
de partigdo com fase ligada, onde um composto de cadeia carbdnica C18, por
exemplo, foi imobilizado por ligagdes quimicas na fase estacionaria. Esse mecanismo
funciona em fase reversa, ou seja, a fase estacionaria € apolar e a fase moével é polar.
A separacao das moléculas ocorre pela diferenca de polaridade entre elas, sendo

umas moléculas mais retidas pela coluna cromatografica do que outras (SILVA, 2014).

2.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS

A espectrometria de massas mede a razdo massa/carga (m/z) de ions para
identificar compostos desconhecidos, quantificar compostos conhecidos e fornecer
informagdes sobre as propriedades estruturais e quimicas das moléculas (SCIEX,
2021). O espectrémetro de massas utilizado na presente dissertacao ¢ um QTRAP
5500 da Sciex, Figura 10. O compartimento interno do QTRAP 5500 esta
representado na Figura 11 com suas pecas detalhadas na Tabela 3.

Figura 10 — Espectrometro de massas QTRAP 5500 da Sciex.
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Fonte: System User Guide, Sciex (2021).
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Figura 11 — Compartimento interno do QTRAP 5500 da Sciex.

Fonte: System User Guide, Sciex (2021).

Tabela 3 — Pecas do compartimento interno do QTRAP 5500 da Sciex.

ltem Descrigao
1 Curtain Plate e Orifice Plate
2 QJet ion guide
3 Regido QO
4 Quadrupolo Q1
5 Célula de colisdo Q2
6 Quadrupolo Q3
7 Detector

Fonte: System User Guide, Sciex (2021).

O espectrémetro de massas QTRAP 5500 da Sciex € um modelo hibrido,
possui uma série de quadrupolos e armadilha de ions, que focalizam e transmitem os
ions de acordo com a razdo m/z. A QJet ion guide, localizada entre a orifice plate e a
regidao QO0, nao filtra os ions, mas os concentra antes que entrem no proximo
quadrupolo. Ao focar o fluxo de ions criado pela orifice plate, a QJet aumenta a
sensibilidade do sistema e melhora a relagéo sinal/ruido (S/N). Na regiao QO, os ions
sdo novamente focalizados antes de passarem para o quadrupolo Q1 (SCIEX, 2021).

O quadrupolo Q1 é um quadrupolo de filtragem que seleciona os ions antes de
entrarem na célula de colisdo Q2. Na célula de colisdo Q2, a energia interna de um
ion € aumentada por meio de colisdes com moléculas de gas nitrogénio, a ponto das
ligacbes moleculares quebrarem, criando fragmentos. Depois de passar pela célula
de colisdo Q2, os ions entram no quadrupolo Q3 para uma filtragem adicional,

entrando somente uma m/z por vez no detector. O quadrupolo Q3 também é uma
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armadilha de ions linear (linear ion trap, LIT), o que fornece varios modos de operagao
aprimorados (SCIEX, 2021).

No detector, os ions criam uma corrente que € convertida em um pulso de
voltagem, sendo diretamente proporcionais a quantidade de ions que entram no
detector. O sistema monitora esses pulsos e depois converte as informagdes em um
sinal que representa a intensidade do ion para um valor de m/z especifico e o sistema
mostra essa informagc&o como um espectro de massas (SCIEX, 2021).

Na parte frontal do equipamento existe a fonte de ionizagao que ira formar todos
os ions que passarao pelos quadrupolos descritos anteriormente. A fonte de ionizagao
da Sciex se chama Turbo V lon Source e opera com a TurbolonSpray Probe. As
amostras introduzidas através da probe s&o ionizadas dentro da tubulacdo, pela
aplicacdo de uma alta voltagem, e depois nebulizadas pelo jato de ar zero quente,
seco e de alta pureza, criando uma névoa de pequenas gotas altamente carregadas
(SCIEX, 2022).

Essa técnica € chamada de ionizagdo por electrospray, ou do inglés
Electrospray lonization (ESI). Ela ocorre a partir de goticulas emitidas pelo cone de
Taylor que sofrem rapida evaporacdo do solvente, muitas vezes auxiliada pelo
aquecimento. A densidade de carga das particulas que estdo evaporando se acumula,
até que a tensao superficial seja equilibrada pela repulsdo Couldémbica. Esse é o
chamado limite de Rayleigh, onde s&o produzidas gotas ainda menores e de alta carga
por fissdo a jato. Eventos repetidos de evaporacao e fissdo produzem nano gotas que
geram os analitos ionizados na fase gasosa, que sao atraidos pelo espectrdbmetro de

massas, como pode ser observado na Figura 12 (KONERMANN, 2013).

Figura 12 — lonizac&o das particulas por electrospray na Turbo V.
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Fonte: Adaptado de Konermann et al. (2013).
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2.6.1 Parametros instrumentais

O espectrometro de massas possui dois tipos de parametros otimizaveis que
sdo: os parametros dependentes do composto e os parametros dependentes da fonte
de ionizacgao. A definicdo de cada parametro otimizavel esta a seguir (SCIEX, 2021).

2.6.1.1 Parametros dependentes do composto

A otimizacado dos parametros dependentes do composto € realizada por meio
de uma injecao direta e continua da molécula de interesse por infusédo, para obter a
maxima sensibilidade do mesmo. Durante a otimizagao, o equipamento seleciona o
ion precursor e seus fragmentos, otimizando os seguintes parametros: DP
(Declustering Potential, Potencial de desagrupamento), CE (Collision Energy, Energia
de colisdo) e CXP (Collision Cell Exit Potential, Potencial de saida da célula de

colisédo).

e DP: controla a voltagem na orifice plate. E utilizado para minimizar os aglomerados
de solvente que podem permanecer nos ions da amostra depois que eles entram
na camara de vacuo. Quanto maior a voltagem, maior a energia transmitida aos
ions, podendo ocorrer fragmentagao indesejada se for muito alta.

e CE: controla a diferenca de potencial entre a regido QO e a célula de colisdo Q2.
E a quantidade de energia que o ion precursor recebe, sendo acelerado para
dentro do Q2, onde ele colide com moléculas de gas nitrogénio e fragmenta.

e CXP: controla a voltagem no fim da célula de colisdo Q2. Esse parametro transmite

0s ions para o quadrupolo Q3.

2.6.1.2 Parametros dependentes da fonte de ionizagao

A otimizacao dos parametros dependentes da fonte de ionizagao ocorre com a
injecdo da molécula pelo amostrador automatico do HPLC. Um pequeno volume de
padrao é inserido na tubulagdo do cromatégrafo liquido, junto com a fase movel, e é
analisado pelo espectrobmetro de massas. Dessa forma, os parametros dependentes

da fonte de ionizagdo sado otimizados para obter a maior sensibilidade para o
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composto. Os parametros sdo: CUR (Curtain Gas, Gas de cortina), IS (lonSpray
Voltage, Voltagem do spray de ions), TEM (Temperature, Temperatura), GS1 (/lon
Source Gas 1, Gas da fonte de ionizagéo 1), GS2 (lon Source Gas 2, Gas da fonte de
ionizagéo 2) e CAD (Collisionally Activated Dissociation Gas, Gas de dissociagéo da
célula de colisdo).

e CUR: controla o fluxo de gas da interface curtain gas, localizada entre a curtain
plate e a orifice plate. Evita a contaminacao da o6tica idnica.

e |S: controla a voltagem aplicada ao eletrodo na TurbolonSpray Probe, que ioniza
a amostra na fonte de ionizagcdo. O parametro depende da polaridade e afeta a
estabilidade e sensibilidade do spray.

e TEM: controla a temperatura do gas de aquecimento da TurbolonSpray Probe.

e GS1: controla o fluxo de gas do nebulizador para a TurbolonSpray Probe.

e (GS2: controla o fluxo de gas do aquecedor para a TurbolonSpray Probe.

e CAD: controla a pressdao do gas de dissociacao na célula de colisdo Q2 para
diversas fungbes, como: focar os ions a medida que passam pelo Q2, fragmentar

0s ions precursores e prender os ions na linear ion trap.

2.6.2 Construgcao de um método de aquisicao de dados

Existem diversos tipos de experimentos para a constru¢do de um meétodo de
aquisicao de dados no espectrémetro de massas hibrido QTRAP. Eles sao divididos
em dois grupos: modo quadrupolo e modo linear ion trap. Foi utilizado no
desenvolvimento desta dissertacdo a varredura do tipo MRM (Multiple Reaction
Monitoring). O MRM consiste na selecdo do ion precursor no Q1 e a transmissao
desse para o Q2, onde ocorre a fragmentagcéo pelo gas de dissociagdo. O Q3
seleciona os fragmentos definidos no método e envia para o detector. Esse modo de
varredura é utilizado principalmente para quantificagao (SCIEX, 2021).

A Figura 13 mostra um esquema hipotético de como funciona o tipo de
varredura MRM, utilizado no método de aquisicao dessa dissertacdo. Nesse esquema,
o quadrupolo Q1 seleciona o precursor 424,1 Da, eliminando todas as outras razdes
de m/z, depois ocorre a fragmentagao dele no Q2 e o quadrupolo Q3 seleciona o

fragmento 231,1 Da para ser enviado para o detector. Nesse momento corre um
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aumento no numero de contagem de elétrons gerando o pico cromatografico no tempo

de retencéo desse analito.

Figura 13 — Esquema do método de aquisicdo com MRM.
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Fonte: Using Your QTRAP LC/MS/MS System at Full Potential, Sciex (2013).

2.7 VALIDAGAO DE UM METODO QUANTITATIVO

A validagao de métodos analiticos, seja de forma qualitativa ou quantitativa,
serve para garantir que os erros associados a analise sejam minimizados, dando uma
confiabilidade maior aos resultados e as tomadas de decisao referente a eles. Nesse
sentido, o MAPA redigiu o Manual de Garantia da Qualidade Analitica para Residuos
e Contaminantes em Alimentos com orientagées cientificas e conceitualmente
consistentes, para auxiliar os pesquisadores na validagao dos seus meétodos.

O documento traz a descricao e os critérios de aceitacdo de desempenho de
cada parametro investigado durante a validagdo, assim como, instrugdes da melhor
forma de realizar os ensaios necessarios € como realizar os respectivos calculos.
Essas informagdes descritas no manual utilizaram como base a Comissdo da
Comunidade Europeia 2002/657/CE do Jornal Oficial da Unidao Europeia relativo ao
desempenho de métodos analiticos e a interpretagao de resultados. Em 2021, uma
nova versao dessa comissao foi langcada com algumas definicbes e parametros
atualizados, do mesmo Jornal Oficial da Unido Europeia, o Regulamento de Execugao
(UE) 2021/808 da Comissao de 22 de marco de 2021.

O LADETEC, laboratério onde a dissertacao foi desenvolvida, possui um
documento interno DOC. 5.367, intitulado de “Protocolo de validagao e estimativa de
incerteza de medigdo de procedimentos de analise quantitativa de residuos por

cromatografia acoplada a espectrometria de massas”, onde foram reunidas
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informagdes desses dois documentos citados anteriormente, além de outras
referéncias tais como o documento orientativo da CGCRE, organismo de acreditagédo
brasileiro, DOQ-CGCRE-008, para auxiliar na validacdo de métodos para os
pesquisadores locais.

As descrigdes dos parametros de validagdo dessa seg¢ao foram retiradas
dessas referéncias supracitadas, assim como a metodologia realizada para os ensaios
de validacao, descritas no Capitulo 5. Para a realizacdo dos calculos foi utilizada a

técnica com padré&o interno descrita a seguir.

2.7.1 Padrao interno

Para obter melhores resultados nos testes da validagcdo do método de analise
instrumental quantitativo, € necessario utilizar a metodologia de calculos com o padrao
interno (Pl). Esse método consiste na adigcdo de uma quantidade conhecida de uma
substancia de referéncia na solugao dos padrdes analiticos e na amostra. O uso de
padrao interno corrige variagdes no sinal analitico devido a mudangas nas condi¢des
de analise, utilizando como parametro a razdo entre as areas do pico do analito e do
padrao interno.

Essa substancia de referéncia precisa ser escolhida de forma que nao reaja
com nenhum componente da amostra, deve possuir um tempo de retengédo proximo
do analito, possuir uma similaridade estrutural e propriedades fisico-quimicas e nao
fazer parte do grupo de substancias controladas ou proibidas presentes no estudo.

Os compostos deuterados sado escolhidos para essa fungdo por serem a
mesma molécula do estudo com a substituicdo de um ou mais atomos de hidrogénio
pelo deutério. Os deutérios alteram a massa do composto e é possivel diferenciar as
substancias durante a analise no espectrometro de massas, além de possuirem todas
as caracteristicas similares. A Figura 14 mostra a formula estrutural da ivermectina
com dois deutérios, utilizada como padrao interno desta dissertacéo, e a Tabela 4 a

massa monoisotopica e do precursor apds a ionizagao esperada.
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Tabela 4 — Massa monoisotopica e do precursor apés a ionizagdo do padrao interno.

Substancia .Ma’ss.a . TIPO d~e Precursor (Da)
monoisotopica (Da) ionizagao
Ilvermectina-d2 876,5 [M+NH4]* 894,5

Fonte: Chemspider (2023).

Figura 14 — Formula estrutural da ivermectina-d2.
O/CH3
HO

Fonte: Autoria prépria com utilizagdo do software ChemSketch (2023).

2.7.2 Parametros de validagao

Os documentos comegam com instrugdes sobre a quantidade de ions
monitorados para cada substancia de uso proibido ou permitido pelas legislagcbées. No
caso do método de aquisicdo por monitoramento de reagdes multiplas (MRM) com
HPLC-MS/MS para as lactonas macrociclicas, o numero indicado é de 1 ion precursor
mais 2 ions produtos gerados a partir dele.

De acordo com o tipo de matriz disponivel para realizacdo dos testes de
validacao, diferentes abordagens sao aplicadas na metodologia. Foram utilizados os
critérios para a curva analitica onde a matriz ndo possuia os analitos de interesse e
foi fortificada com os materiais de referéncia certificados (MRC). Esse tipo de
abordagem nao torna necessario testes para efeito de matriz, em que as curvas sao
realizadas em solventes e é necessario confirmar se a matriz ndo tera interferentes

para essa analise.
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Os seguintes parametros e suas descricbes foram avaliados em testes

separados ou através das curvas analiticas geradas durante a validagéo.
2.7.2.1 Seletividade

E a capacidade de um método distinguir a substancia a analisar de outras
substancias presentes na matriz. Esta caracteristica depende, principalmente, da
técnica de medigao utilizada, porém pode variar de acordo com o tipo de composto ou
de matriz analisados (MAPA, 2011).

Os brancos de matriz ndo devem apresentar sinal analitico no tempo de
retencdo esperado dos compostos. Em caso positivo, devera ser avaliada a
intensidade relativa de ions e o tempo de retencéo relativo para confirmar se o sinal
analitico € da mesma molécula estudada.

A intensidade relativa de ions é calculada pela razdo da area do fragmento de
qualificagao pelo fragmento de quantificacao e multiplicada por 100 para transformar
em porcentagem, Equacao 1, sendo necessario que essa porcentagem calculada
para o interferente esteja dentro de um intervalo de variagdo especifico, que varia
dependendo do resultado de IR do pico suspeito, para ser considerado equivalente a
IR dos controles. O tempo de retencéo relativo é a razao entre o tempo de retencao
dos controles e o tempo de retencéo do padrao interno, Equacao 2. Da mesma forma
com a IR, existe um intervalo permitido de variagdo, sendo necessario que o tempo
de retencao relativo calculado para o interferente esteja dentro dessa variagéo para

auxiliar na identificacdo da suspeita.

Equacao 1 — Calculo da intensidade relativa de ions.

quali

IR 4 100
=—-X
Aquanti

Sendo:
¢ [R — Intensidade relativa de ions.
* Aguaii — Area do fragmento de qualificacéo.

*  Aguanti — Area do fragmento de quantificago.
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Equagéo 2 — Calculo do tempo de retengéo relativo.
tT
by = t
(PI)

Sendo:
e t..— Tempo de retencao relativo.

e t,.— Tempo de retengdo em minutos.

Para a técnica de HPLC-MS/MS aplicada no método, as tolerancias maximas
permitidas para a intensidade relativa de ions e o tempo de retengcao relativo se
encontram na Tabela 5.

Tabela 5 — Tolerancias maximas permitidas para a intensidade relativa de ions e o tempo de retencgao
relativo para HPLC-MS/MS.

Intensidade relativa de ions HPLC-MS/MS
> 50% +20%
20% a 50% + 25%
10% a 20% + 30%
<10% +50%
Tempo de retengao relativo +2,5%

Fonte: Manual de Garantia da Qualidade Analitica, MAPA (2011).

2.7.2.2 Linearidade

E a capacidade de o método produzir resultados diretamente proporcionais &
concentracao do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado (MAPA,
2011). Para avaliar se o método é linear ou nao, € necessario verificar diversos
aspectos do conjunto de dados adquiridos durante os testes de validagao.

Primeiramente, é necessario avaliar se o conjunto de dados possui algum valor
aberrante e a estatistica escolhida no protocolo seguido é o teste de Grubbs. A
avaliacao é realizada para cada replicata em cada nivel de concentragdo analisado.
O teste de Grubbs leva em consideracao o desvio padrao dos resultados obtidos em
um nivel de concentragao, sendo calculado pela razdo da area do analito pela area

do padrao interno, e a média desses valores, calculados pelas Equacdes 3 e 4.
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Equagédo 3 — Calculo da média de um conjunto de dados.
_ i1 X
X =—-"
n
Sendo:
e i — Média dos dados.
e x; — Valor de cada dado.

e n — Numero de dados.

Equagéo 4 — Calculo do desvio padrao de um conjunto de dados.

i=1(x; — %)?

n—1

Sendo:
e s — Desvio padrao dos dados.
e X — Média dos dados.
e x; — Valor de cada dado.

e 1 — Numero de dados.

Com esses valores é realizado o célculo do G calculado, Equagéo 5, que é

comparado com um G tabelado, dependente de como o experimento foi realizado.

Equacao 5 — Calculo do G calculado para o teste de Grubbs.

vi—¥)
s

Gcalc -

Sendo:
e G.qc— Valor de G calculado.
e vy, — Valor da razéo das areas de cada replicata.
e Yy — Média das razdes das areas de cada nivel de concentracgao.

e s — Desvio padrao das razdes das areas de cada nivel de concentragao.

Se o valor de G calculado for maior que o G tabelado, entdo o dado é
considerado aberrante. Caso esteja presente somente um desses valores no conjunto
de dados de um nivel de concentragdo e a quantidade total de aberrantes esteja

abaixo de 25%, esse valor pode ser desconsiderado e seguir a avaliagdo com 0s
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dados restantes. Caso contrario, é necessario repetir o experimento, pois ha indicativo
de erros grosseiros que resultam no comportamento observado.

Apos a avaliacdo da presencga de valores aberrantes pelo teste de Grubbs, &
necessario avaliar o perfil de dispersdo do conjunto de dados experimentais com o
teste de Cochran. O teste de Cochran avalia a homogeneidade entre as variancias do
conjunto de dados que se esta trabalhando. Se as variancias forem consideradas
homogéneas entre si, o perfil de dispersdao é considerado homocedastico, caso
contrario, esse perfil € heterocedastico. A férmula para o calculo da variancia e o
calculo do C calculado estao apresentados nas Equacgbes 6 e 7.

Equacgéo 6 — Calculo da variancia de um conjunto de dados.
2 _ Z‘ln=1(xi - x—)Z
S -——
n—1
Sendo:

e s2—Variancia dos dados.
e x — Média dos dados.
e x; — Valor de cada dado.

e n — Numero de dados.

Equacgao 7 — Calculo do C calculado para o teste de Cochran.
St
Ceaic = n 2
i=15i
Sendo:
e (.qc— Valor de C calculado.
e s — Maior variancia dentre as calculadas para cada nivel de concentragao.

e s? —Variancia de cada nivel de concentragao.

Se o valor de C calculado for menor que o C tabelado, o perfil de dispersao é
considerado homocedastico sendo a curva analitica avaliada por regresséo linear pelo
Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO). Caso o C calculado seja maior
que o C tabelado, o perfil de dispersao é heterocedastico e a curva analitica deve ser
avaliada por regressao ponderada pelo Método dos Minimos Quadrados Ponderados
(MMQP).
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Para se iniciar os calculos da regressao linear ou ponderada, primeiro &
necessario calcular a concentragao real do analito fortificado na matriz. Esse valor vai
depender da concentragao da solugdo padrao de uso, do volume pipetado e a média
das massas da matriz pesadas em cada nivel de concentragdo. O calculo pode ser

observado na Equacéao 8.

Equacao 8 — Calculo da concentragao de fortificagao.
_ CsyxVp
xF =
My

Sendo:
e X — Concentragdo média de fortificagdo em um nivel de concentragao.
e (5, — Concentracao da solugcao padrao de uso.
e V, —Volume pipetado da solugao padrao de uso.

e M, — Média das massas da matriz pesadas em um nivel de concentracdo.

Para o caso da regresséao linear com MMQO, sao realizados os calculos das
médias globais das concentragbes do analito fortificado em matriz (X5) e das razdes
de area (Y) de todos os niveis de concentragdo. Com esses dados é possivel realizar

os calculos do coeficiente angular e linear da curva analitica, Equacdes 9 e 10.

Equacéo 9 — Calculo do coeficiente angular da curva analitica.
2T~ XP) 0 = 1)
- =2
Z?:l(xﬂ - XF)

Sendo:
e a — Coeficiente angular da curva analitica.
e x5 — Concentragéo meédia de fortificagéo para cada nivel de concentragéo.
e X, —Média global das concentracdes de fortificagao.
e vy, — Razao das areas para cada replicata.

e Y — Média global das razbes de area.
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Equacéo 10 — Calculo do coeficiente linear da curva analitica.
b=Y—-axXg
Sendo:
e b — Coeficiente linear da curva analitica.
e Y — Média global das razbes de area.
e a — Coeficiente angular da curva analitica.

e X, — Média global das concentragdes de fortificagao.

A partir desses dados obtidos e com o modelo matematico y=axx+b
construido com os coeficientes angular e linear, € possivel determinar também o
coeficiente de correlagao (r) da curva analitica pela Equacao 11 e o coeficiente de

determinacao (r2) que é o coeficiente de correlagdo elevado ao quadrado.

Equacao 11 — Calculo do coeficiente de correlagdo da curva analitica.

?:1(’5_1?1 - X_F)(Yi -Y)

7~ K) Bl -

Sendo:
e r — Coeficiente de correlagdo da curva analitica.

e x5 — Concentragdo meédia de fortificagéo para cada nivel de concentragéo.

e X, —Média global das concentracdes de fortificagao.
e y; — Razao das areas para cada replicata.

e Y — Média global das razbes de area.

No caso da regressdao ponderada com MMQP é necessario levar em
consideragao fatores de ponderacao inversamente proporcionais a variancia, de
forma a fazer a curva analitica passar pelos pontos de forma mais precisa. A Equacéao
12 realiza o calculo do inverso da variancia e as Equacdes 13 e 14 sdo dos calculos
das médias globais ponderadas das concentracdes de fortificacdo e das razbes de

area.
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Equagédo 12 — Calculo do inverso da variancia.

1
w; = —
L Siz

Sendo:

e w; — Inverso da variancia de cada nivel de concentragao.

s? — Variancia de cada nivel de concentragao.

Equagédo 13 — Calculo da média global ponderada das concentragdes de fortificagéo.
w = ~xn ..,
i=1 Wi
Sendo:
e X, —Média global ponderada das concentragbes de fortificagéo.

e x5 — Concentragéo meédia de fortificagéo para cada nivel de concentragéo.

e w; — Inverso da variancia de cada nivel de concentragao.

Equagédo 14 — Calculo da média global ponderada das razdes de area.
Y_ _ ?=1 }71 X w;
w n W
=1 L
Sendo:
e Y, —Média global ponderada das razées de area.
e Yy, — Média das razdes das areas para cada replicata.

e w; — Inverso da variancia de cada nivel de concentragao.

Com esses dados ponderados, sao realizados os calculos dos coeficientes

angular e linear ponderados da curva analitica, Equacdes 15 e 16.

Equacéo 15 — Calculo do coeficiente angular ponderado da curva analitica.
X wi(FR — X)) G - V)
=2
iy wi(Tr — X))

apond -

Sendo:
* a,,nq — Coeficiente angular ponderado da curva analitica.
e w; — Inverso da variancia de cada nivel de concentragao.

e x5 — Concentragdo media de fortificagéo para cada nivel de concentragéo.
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e X, — Média global ponderada das concentragdes de fortificagao.
e Yy, — Média das razdes das areas para cada replicata.

e Y, — Média global ponderada das razées de area.

Equagao 16 — Calculo do coeficiente linear ponderado da curva analitica.
bpond =Y, - Apona X X
Sendo:
e b,,na — Coeficiente linear ponderado da curva analitica.
* a,onq — Coeficiente angular ponderado da curva analitica.
e X, —Média global ponderada das concentragbes de fortificagéo.

e Y, —Média global ponderada das razées de area.

De forma analoga aos calculos dos coeficientes de correlagao e determinacao
para uma dispersao homocedastica, a Equacgao 17 apresenta o calculo do coeficiente
de correlacdo ponderado (r,) pelo inverso da varidncia e o coeficiente de
determinagcdo ponderado (r,2) serd o quadrado do coeficiente de correlagédo

ponderado.

Equacao 17 — Calculo do coeficiente de correlagdo ponderado da curva analitica.
Y wi(% - X)) 3 - )

\/Z?=1 Wl(x_Fl - X_F)Z Z?=1 Wi(yi - 7)2

Tw

Sendo:
e 1, — Coeficiente de correlacdo ponderado da curva analitica.
e w; — Inverso da variancia de cada nivel de concentragao.
e x5 — Concentragéo meédia de fortificagéo para cada nivel de concentragéo.
e X, —Média global ponderada das concentragdes de fortificagéo.
e y— Média das razdes das areas para cada replicata.

e Y, —Média global ponderada das razées de area.

Com os coeficientes de correlagao e determinacgao calculados, um ultimo teste
pode ser aplicado para definir se a curva analitica é linear ou nao linear. O calculo da

estatistica t,, utilizado como critério de aceitagcdo para linearidade, relaciona os
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coeficientes citados com o numero total de replicatas na curva analitica, Equagao 18.
Caso o resultado de t, calculado seja maior que o t, tabelado, a curva pode ser

considerada linear.

Equagéao 18 — Calculo do t, calculado para a estatistica t,.
T N-—-2
RN ]
Sendo:
e t.— Valor de t, calculado.
e 1 — Coeficiente de correlacado da curva analitica.
e 12 — Coeficiente de determinacao da curva analitica.

e N — Numero total de replicatas na curva analitica.
2.7.2.3 Exatidao / Recuperagao

A exatiddao de um meétodo analitico € o grau de concordancia de um numero
suficientemente grande de resultados de um ensaio e o valor de referéncia aceito
convencionalmente como verdadeiro (MAPA, 2011). A exatiddo é avaliada com o
calculo da recuperacao aparente realizada para cada nivel de concentragdo da curva
analitica. A Equacao 19 apresenta o calculo para a recuperacédo onde é relacionada
a concentracdo do analito calculada pela equagcdo da curva analitica, tanto pela

regressao linear quanto ponderada, e a concentracao de fortificagcdo em matriz.

Equacao 19 — Calculo da recuperagao aparente.
(x x 100)
R(%) = ——
X,
Sendo:
e R(%) — Recuperagao aparente para um nivel de concentragao em porcentagem.
e X — Concentragao média calculada pela equagao da curva analitica para cada nivel
de concentracgao.

e x5 — Concentragdo media de fortificagéo para cada nivel de concentragéo.



45

Para avaliar se o método analitico € exato, a recuperagao aparente deve ser
um valor compreendido entre uma janela de tolerancia que depende da concentragao
do analito calculada pela equacédo da curva analitica. A Tabela 6 apresenta as
tolerancias maximas permitidas para a recuperagao aparente do meétodo.

Tabela 6 — Tolerancias maximas permitidas para a recuperagao aparente.

Concentragao (x) Janela de tolerancia
x<1ngg"’ 50 a 120%
1ngg'<x<10ngg’ 70 a 110%
x210ng g”’ 80 a 110%

Fonte: Manual de Garantia da Qualidade Analitica, MAPA (2011).

2.7.2.4 Precisao

A precisdo de um método analitico € o grau de concordancia entre valores
medidos, obtidos por medi¢gbes repetidas, na mesma amostra ou em amostras
similares, sob condicdes especificadas (MAPA, 2011). A precisao é avaliada de duas
formas: através da avaliagao da repetibilidade (precisédo intra-ensaio) e da precisao

intermediaria (reprodutibilidade intralaboratorial).
2.7.2.4.1 Repetibilidade

Para avaliacdo da repetibilidade € necessario utilizar o mesmo conjunto de
dados obtidos em um experimento realizado com repeticdes multiplas, com as mesma
condicbes de operacdo, no mesmo dia e local. E calculado o desvio padréo relativo
para as concentragcdes calculadas a partir da equacado da curva analitica em cada

nivel de concentracédo, Equacéao 20.

Equacao 20 — Calculo do desvio padrao relativo para a repetibilidade.

X 100
DPR(%) = ¥

Sendo:

e DPR(%) — Desvio padréo relativo para um nivel de concentragao em porcentagem.
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e s5; — Desvio padrao das concentragdes calculadas pela equacéo da curva analitica
para cada nivel de concentragao.
e X — Concentragdo média calculada pela equacao da curva analitica para cada nivel

de concentragéao.

Critérios estabelecidos pela comissao europeia e utilizados pelo MAPA definem
um limite maximo do desvio padrao relativo para considerar que o método analitico
possui uma precisao intra-ensaio, sendo aprovado no teste de repetibilidade. A Tabela
7 apresenta os limites maximos do desvio padrao relativo que sdo dependentes da
faixa de concentracdo daquela amostra.

Tabela 7 — Limites maximos permitidos do desvio padrao relativo para a repetibilidade.

Concentragao (x) Limites maximos de DPR(%)
x<1ngg’ 23,3%
1ngg’'<x<10ngg" 20,0%
10ngg'<x<100ngg"’ 13,3%

DPR(%): Desvio padréo relativo para um nivel de concentragcdo em porcentagem.
Fonte: Manual de Garantia da Qualidade Analitica, MAPA (2011).

2.7.2.4.2 Preciséo intermediaria

De forma analoga a repetibilidade, a precisao intermediaria € avaliada pelo
desvio padrao relativo das concentragcdes calculadas a partir da equagao da curva
analitica em cada nivel de concentracao. A diferenga € que a precisao intermediaria
leva em consideracdo experimentos realizados em dias diferentes e com analistas
diferentes, de forma a avaliar a reprodutibilidade intralaboratorial.

Sendo assim, o calculo do desvio padrao relativo para a precisao intermediaria
segue a Equacao 21, onde o desvio padrao e a concentragdo media sdo calculados
com os resultados obtidos de diversos experimentos, e os limites maximos permitidos
de acordo com o nivel de concentracdo definidos pela comissao europeia estao

apresentados na Tabela 8.
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Equagéo 21 — Calculo do desvio padrao relativo para a precisao intermediaria.

s; X 100
DPR(%) = %

Sendo:
e DPR(%) — Desvio padrao relativo para um nivel de concentragdo de todos os
experimentos em porcentagem.
e s5; — Desvio padrao das concentragdes calculadas pela equacéo da curva analitica
para cada nivel de concentragao de todos os experimentos.
e X — Concentracao média calculada pela equagao da curva analitica para cada nivel

de concentragdo de todos os experimentos.

Tabela 8 — Limites maximos permitidos do desvio padrao relativo para a precisao intermediaria.

Concentragao (x) Limites maximos de DPR (%)
x<1ngg’ 35,0%
1ngg’'<x<10ngg" 30,0%
10ngg'<x<100ngg"’ 20,0%

DPR(%): Desvio padrédo relativo para um nivel de concentracdo de todos os experimentos em
porcentagem.
Fonte: Manual de Garantia da Qualidade Analitica, MAPA (2011).

Antes da precisao intermediaria ser avaliada pelo desvio padrao relativo, &
necessario verificar se o conjunto de dados de diversos experimentos sao
equivalentes, confirmando que as condicbes de variagdo empregadas (dias e
analistas diferentes) nao interferem na precisao intermediaria do método analitico. O
teste de hipotese para essa avaliacdo € realizado comparando duplas de
experimentos com o teste F de Snedecor que indica a forma como o teste t de Student
deve ser calculado, que, por fim, fornece a informacdo se o conjunto de dados
avaliado é equivalente ou n&o.

Para o teste F de Snedecor € necessario realizar o calculo do agjystados
Equacéao 22, que é a correcao de Bonferroni para comparag¢des multiplas, de forma a
obter o F tabelado que sera comparado com o F calculado, Equagao 23. Se o valor
do F calculado for menor que o F tabelado, as varidncias comparadas sao

homogéneas e, portanto, o calculo do t calculado sera realizado pela Equacéo 24,
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com o desvio padrao agrupado apresentado na Equacgao 25, e o numero de graus de

liberdade para obter o t tabelado na Equacéao 26.

Equagéo 22 — Calculo do agjysqq0 Para o F tabelado do teste F de Snedecor.
Xqjustado = 1-(1- a)l/k
Sendo:
@qjustaao — Nivel de confianga ajustado pela corregado de Bonferroni.
a — Nivel de confianga para o teste F de Snedecor.

k — Numero total de comparacgdes.

Equacgao 23 — Calculo do F calculado para o teste F de Snedecor.

Si

Fcalc - g
Sendo:
F.,c — F calculado para o teste F de Snedecor.
2 . A . ~ ~ .
sy — Maior variéncia das duas situagdes em comparagdo para cada nivel de
concentragéo.
s2 — Menor variancia das duas situagd a da nivel d
- ¢cbes em comparagao para cada nivel de

concentracao.

Equagéo 24 — Calculo do t calculado para o teste t de Student com variancias homogéneas.

N k21
calc —
,1 1
S — —
“9 n1+n2

t.aic — t calculado para o teste t de Student.

Sendo:

x; — Média das concentragdes calculadas pela equagao da curva analitica 1 para
cada nivel de concentracao.

x, — Média das concentragdes calculadas pela equagao da curva analitica 2 para
cada nivel de concentracao.

Sqg — Desvio padrao agrupado do conjunto de dados comparados para cada nivel
de comparacéo.

n, — Numero de replicatas da curva analitica 1 para cada nivel de concentragao.
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e n, — Numero de replicatas da curva analitica 2 para cada nivel de concentragao.

Equagéo 25 — Calculo do desvio padrao agrupado para o teste t de Student com variancias

homogéneas.

(ny — DsZ + (n, — 1)s2

Sag =

Sendo:
e 5,4 — Desvio padrao agrupado do conjunto de dados comparados.
e sZ — Varianga das concentragbes calculadas pela equagéo da curva analitica 1
para cada nivel de concentragao.
e sZ — Varianga das concentragbes calculadas pela equagdo da curva analitica 2
para cada nivel de concentragao.
e n,; — Numero de replicatas da curva analitica 1 para cada nivel de concentragéo.

e n, — Numero de replicatas da curva analitica 2 para cada nivel de concentragao.

Equacéo 26 — Calculo dos graus de liberdade para o t tabelado do teste t de Student com variancias

homogéneas.
v=n,+n, —2
Sendo:
e v —Graus de liberdade para o t tabelado do teste t de Student.
e n,; — Numero de replicatas da curva analitica 1 para cada nivel de concentracgao.

e n, — Numero de replicatas da curva analitica 2 para cada nivel de concentragao.

Caso o F calculado seja maior do que o F tabelado, as varidncias comparadas
sao heterogéneas e o t calculado para o teste t de Student seguira a Equacéao 27. O
numero de graus de liberdade para o t tabelado sera calculado de forma diferente

também, seguindo a Equacéao 28.



Equagéo 27 — Calculo do t calculado para o teste t de Student com variancias heterogéneas.

m -l
tcalc -
2 2

51,5

n, n,

Sendo:

t.qaic — t calculado para o teste t de Student.
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x; — Média das concentracdes calculadas pela equagao da curva analitica 1 para

cada nivel de concentragéo.

x, — Média das concentracdes calculadas pela equagao da curva analitica 2 para

cada nivel de concentragéo.

s? — Varianga das concentragdes calculadas pela equagdo da curva analitica 1

para cada nivel de concentragao.

s2 — Varianga das concentragdes calculadas pela equagdo da curva analitica 2

para cada nivel de concentragao.

n; — NUmero de replicatas da curva analitica 1 para cada nivel de concentragao.

n, — Numero de replicatas da curva analitica 2 para cada nivel de concentragao.

heterogéneas.
2
2 2
S S
(+32)
V= . 1 2 .

2 2
S1 S2

WD —1) T 1,00, —1)
Sendo:

v — Graus de liberdade para o t tabelado do teste t de Student.

Equacéo 28 — Calculo dos graus de liberdade para o t tabelado do teste t de Student com variancias

s? — Varianga das concentragdes calculadas pela equagdo da curva analitica 1

para cada nivel de concentracao.

s2 — Varianga das concentragdes calculadas pela equagdo da curva analitica 2

para cada nivel de concentracao.

n, — Numero de replicatas da curva analitica 1 para cada nivel de concentragao.

n, — Numero de replicatas da curva analitica 2 para cada nivel de concentragao.
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E realizada uma comparacéo do t tabelado, adquirido com o grau de liberdade
calculado, com o t calculado. Se o valor do t calculado for menor que o t tabelado,
entdo, o conjunto de dados analisados € equivalente e o desvio padrao relativo das
concentracdes calculadas pela equacdo da curva analitica de cada nivel de
concentracdo € avaliada para a precisdo intermediaria. Em caso positivo para a

repetibilidade e a precisao intermediaria, o método analitico € considerado preciso.

2.7.2.5 Limite de decisao (CCa)

O limite de decisado (CCa) é o limite a partir do qual se pode concluir que uma
amostra é ndo conforme com uma probabilidade de 1% de se ter um resultado falso
positivo (MAPA, 2011). O calculo do valor de CCa varia de acordo com o tipo de
substancia que esta sendo analisada, seja substancias de uso proibido, com um Limite
Minimo de Desempenho Requerido (LMDR), ou de uso permitido, com o Limite
Maximo de Residuos (LMR).

Para ambos os casos, séo avaliadas 20 amostras fortificadas no limite do LMR
ou LMDR realizadas em conjunto com os trés experimentos das curvas analiticas. Os
dados obtidos sao avaliados pelo teste de hipdtese para verificar a equivaléncia dos
resultados. O CCa € calculado utilizando o desvio padrao das concentragbes
calculadas a partir da equacgao da curva analitica e um fator de multiplicagao. O calculo
€ realizado de acordo com a Equacgao 29 para as substancias de uso proibido e pela

Equacéo 30 para as substéncias de uso permitido.

Equacgéo 29 — Calculo do CCa para substancias de uso proibido.
CCa = 2,33 X Srepro
Sendo:
e (Ca - Limite de decisao.
* S.epro — Desvio padréo das concentragbes calculadas pela equagao da curva

analitica em condi¢des de reprodutibilidade intralaboratorial.
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Equagéo 30 — Calculo do CCa para substancias de uso permitido.
CCa = LMR + 1,64 X Srepro
Sendo:
e (Ca — Limite de decisao.
e LMR — Limite maximo de residuo.
* Srepro — Desvio padrdo das concentragbes calculadas pela equagéo da curva

analitica em condigdes de reprodutibilidade intralaboratorial.

2.7.2.6 Capacidade de detecgao (CCp)

A capacidade de deteccédo € o teor mais baixo de substancia que pode ser
detectado, identificado e / ou quantificado em uma amostra, com uma probabilidade
de 5% de se ter um resultado falso positivo (MAPA, 2011). O calculo do CCB, Equagao
31, utiliza os mesmos dados obtidos no experimento anterior e uma relagao direta com
o CCa, seja calculado para o LMDR ou LMR. O valor de CCa € somado a um
multiplicador do desvio padrao das concentragdes calculadas pela equacéo da curva

analitica, gerando o CCp.

Equagéo 31 — Calculo do CCp a partir do resultado do CCa.
CCPB = CCa+ 1,64 X Srepro
Sendo:
e (Cp - Capacidade de detecgao.
e (Ca — Limite de decisao.
* Srepro — Desvio padrdo das concentragbes calculadas pela equagédo da curva

analitica em condicdes de reprodutibilidade intralaboratorial.

Para substancias de uso proibido, o CCa e o0 CC devem ser inferiores ao limite
minimo de desempenho requerido, e para os casos de substancias permitidas, os
valores de CCa e CCp sdao sempre maiores que o limite maximo de residuo, devendo

ser 0 mais proximo possivel dele (MAPA, 2011).
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2.7.2.7 Limite de detecgéo (LD)

O limite de detecgao é a menor quantidade ou concentragao do analito presente
na amostra que pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada, com
determinado grau de certeza (CGCRE, 2020). As metodologias classicas de avaliagao
do LD para a espectrometria de massas indicam que o analito precisa ter no minimo
uma relagao sinal / ruido de 3:1 e ser aceito nos critérios de intensidade relativa de

ions e do tempo de retencao relativo para confirmacgao do composto.

2.7.2.8 Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificagdo € a menor quantidade do analito de interesse que
pode ser determinada com um nivel aceitavel de exatidao e precisdo (CGCRE, 2020).
Dessa forma, a abordagem adotada para estabelecer o limite de quantificagédo foi
considerar o ponto de concentragdo mais baixo das curvas analiticas como LQ, para
0s quais ja foram realizadas todas as confirmagdes de exatidao e precisao. Além
disso, a metodologia classica para avaliagao do limite de quantificagédo foi levada em
consideragao, que é o analito estar em uma concentragdo que possua uma relagao

sinal / ruido de 10:1.
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3 OBJETIVOS

A presente dissertagdo de mestrado tem como objetivo o desenvolvimento e
validagcdo de um método de quantificagdo de lactonas macrociclicas em musculo
bovino utilizando a técnica instrumental de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS), buscando atender os limites
maximos de residuos definidos pelas agéncias reguladoras. De forma a obter um

método eficiente e seguro, foram realizadas as seguintes etapas no desenvolvimento:

e Otimizacao dos parametros instrumentais dos compostos presentes no grupo das
lactonas macrociclicas analisadas e padréao interno;

e Desenvolvimento e otimizacdo do gradiente da cromatografia liquida para os
compostos e padrao interno;

¢ Desenvolvimento e otimizacdo de um método de extragao liquido-liquido utilizando
a metodologia QUEChERS;

e Validagdo do método analitico (preparo de amostra e analise instrumental)
utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (LC-MS/MS).
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4 MATERIAIS, REAGENTES, PADROES E EQUIPAMENTOS

Além dos materiais, reagentes, padrées e equipamentos utilizados para o
desenvolvimento do método de quantificagcdo de lactonas macrociclicas, foram
utilizadas as matrizes de musculo de bovino, de diversos cortes do animal, adquiridas
em diversos mercados do Rio de Janeiro. Apds algumas analises, foi observado que
as matrizes compradas em mercados comuns possuiam 0s analitos de interesse em
sua composicdo, uma vez que se trata de medicamentos com uso autorizado nos
animais.

Visto que para a validagdo do método é necessario matrizes brancas, ou seja,
musculos bovinos sem a presencga das lactonas macrociclicas, optou-se por adquirir
e utilizar matrizes de fornecedores de produtos organicos. Apos analise preliminar, foi
constatado que esses musculos ndo apresentaram os compostos citados na
dissertagdo e a validacdo do método foi iniciada. Todas essas matrizes foram
armazenadas em camara fria ou freezer a pelo menos -20°C.

Os seguintes materiais, reagentes, padroes e equipamentos listados abaixo,
foram utilizados nas etapas de extragao liquido-liquido dos analitos de interesse e na

analise instrumental dos mesmos.

4.1 MATERIAIS

e Bécheres de diversos tamanhos;

e Coluna cromatografica Syncronis C18 (1,7 um x 50 mm x 2,1 mm);
e Crondbmetro;

¢ Dispensador automatico;

e Espatulas de metal;

e Estantes para frasco vial e tubo de ensaio;

e Frascos ambar de 10 mL para armazenamento das solugdes;

e Frascos vial de 2 mL;

e /nserts com mola de 200 uL de capacidade;

¢ Pipeta repetidora de volume variavel;

¢ Pipetas automaticas de volume variavel;
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¢ Pipetas Pasteur de vidro de 5 mL;

¢ Ponteiras para pipeta repetidora;

¢ Ponteiras para pipeta automatica;

e Tampas para frasco vial;

e Tubos de ensaio de rosca de 10 mL;
e Tubos falcon de 15 e 50 mL;

e Tubos safe-lock Eppendorf de 1,5 mL.

4.2 REAGENTES

e Acetonitrila — Tedia;

e Acido férmico — Merck;

e Agua ultrapura — Milli-Q;

¢ Octadecilsilano (C18) dispersivo — Sigma;

e Cloreto de sodio — Merck;

e Formiato de aménio — Tedia;

e Metanol — Tedia;

e Amina primaria secundaria (PSA) dispersivo — Sigma;

e Sulfato de magnésio — Merck.

4.3 PADROES

Os padrbes dos alvos analiticos utilizados foram materiais de referéncia
certificados (MRC) em solugao, que garantem a rastreabilidade metroldgica do valor
certificado de suas concentracdes e incertezas associadas. O padrao interno utilizado
é classificado com padrao analitico (analytical standard) em apresentacdo de po

solido.

e Abamectina 100 ng mL-' em metanol — AccuStandard;
e Doramectina 100 ng mL-' em acetonitrila — Dr. Ehrenstorfer;
e Eprinomectina 100 pg mL-' em acetonitrila — AccuStandard;

e lvermectina 100 ug mL™" em acetonitrila — AccuStandard;



¢ lvermectina-d2 pureza 97% — Toronto Research Chemical;

e Moxidectina 100 ng mL"' em acetonitrila — Dr. Ehrenstorfer.

4.4 EQUIPAMENTOS

e Agitador vortex — Thermo Scientific;

e Balanga analitica de preciséo 0,0001 g — Mettler Toledo;

e Centrifuga — Thermo Scientific 3SR+;

e Cromatografo liquido de alta eficiéncia — Agilent 1260 Infinity I;
e Espectrometro de massas — Sciex QTRAP 5500;

e Evaporador — Biotage TurboVap LV;

e Purificador de agua — Thermo Scientific Barnstead Pacific Tll;

e Purificador de agua — Thermo Scientific GenPure.

57
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5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

A construgdo do método instrumental quantitativo das lactonas macrociclicas
foi iniciada pela otimizagdo dos compostos no espectréometro de massas, seguida do
desenvolvimento da corrida cromatografica para esses compostos. Todas essas
otimiza¢des foram realizadas com os padrdes diluidos em fase movel, sem a matriz
que foi escolhida para o presente estudo.

Apés a parte instrumental do método estar concluida, foram realizados testes
com a metodologia de extracdo QUEChERS para obter a melhor resposta durante as
analises utilizando a matriz de musculo bovino. Com o método de bancada definido,

os testes da validagao foram iniciados para conclusao da dissertacao.

5.1 OTIMIZACAO DOS PARAMETROS INSTRUMENTAIS

5.1.1 Otimizagao dos analitos no espectrometro de massas

Foram executadas duas etapas de otimizagbes das lactonas macrociclicas
para o espectrometro de massas. A primeira sdo os parametros dependentes do
composto, onde se utilizou uma vazao de infusdao da substancia em fase movel para
o espectrémetro de massas de 10 uL min-'. A segunda otimizagao é a dos parametros
dependentes da fonte de ionizacao, na qual é utilizada a FIA (Flow Injection Analysis)
que faz uma injecao dos compostos em fase movel pelo amostrador automatico do
cromatoégrafo liquido, sem a utilizacdo de uma coluna cromatografica. Foi utilizada

uma vazao mais elevada de 500 pL min.

5.1.1.1 Parametros dependentes do composto

As voltagens dos parametros sdo gradualmente aumentadas para determinar
a intensidade maxima do sinal do ion precursor e fragmentos. Inicialmente foi
realizada uma rampa, de forma automatica ou manual, da DP para o precursor. Em
seguida uma rampa dos valores de CE, de modo a selecionar os fragmentos mais
intensos para o método. A fragmentagao da molécula permite ter uma credibilidade

maior no resultado, uma vez que cada molécula possui uma forma de fragmentar
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diferente da outra, gerando pares de ion precursor e fragmento especificos para ela.
Depois de definido os pares de precursor / fragmento, sdo realizadas outras rampas
de CE e CXP para selecionar os valores que geram a maior intensidade de sinal de
cada fragmento.

O critério estabelecido foi de escolher os 3 fragmentos mais intensos de cada
molécula com a ionizacdo no modo positivo. Foi decidido escolher um fragmento a
mais do que os manuais indicam, para ter uma seguranc¢a maior na identificagcao do
composto nas analises. Nao foram escolhidos fragmentos com uma perda de 18 Da,
uma vez que esse fragmento poderia ser a perda de uma molécula de agua, que gera
uma baixa reprodutibilidade no método, uma vez que essa fragmentagao pode ocorrer
até na fonte de ionizagao. Além disso, s6é foram escolhidos fragmentos acima de 50
Da, pois para fragmentos abaixo desse valor é necessaria uma CE elevada e a
reprodutibilidade do método também ¢é prejudicada.

Os compostos foram diluidos para uma concentragdo de 10 ng mL" em fase
movel, que é composta de 50% de acetonitrila e 50% de agua, com aditivos de 0,1%
de acido férmico e 5 mM de formiato de aménio. Esses aditivos sdo necessarios pois
auxiliam na ionizagao dos compostos no modo positivo de analise, além de forgarem

a formagao do aduto de amdnio em algumas das substancias.

5.1.1.2 Parametros dependentes da fonte de ionizagao

Os parametros da fonte de ionizagcdo sao ajustados para uma analise
cromatografica e nao para cada substancia. Dessa forma, foi escolhida a substancia
com menor intensidade durante a otimizacdo dos compostos, para que a sua
sensibilidade fosse a maxima possivel. Foi utilizada a mesma solugdo de 10 ng mL""
em fase movel nessa otimizagao.

Durante o processo de otimizacao, diversas inje¢cdes foram realizadas para
avaliar a resposta do composto com diferentes valores dos parametros da fonte. Cada
valor do parametro é testado em triplicata, depois uma média é realizada e o software
define como valor 6timo, aquele que obteve a maior intensidade de sinal para o
composto. Na Tabela 9, encontram-se todos os valores de cada parametro que foram

testados durante a otimizagao.
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Tabela 9 — Valores dos parametros da fonte de ionizagéo otimizados.

Parametros Valores para otimizagéo
CUR (Curtain Gas) 20; 22; 25; 30 psi
IS (lonSpray Voltage) 3500; 4000; 4500; 5000; 5500 V
TEM (Temperature) 450; 500; 550; 600; 650; 700°C
GS1 (lon Source Gas 1) 40; 45; 50 psi
GS2 (lon Source Gas 2) 40; 45; 50 psi
CAD (Collisionally Activated Dissociation Gas) Low; Medium; High

Foi criado um método para realizar a FIA com um gradiente isocratico de 0,7
minutos com as mesmas proporcoes da fase movel, 50% de acetonitrila e 50% de
agua, com a adicao de 0,1% de acido formico e 5 mM de formiato de amoénio. Foi
utilizado um volume de injecao de 20 L e foi adicionada uma limpeza da seringa com
metanol durante 5 segundos entre as inje¢des. O amostrador e o forno foram mantidos
em 20°C, uma vez que as substdncias nao correm o risco de degradagdao em
temperatura ambiente e nessa etapa n&o é utilizada uma coluna cromatografica que

requer temperaturas mais elevadas.

5.1.2 Desenvolvimento da corrida cromatografica

O desenvolvimento da corrida cromatografica comegou com um gradiente
simples, utilizando como fases mdveis acetonitrila e agua, com aditivos de 0,1% de
acido férmico e 5 mM de formiato de amoénio. Para essa dissertacao foi utilizada a
coluna cromatografica modelo Syncronis C18 da Thermo Fisher Scientific, com
tamanho de particula 1,7 um, didmetro interno de 2,1 mm e comprimento de 50 mm.
Foi observado a cada teste do gradiente, o tempo de retencdo de cada analito, se
estavam coeluidos, e se a resolugdo dos mesmos estava adequada com o dwell time
escolhido.

O dwell time é um parametro do software que define o tempo de analise de
cada par precursor / fragmento durante a corrida. Tempos de dwell time muito curtos
deixam poucos pontos de analise por pico, 0 que gera uma baixa resolucao e
reprodutibilidade da area do mesmo. A Equacéao 32 indica como o dwell time deve ser

calculado para atingir um numero ideal de 18 pontos por pico, levando em
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consideragao o tempo de retencédo final e inicial do pico para definir sua largura, o
numero de transi¢des presentes no método e um fator de conversdo de minutos para

milissegundos de 60000.

Equagédo 32 — Calculo do Dwell Time.

(Trf — TTL')
Dwell Time = —— = x 60000
N; X Np
Sendo:

e Tr; — Tempo de retengéo final do pico.
e Tr; — Tempo de retencgao inicial do pico.
e N, — Numero de transigdes no método.

e N, —Nudmero de pontos no pico.

A corrida cromatografica inicial teve uma duragao total de 10 minutos, seguindo
o gradiente descrito na Tabela 10. Foram mantidas as propor¢des iniciais de agua e
acetonitrila por 1 minuto para que o sistema pudesse estabilizar depois da injegao.
Apbs isso, foi realizado um gradiente até 100% de acetonitrila para que todos os
analitos pudessem eluir e foi mantida essa condigdo por 3 minutos para realizar a
limpeza da coluna. As proporgcdes de agua e acetonitrila foram retornadas para as
condic¢des iniciais imediatamente e foram mantidas por 3 minutos para realizar o

equilibrio para uma nova injecéo.

Tabela 10 — Gradiente inicial da corrida cromatografica.

Tempo (min) Vazao (uL/min) Agua (%) Acetonitrila (%)
0,00 300 20 80
1,00 300 20 80
4,00 300 0 100
7,00 300 0 100
7,01 300 20 80
10,00 300 20 80

Foi escolhida uma vazao inicial de 300 uL min-!, porém ao rodar os primeiros

testes foi verficado que a pressado na coluna com essa vazao ainda estava baixa para
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os solventes e gradientes escolhidos. Para a técnica de cromatografia liquida, o ideal
€ que a pressao interna na coluna esteja elevada, sem ultrapassar o limite de pressao
da coluna (estabelecido pelo fabricante) que pode danifica-la, para aumentar a
interacdo dos analitos na fase estacionaria, ajudando na separagdo dos mesmos.
Diversos testes foram realizados para obter o valor 6timo de vazao, assim como,
ajustar os tempos de retencdo e a resolugcdo dos picos dos analitos, gerando um
gradiente final descrito na Tabela 11.

Tabela 11 — Gradiente final da corrida cromatografica.

Tempo (min) Vazao (uL min") Agua (%) Acetonitrila (%)
0,00 400 50 50
1,00 400 50 50
8,00 400 100
10,00 400 0 100
10,01 400 50 50
16,00 400 50 50

Para o método final, foi utilizada uma temperatura do forno de 40°C, um volume
de injegao de 5 uL com temperatura do amostrador em 20°C e um sistema de limpeza
da agulha com metanol por 5 segundos a cada injegc&o. Foi programada, também, a
Diverter Valve para direcionar o fluxo do HPLC para o espectrdmetro de massas na
janela de tempo que os analitos de interesse estavam eluindo, direcionando para o
descarte nos outros tempos, auxiliando na preservacdo do equipamento contra

contaminantes e sujeiras das amostras.

5.2 EXTRAGAO LiQUIDO-LIQUIDO PELO METODO QUECHERS

Com o método instrumental definido, foram iniciados os testes para a
metodologia QUEChERS de extragao durante a etapa de otimizagdo do método das
lactonas macrociclicas. O método QUEChERS é uma técnica que permite diferentes
modificagdes para atender melhor a matriz utilizada. No caso do musculo bovino,

foram escolhidos como dispersivos para realizagao da limpeza o C18 e o PSA, para
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cobrir tanto os interferentes polares como apolares. Para essa matriz, ndo foi
necessario o uso do GCB, uma vez que essa amostra ndo possui pigmentos.

As quantidades de amostra utilizada, assim como as quantidades dos
reagentes necessarios, foram adaptadas das metodologias classicas de QUEChERS
para se obter um método que utilizasse pouca amostra e que tivesse um baixo

consumo de materiais envolvidos. O diagrama da Figura 15 mostra o passo a passo

do método de extracado que foi otimizado e posteriormente validado.

Figura 15 — Diagrama de blocos da extragao liquido-liquido com QUEChERS.

Cortar e triturar a
amostra

Pesar 1 g de amostra
em tubos falcon de 50
mL
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e 5 mL de acetonitrila

Agitar em vortex por 30

Adicionar 1 g de

Agitar em vortex por 30

tubos falcon de 50 mL

segundos MgSO4I\?a%|25 gde segundos
E Pesar 150 mg de :
enuga g0, | | MgSO, 25mgeCts | | Trenefenrdgmdo
4°C g esses tubos falcon

Agitar em vortex por 30
segundos

Centrifugar por 10
minutos a 3400 x g e

Transferir 4,0 mL do
sobrenadante para
tubos de ensaio de 10

4°C mL
Evaporar o Suspender os analitos Transferir a suspensao
sobrenadante sob fluxo com 120 uL de fase para Eppendorfs de 1,5
de N, a 40°C moével mL

Centrifugar por 10
minutos a 10000 x g e
4°C

Transferir 100 yL do
sobrenadante para os
vials com insert

Analise por HPLC-
MS/MS

O método se inicia com o corte e a trituragdo do musculo bovino para
homogeneizag¢ao da amostra. Pesa-se 1 g da matriz em tubos falcon de 50 mL, Figura
16 (a). No caso do processo de validacdo, em que para o levantamento das curvas

analiticas a matriz utilizada é branca, sao realizadas fortificagdes das amostras. Logo,
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a etapa que segue a trituragdo das amostras é a de fortificagdo, para em seguida dar
inicio ao processo de extragao.

ApOs essa etapa, sdo adicionados 5 mL de agua e 5 mL de acetonitrila para
iniciar a extragado dos compostos do musculo bovino com a agitagdo em vortex por 30
segundos, Figura 16 (b). Entao, é iniciada a etapa de partigdo onde s&o adicionados
1 g de MgSOs4 e 0,25 g de NaCl. Os sais promovem o efeito salting-out e secam a
agua da fase organica, Figura 17 (a). A solugéo é agitada novamente em vortex por
30 segundos e depois centrifugada por 20 minutos a 3400 x g e 4°C, onde as fases
sao separadas e a matriz cria uma camada entre elas, Figura 17 (b). A utilizagéo de
uma baixa temperatura durante a centrifugagao auxilia na separagao da gordura do

musculo da fase organica.

Figura 16 — (a) 1 g de musculo bovino e (b) adicdo de agua e acetonitrila.

Figura 17 — (a) adicao de sais na solugéo e (b) fases separadas apds centrifugacao.

R 1
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Em um outro tubo falcon de 50 mL é realizada a pesagem de 150 mg de MgSOa,
25 mg de C18 e 25 mg de PSA para a limpeza. Transfere-se 4,5 mL do sobrenadante
da extragdo para o tubo novo e agita-se em vortex por 30 segundos novamente, Figura
18 (a). E observado que os dispersivos mudam de coloragéo devido as impurezas que
adsorvem nele, originalmente branco para amarelo. O sobrenadante é transferido
novamente para tubos de ensaio de 10 mL limpos e esse extrato obtido € incolor
resultado da limpeza, Figura 18 (b). Os volumes de transferéncia do sobrenadante
foram definidos com a maior quantidade possivel, sabendo que existem perdas no
processo de separacao, porém foram estabelecidos volumes fixos para cada etapa,
de forma a aumentar a reprodutibilidade do método.

Figura 18 — (a) etapa de limpeza com dispersivos e (b) solugéo limpa em tubos de ensaio.

RN N

A partir dessa etapa, a fase organica obtida da extragao ja tem os analitos e
poderia ser analisada, porém é utilizada a técnica da evaporagao para concentrar os

analitos e mudar a solugao de acetonitrila para a fase moével com os aditivos. Dessa
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forma, os tubos de ensaio foram levados para o evaporador que secou a acetonitrila
sob fluxo de N2 a 40°C. Os analitos foram suspensos com 120 uL da fase movel e
transferidos para um Eppendorf de 1,5 mL, para uma etapa extra de centrifugagao por
10 minutos a 10000 x g e 4°C, de forma a eliminar os sais em excesso ainda presentes.
100 pL da solugao final foram transferidos para vials com insert e estdo prontos para

serem analisados no sistema HPLC-MS/MS, Figura 19.

5.3 VALIDAGAO DO METODO ANALITICO INSTRUMENTAL

Os topicos a seguir descrevem a metodologia experimental realizada para a
avaliacao de cada parametro durante a validacdo do método quantitativo de lactonas
macrociclicas, utilizando a metodologia de extracdo QUEChERS e analisando por

cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas.

5.3.1 Seletividade

O protocolo padréao indica a analise de 20 brancos da matriz de origem
diferentes para a avaliagédo de interferentes no tempo de retengcéo esperado de cada
analito. Porém, por se tratar de uma droga veterinaria de uso permitido, foram
encontradas as substéncias em diversas matrizes oriundas de estabelecimentos
comuns, mesmo que em concentragdes muito pequenas. Esse pequeno sinal analitico
€ o suficiente para nao permitir a avaliagao da seletividade do método.

Foram adquiridos, entdo, 7 matrizes de musculo bovino de fornecedores de
produtos organicos e, mesmo assim, uma das matrizes analisadas apresentou a
ivermectina em sua composi¢do. Diante da dificuldade de encontrar matrizes
totalmente brancas para a avaliagdo da seletividade, foram consideradas somente as
6 matrizes restantes para esse teste.

No ensaio de seletividade a analise dos brancos foi realizada junto a trés
controles fortificados na concentracdo de 2,5 ng g' para serem utilizados como
referéncia, além de ser rodado junto um branco de reagente e um branco de matriz
fortificado com padréao interno. Foi realizado o calculo da intensidade relativa de ions

e do tempo de retencao relativo da matriz que apresentou um pico no tempo de
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retencdo da ivermectina para confirmar se era a molécula estudada ou se era um

interferente que daria um resultado negativo para o teste.

5.3.2 Linearidade

Foram avaliadas as linearidades de trés curvas analiticas, preparadas em dias
diferentes, com 5 niveis de concentragao e cada nivel em triplicata. Foram preparadas
diversas amostras fortificadas em concentragdes diferentes, todas abaixo do LMR
para garantir que o método estaria atingindo as especificacbes das legislacdes, e
foram analisadas para saber até que nivel de concentracdo o equipamento possuia
uma resposta para os analitos. Com o resultado obtido, foi escolhido como o ponto
mais baixo da curva analitica a fortificacdo em 0,5 ng g™' e os demais niveis, de forma
equidistantes, em 1,0, 1,5, 2,0e 2,5ng g™

De forma a realizar uma corre¢cao mais adequada dos valores de area com o
padrao interno, foi realizada a fortificagdo do mesmo no ponto central da curva, ou
seja, em 1,5 ng g para que a resposta do padrio interno fosse semelhante dos
compostos analisados.

Com os dados obtidos das curvas analiticas, primeiro foi avaliada a presenca
de dados aberrantes no conjunto de resultados pelo teste de Grubbs. Com 0 numero
de replicatas sendo 3 e um nivel de confianga de 95% (o = 0,05), o G tabelado é igual
a 1,155, valor que foi comparado ao G calculado. Sabendo que o valor mais alto do
resultado ou o mais baixo podem ser aberrantes, foi realizado o calculo para o G
superior e o G inferior em cada nivel de concentragao.

Utilizando o mesmo numero de replicatas e o nivel de confianca do teste de
Grubbs e levando em consideragao os 5 niveis de concentragao da curva analitica, o
teste de Cochran apresenta um C tabelado de 0,6838. Esse valor foi comparado com
o C calculado de cada curva analitica para avaliar se o perfil de dispersao do conjunto
de dados era homocedastico ou heterocedastico.

Com o perfil de dispersao das curvas analiticas definido, foi iniciado o calculo
da concentragao real dos analitos fortificados em matriz, levando em consideracéao a
massa pesada do musculo bovino e o volume pipetado do padréo de concentragao
conhecida. Com o valor dessa concentragao, a resposta analitica obtida nos ensaios

e sabendo que todos os perfis de dispersao foram homocedasticos, foi possivel
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realizar a regresséo linear, a partir da qual foram calculados os coeficientes angulares
e lineares da curva analitica e os coeficientes de correlagcédo e determinagéo.

Por fim, foi avaliada a linearidade das curvas analiticas por meio do calculo da
estatistica t,., onde o valor calculado foi comparado com o tabelado de 2,16, que utiliza
um nivel de confianga de 95% (o = 0,05) e o numero de graus de liberdade N — 2,

sendo N o numero total de replicatas analisadas.

5.3.3 Exatidao / Recuperagcao

Foi realizado o calculo das concentragdes de cada replicata pela equagao da
curva analitica de cada experimento. Para o calculo da recuperagao aparente de cada
nivel de concentragao, foi realizada uma média das concentragdes de cada nivel e
comparada ao valor médio da concentracao de fortificacdo. Para que o método seja
considerado exato, os valores de recuperagao devem estar dentro das janelas de
tolerancia definidas.

5.3.4 Precisao

5.3.4.1 Repetibilidade

Para avaliagao da repetibilidade foi realizado o calculo do desvio padrao relativo
das concentragdes em triplicata calculadas a partir da equacgao da curva analitica para
cada nivel de concentracdo. Os valores dos desvios padrbes relativos foram
comparados com os limites maximos para confirmar a precisao intra-ensaio do método

analitico.

5.3.4.2 Precisao intermediaria

A precisao intermediaria foi avaliada com trés experimentos realizados em dias
diferentes e o terceiro por um segundo analista. Inicialmente foi avaliada a
equivaléncia do conjunto de dados obtidos pelo teste de hipdtese com o teste F de
Snedecor e o teste t de Student. O conjunto de dados foi avaliado em pares, sendo

os experimentos 1 - 2 para a equivaléncia dos resultados em dias diferentes da
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aplicacao do método e os experimentos 1 - 3 e 2 - 3 para a equivaléncia dos resultados
com diferentes analistas aplicando o método analitico.

O teste F de Snedecor utilizou a corre¢cao de Bonferroni para o calculo do nivel
de confianga inicialmente de 95% com n = 3, numero de replicatas em cada nivel de
concentracao. O valor aproximado do F tabelado para essas condicdes foi de 57,99,
valor comparado ao F calculado para definir como o t seria calculado dependendo se
as variancias forem homogéneas ou heterogéneas. O t tabelado utilizou a mesma
correcao de Bonferroni e os graus de liberdade de acordo com o calculo apresentado
no Capitulo 2. Os valores de t tabelado variaram entre 3,94 e 7,58 dependendo da
forma como foi calculado para comparacao com o t calculado.

Como todo o conjunto de dados se mostrou equivalente, o desvio padrao
relativo das concentragdes calculadas pela equagao da curva analitica em cada nivel
de concentracao dos trés experimentos foi calculado para comparagao com os limites
maximos definidos pela comissao europeia e adotados pelo MAPA em seu Manual da
Garantia da Qualidade Analitica. Ficando abaixo desse limite € definida a precisao

intermediaria do método e a reprodutibilidade intralaboratorial.

5.3.5 Limite de decisao (CCa)

O calculo do limite de decisdo é dependente do tipo da substancia que esta
sendo analisada. Para o caso das lactonas macrociclicas que possuem 0 usoO
permitido na medicina veterinaria, o calculo do CCa levou em consideragéo o limite
maximo de residuos de cada uma das cinco substancias. Foram utilizados os
resultados para o nivel de concentragédo de 1,0 ng g*' das curvas analiticas junto as
demais amostras fortificadas no mesmo nivel de concentragao para somar as 20
amostras necessarias para o calculo do CCa e CCp para poder calcular o seu desvio
padrao e utilizar o dado na férmula de obtencao dos parametros. Essa concentragao
de fortificacao é inferior ao LMR das substancias, uma vez que o objetivo foi o de
desenvolver um método que garanta sua quantificagdo em concentragcdes préoximas
aquelas de uso proibido com limite minimo de desempenho requerido (LMDR), tendo
em vista que o laboratério visa atender as analises de mercado convencional, mas
também a produtores organicos, para os quais essas substancias ndo devem estar

presentes.
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Os 20 brancos fortificados em 1 ng g-! de cada substancia foram divididos entre
os trés experimentos com 5, 5 e 10 amostras cada, aproveitando os resultados das
triplicatas nessa concentragao de cada curva analitica. Foi realizado o calculo do teste
de hipotese, com o teste F de Snedecor e o teste t de Student, para avaliar a
equivaléncia das 20 amostras testadas. Garantindo a equivaléncia dos resultados, foi
realizado o calculo do desvio padrao das concentragdes calculadas pelas equacgdes
das curvas analiticas e, consequentemente, o calculo do limite de decisdo para cada

uma das substancias.

5.3.6 Capacidade de detecgao (CCp)

Foram utilizados os valores de CCa e do desvio padrao das concentragdes
calculadas pelas equacgdes das curvas analiticas, obtidos no topico anterior, para o

calculo do CCp de cada uma das substancias estudadas.

5.3.7 Limite de detecgao (LD)

Foram realizadas analises dos compostos em concentragdes abaixo do ultimo
ponto da curva analitica para verificar até qual delas a relagao sinal / ruido dos
compostos permanecia acima de 3. Foram verificadas as concentragdes de 0,6, 0,5,
0,4,0,3,0,2,0,1 e 0,05 ng g das substancias fortificadas em matriz. Apos esta etapa,
foram verificadas as intensidades relativas de ions e o tempo de retencao relativo para
os compostos nessas concentragdes, confirmando o limite de deteccdo daquela

substancia para a metodologia utilizada.

5.3.8 Limite de quantificagao (LQ)

Foi considerado para o limite de quantificagdo o ponto de 0,5 ng g™ das curvas
analiticas que possuem exatidao e precisao confirmadas e sdo as concentragdes mais
baixas analisadas. Além disso, foi verificado para todos os compostos se nessa

concentracao as relagdes sinal / ruido estavam acima de 10.



6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 METODO ANALITICO INSTRUMENTAL

6.1.1 Otimizacao dos analitos no espectrometro de massas

6.1.1.1 Parametros dependentes do composto

71

A otimizagdo das lactonas macrociclicas, assim como do padrdo interno

utilizado no método, geraram os parametros dependentes do composto apresentados

na Tabela 12. Pode ser observado que a teoria da formacao de aduto de amoénio foi

comprovada pelos precursores e fragmentos achados pelo espectrometro de massas.

Tabela 12 — Otimizacado dos parametros dependentes do composto.

Composto Precursor (Da) | Fragmento (Da) | DP (V) | CE (V) | CXP (V)
Abamectina_1 890,6 305,4 111 42 14
Abamectina_2 890,6 567,4 111 23 16
Abamectina_3 890,6 113,0 111 81 30
Doramectina_1 916,5 331,1 153 35 16
Doramectina_2 916,5 593,4 153 21 24
Doramectina_3 916,5 113,0 153 81

Eprinomectina_1 914,6 186,1 186 24
Eprinomectina_2 914,6 298,3 186 21 14
Eprinomectina_3 914,6 154,0 186 59 10
Ivermectina_1 892,5 307,1 151 37 14
Ivermectina_2 892,5 551,3 151 33 26
Ivermectina_3 892,5 145,2 151 51 8
Moxidectina_1 640,4 528,3 136 14 22
Moxidectina_2 640,4 498,3 136 17 22
Moxidectina_3 640,4 199,0 136 34 14
Ivermectina-d2_1 894,6 309,0 131 37 13
Ivermectina-d2_2 894,6 553,3 131 31 24

DP: Declustering Potential; CE: Collision Energy; CXP: Collision Cell Exit Potential.
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Os compostos com o indicativo de numero 1, sdo os fragmentos que obtiveram
uma maior intensidade de sinal durante a fragmentagdo da molécula, por isso eles
sao utilizados para a quantificagao. Os fragmentos 2 e 3, sao utilizados somente para
confirmacédo do composto, pois os 3 terdo o mesmo tempo de retencdo durante a
cromatografia.

Foi realizada uma analise da estrutura das moléculas para identificar onde a
fragmentagdo ocorreu. A abamectina, doramectina e ivermectina que possuem
estruturas semelhantes, fragmentaram na mesma parte da molécula, diferenciando
somente o grupo presente a direita da molécula, visto na Figura 20. A eprinomectina
teve como fragmento mais intenso o grupo amina a esquerda da molécula, enquanto
que a moxidectina s6 perdeu uma parte do anel de 16 membros, Figuras 21 e 22

respectivamente.

Figura 20 — Fragmentac&o da abamectina, doramectina e ivermectina.
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Figura 21 — Fragmentacao da eprinomectina.
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Figura 22 — Fragmentacdo da moxidectina.
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Fonte: Autoria prépria com utilizagdo do software ChemSketch (2023).

6.1.1.2 Parametros dependentes da fonte de ionizagao

Os resultados da otimizagcdo dos parametros dependentes da fonte de
ionizagao foram obtidos utilizando a abamectina como referéncia, pois foi o composto

qgue obteve a menor intensidade durante a otimizagao anterior. O método final foi
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construido utilizando os resultados da primeira otimizagdo e os apresentados na

Tabela 1

3 da fonte de ionizagéao.

Tabela 13 — Otimizagdo dos parametros dependentes da fonte de ionizagao.

Paréametros Valores otimizados
CUR (Curtain Gas) 20 psi
IS (lonSpray Voltage) 5500 V
TEM (Temperature) 450°C
GS1 (lon Source Gas 1) 50 psi
GS2 (lon Source Gas 2) 45 psi
CAD (Collisionally Activated Dissociation Gas) Medium

6.1.2 De

A
analitos

além da

senvolvimento da corrida cromatografica

condi¢cao cromatografica inicial testada, observada na Figura 23, apresentou
sendo eluidos no inicio da corrida, onde o sistema ainda esta estabilizando,

doramectina e moxidectina estarem coeluidas. Cada cor representa um

fragmento de cada molécula, por isso em um mesmo tempo de retengao, observa-se

trés pico

s com intensidades diferentes.

Figura 23 — Cromatograma do gradiente inicial da corrida cromatografica.

Intensity, cps

1.0e4,

[TWXIC of *MRM (36 pairs): 640.278/628.200 Da ID: Moxidecting_528.2 from Sample 2 (Mix 50 ngimL_01) of 20220218_Lactonas Macro... Max. 1405 cpa
2265
21651
20654
]
19654
i
18654
{ EPR
17654 IVE

1605
1 505:
1 405:
1,355"
1,265:
11651

{
1.0054
2,004 4
B,OM:
7_001:
6004:
5004:
A 0.4;
30841
2.094-:

ABA

5

5.0 55 6.0 6.5




75

Depois das alteragcbes e ajustes necessarios, foi obtido o cromatograma
apresentado na Figura 24. E observado que ao aumentar o tempo de retencdo dos
compostos dentro da coluna cromatografica, a interacdo dos analitos com a fase
estacionaria ocorre de forma mais efetiva, fazendo a separagcdo por completo da

doramectina e moxidectina.

Figura 24 — Cromatograma do gradiente final da corrida cromatografica.
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A Tabela 14 apresenta os tempos de retengao de cada substancia, incluindo o
padrdo interno, presente no cromatograma da Figura 25. E observado que o padréo
interno possui um tempo de retengdo muito similar a ivermectina, uma vez que € a

mesma substancia com dois deutérios, possuindo uma afinidade parecida pela fase

estacionaria.
Tabela 14 — Tempos de retengao durante a corrida cromatografica.
Composto ABA DOR EPR IVE MOX IVE-d2
t, (min) 8,6 9,3 7,8 10,0 9,5 10,0

t,.: Tempo de Retencéo; ABA: Abamectina; DOR: Doramectina; EPR: Eprinomectina; IVE: Ivermectina;
MOX: Moxidectina; IVE-d2: lvermectina-d2.
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Figura 25 — Cromatograma da corrida cromatografica com o padré&o interno.
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E possivel observar que os picos dos cromatogramas das Figuras 24 e 25
possuem uma melhor resolu¢do em relagao ao inicial da Figura 23, ou seja, picos mais
finos que possuem mais pontos de analise na sua extensao. Isso se deve ao calculo
do dwell time realizado para esses compostos. Foi utilizada a Equacéo 1 para cada

composto e esses valores, apresentados na Tabela 15, foram inseridos no método.

Tabela 15 — Dwell time utilizado no método para cada composto.
Composto ABA DOR EPR IVE MOX IVE-d2
Dwell time (ms) 37 27 23 23 44 23
ABA: Abamectina; DOR: Doramectina; EPR: Eprinomectina; IVE: lvermectina; MOX: Moxidectina; IVE-

d2: lvermectina-d2.

Por ultimo, foi adicionado ao método a configuracado da diverter valve para
manter o fluxo da fase mével para o espectrdbmetro de massas na janela do tempo de
retencado dos analitos, e nos outros momentos, para o descarte. O método se inicia
com o fluxo para descarte até o tempo de 7 minutos, entdo é alterado para o
espectrometro de massas, se mantendo nessa configuragcdo até 11 minutos, depois
retorna para o descarte até o fim da corrida cromatografica, ja estando preparado para

o inicio da préxima corrida.
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6.2 VALIDAGCAO DO METODO ANALITICO INSTRUMENTAL

6.2.1 Seletividade

Foi verificado por meio do calculo da intensidade relativa de ions e do tempo
de retencao relativo que o branco 03, adquirido em fornecedores de produtos
organicos, possuia a ivermectina em sua composi¢ao, nao sendo um interferente e,
consequentemente, um resultado negativo para o teste de seletividade. Esse branco
foi excluido dos demais, para a realizagao do teste de seletividade. O cromatograma
da analise do branco 03 com ivermectina esta apresentado na Figura 26 e os
resultados dos calculos na Tabela 16.

Figura 26 — Cromatograma da analise do branco de matriz 03 com ivermectina.
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Foi observada uma intensidade relativa de ions acima de 50% para o sinal
observado nos controles da ivermectina analisados, levando a uma tolerancia maxima
de + 20%. O branco de matriz 03 apresentou uma intensidade relativa de ions de
52,66%, ficando dentro da faixa aceitavel, além disso, o tempo de retencao relativo
também ficou dentro da faixa aceitavel de + 2,5% confirmando que esse pico é da

ivermectina estudada.
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Tabela 16 — Resultado da intensidade relativa de ions e do tempo de retencgao relativo para a

ivermectina no branco de matriz 03.

Amostra t, t, (PI) trr Aguanti Aquaii IR (%)
Controle 1 9,98 9,97 1,00 126000 68900 54,68
Controle 2 9,99 9,98 1,00 150000 97400 64,93
Controle 3 9,98 9,97 1,00 126000 68900 54,68

Média do t,.,. 1,00 Média da IR (%) 58,10
Janela do t,., Lrrag Janela da IR (%) IRy
e 0,98 1,03 IR,, 46,48 69,72

Amostra t, t, (PI) trr Aguont Aquaii IR (%)

Branco 03 9,98 9,98 1,00 6210 3270 52,66

t,: Tempo de retengéo (min); Pl: Padréo Interno; t,.. Tempo de retengao relativo; Ag,qne;: Area do

fragmento de quantificagdo; A4,,q;: Area do fragmento de qualificaggo; IR: Intensidade relativa de ions.

A analise dos 6 brancos restantes para a avaliagao da seletividade resultou no

mesmo perfil de cromatograma, em que era possivel enxergar somente o ruido

inerente a analise. Esse resultado indica que nao existem interferentes nos tempos de

retengao de todos os analitos analisados, mostrando que o método ¢é seletivo. A Figura

27 mostra o cromatograma do branco de matriz 01 analisado no teste de seletividade,

os demais cromatogramas estao apresentados no Apéndice A.

Figura 27 — Cromatograma do branco de matriz 01 para o teste de seletividade.
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6.2.2 Linearidade

O conjunto de dados gerados pelas trés curvas analiticas ndo apresentou
nenhum valor aberrante, comprovado pelo teste de Grubbs, onde nenhum valor de G
calculado ficou acima do valor de G tabelado de 1,155. A Tabela 17 apresenta os
resultados obtidos na curva analitica 1 para a ivermectina, os demais resultados estao

apresentados no Apéndice B.

Tabela 17 — Resultado do teste de Grubbs para a curva analitica 1 da ivermectina.

Curva analitica 1 Vi y s G Ging
0,5ngg”_1 0,34
05ngg’ 2 0,29 0,33 | 3,39e-2 | 0,8225 | 1,1131
0,5ngg’ 3 0,36
1,0ng g’ 1 0,62
1,0ngg’ 2 0,55 0,63 | 8,11e-2 | 1,0385 | 0,9565
10ngg' 3 0,71
1,5ngg’ 1 1,01
1,5ng g 2 0,93 0,92 | 9,95e-2 | 0,9338 | 1,0551
1,5ngg’ 3 0,81
2,0ngg’ 1 1,06
20ngg’ 2 1,10 1,09 3,36e-2 | 0,9251 1,0610
20ngg’ 3 1,12
25ngg’ 1 1,45
25ngg’ 2 1,42 1,45 2,68e-2 | 0,9356 | 1,0539
25ngg’ 3 1,47

y;: Valor da raz&o das areas; y: Média das razdes das areas; s: Desvio padréo das razdes das areas;
Gsyp: G calculado para o valor mais alto para o teste de Grubbs; G;,,: G calculado para o valor mais

baixo para o teste de Grubbs.

Os resultados do teste de Cochran mostraram que o perfil de dispersao do
conjunto de dados de todas as curvas analiticas € homocedastico, uma vez que todos

os C calculados ficaram abaixo do C tabelado de 0,6838. O resultado dos calculos
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obtidos para a curva analitica 1 da ivermectina esta apresentado na Tabela 18 e o

restante dos resultados no Apéndice C.

Tabela 18 — Resultado do teste de Cochran para a curva analitica 1 da ivermectina.

Curva analitica 1 ¥ y s? Z:l 151-2
0,5ngg”_1 0,34
05ngg" 2 0,29 0,33 | 1,15e-3
0,5ngg’ 3 0,36
1,0ng g’ 1 0,62 1,95e-2
1.0ngg’ 2 0,55 0,63 | 6,58¢-3
1,0ngg’ 3 0,71
1,5ngg" 1 1,01
15ngg" 2 0,93 0,92 | 9,90e3 | Cone
1,5ngg’ 3 0,81
2,0ngg’ 1 1,06
20ngg’ 2 1,10 1,09 | 1,13e-3
20ngg’ 3 1,12
25ngg" 1 1,45 05085
25ngg" 2 1,42 1,45 | 7,18e-4
25ngg’' 3 1,47

y;: Valor da razdo das areas; y: Média das razbes das areas; s?: Variancia das razdes das areas;

™, s?: Soma das variancias; C.,,.: C calculado para o teste de Cochran.

A Tabela 19 apresenta a concentragao real do analito em matriz, calculada com
a massa pesada do musculo bovino e o volume pipetado do padrao de concentragéo
conhecida para a curva analitica 1 da ivermectina. Além disso, também séao
apresentados os resultados obtidos dos coeficientes angulares e lineares e dos
coeficientes de correlagdo e determinacdo. Como forma de determinar se a curva
analitica € linear, a Tabela 19 traz o resultado do calculo da estatistica t,, que mostrou
que todas as curvas analiticas analisadas sao lineares, uma vez que o t,. calculado foi
superior do que o tabelado de 2,16 (N = 15) em todos experimentos. Observa-se

também valores de coeficiente de correlacdo e determinagcéo acima de 0,90, o que
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indica uma boa correspondéncia entre o valor de concentragcao calculado pela
equagao da reta e a concentragdo real do analito presente nas amostras, neste caso
avaliada a partir da razdo de areas da resposta analitica da substancia e o padrao
interno, ja que o valor proximo de 1 indica uma correlagao direta entre essas variaveis
no caso do r enquanto que para o r? valores proximos de 1 demonstram a qualidade
do ajuste do modelo matematico considerando que representa a porcentagem de
variacdo da variavel de resposta que € explicada pelo modelo linear. Os demais
resultados descritos estdo presentes no Apéndice D.

Tabela 19 — Resultado do calculo da linearidade para a curva analitica 1 da ivermectina.

Curva analitica 1 Xr Vi a
0,5ngg’ 1 0,48 0,34
0,5586
0,5ngg’ 2 0,48 0,29
0,5ngg’ 3 0,48 0,36 b
1,0ngg’ 1 0,97 0,62
0,0799
1,0ngg’ 2 0,97 0,55
10ngg' 3 0,97 0,71 yi=axx;+b
1,5ngg’ 1 1,40 1,01
yVi = 0,56xi + 0,08
1,5ngg’ 2 1,40 0,93
1,5ngg"’ 3 1,40 0,81 r
2,0ng g’ 1 1,95 1,06
99 - 0,9846
20ngg’ 2 1,95 1,10
20ngg’ 3 1,95 1,12 r?
2,5ngg’ 1 2,40 1,45
0,9693
25ngg’ 2 2,40 1,42
25ngg’ 3 2,40 1,47 t,
. . Xr Y
Médias globais 20,28
1,44 0,88

Xz: Concentragdo média de fortificagéo para cada nivel de concentragdo (ng g'); y;: Valor da raz&o das
areas; x;: Concentragdo calculada pela equagdo da curva analitica (ng g'); X: Média global das
concentragdes de fortificagdo (ng g'); Y: Média global das razdes de area; a: Coeficiente angular; b:
Coeficiente linear; r: Coeficiente de correlagéo; r2: Coeficiente de determinagao; t,: Estatistica t,
calculada.
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O método analitico instrumental se mostrou linear com o coeficiente de
correlacao variando de 0,9524 a 0,9943 e o coeficiente de determinagao variando de
0,9071 a 0,9886. Além disso, o valor de t, calculado mais baixo foi 11,27, bem acima

do tabelado de 2,16, comprovando a linearidade.

6.2.3 Exatidao / Recuperagao

Os resultados dos calculos das recuperagdes aparentes de cada nivel de

concentragdo para a curva analitica 1 da ivermectina estdo apresentados na Tabela
20. O restante dos resultados se encontra no Apéndice E.

Tabela 20 — Resultado do calculo da recuperacéo aparente para a curva analitica 1 da ivermectina.

C.A. 1 Xp X; X Janela de tolerancia R (%)
0,5_1 0,47
R ¥<1ngg’
0,5_2 0,48 0,38 0,45 94,47
= 50 a 120%
0,53 0,50
1,0_1 0,97
_— | x<1ngg"’
1,0_2 0,97 0,84 0,98 101,17
50 a 120%
1,0_3 1,13
1,5 1 1,67 1 1 10 1
e — n Ty < n -
1,5 2 1,40 1,52 1,50 99 99 106,84
70 a 110%
1,593 1,31
2,0_1 1,75 1 1 10 1
— n T<x < n -
20 2 1,95 1,82 1,81 99 99 92,97
70 a 110%
2,0_3 1,87
2,5 1 2,46 1 1 10 1
— n T<x < n -
25 2 2,40 2,40 2,45 99 99 102,35
70 a 110%
25 3 2,50

C.A.: Curva analitica (ng g™'); x: Concentragdo média de fortificagdo para cada nivel de concentragio
(ng g); x;: Concentragio calculada pela equagéo da curva analitica (ng g"); x: Concentragdo média
calculada pela equagdo da curva analitica para cada nivel de concentragdo (ng g'); R(%):

Recuperacéo aparente para um nivel de concentracdo em porcentagem.
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E possivel observar que a recuperagdo obtida em todos os niveis de
concentragédo dos experimentos ficou dentro da janela de tolerancia de acordo com a
sua respectiva concentragao (Tabela 20). Dessa forma o método analitico se mostra

exato, com valores de recuperacéao variando de 84,28% a 118,52%.

6.2.4 Precisao

6.2.4.1 Repetibilidade

A Tabela 21 apresenta os resultados dos desvios padrdes relativos para todos
0s niveis de concentragdo da curva analitica 1 da ivermectina. Pode ser observado
que esses valores e das outras curvas analiticas e substancias, presentes no
Apéndice F, sdo menores que os limites maximos, variando de 0,17% a 21,66%,

comprovando a precisdo intra-ensaio do método analitico.

Tabela 21 — Resultado do calculo do desvio padrao relativo para a repetibilidade para a curva

analitica 1 da ivermectina.

CA. 1 X X s DPR(%) Limites maximos
0,5 1 0,47
x<1ngg’
0,5 2 0,38 0,45 6,06e-2 13,50
23,3%
0,53 0,50
1,0_1 0,07
x<1ngg’
1,0 2 0,84 0,98 1,45e-1 14,81
23,3%
1,0 3 1,13
1,5_1 1,67 1 < 10maa
ngg'<sx<10ngg
1,5 2 1,52 1,50 1,78e-1 11,87 99 99
20,0%
1,5 3 1,31
2,0 1 1,75 1 < 10maa
ngg'<x<10ngg
2,0 2 1,82 1,81 6,02e-2 3,32 99 99
20,0%
2,0 3 1,87
2,5 1 2,46 1 < 10maa
ngg'<x<10ngg
25 2 2,40 2,45 4,80e-2 1,96 99 99

20,0%

25 3 2,50
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C.A.: Curva analitica (ng g"); x;: Concentragdo calculada pela equagdo da curva analitica (ng g™'); x:
Concentragéo média calculada pela equagao da curva analitica para cada nivel de concentragao (ng
g™); s;: Desvio padréo das concentragdes calculadas pela equagéo da curva analitica para cada nivel

de concentracdo; DPR(%): Desvio padrao relativo para um nivel de concentracdo em porcentagem.

6.2.4.2 Precisao intermediaria

Foi realizado o calculo para avaliar a relacdo das variancias entre as curvas
analiticas 1-2,1-3 e 2 -3 com o teste F de Snedecor. O F tabelado com o nivel de
confianga de 95% corrigido pela equacao de Bonferroni para os testes em triplicata foi
de 57,99. As Tabelas 22, 23 e 24 apresentam os resultados dos calculos para as
curvas analiticas da ivermectina que apresentam todas um perfil homogéneo. Os
demais calculos estdo no Apéndice G e é possivel observar que somente dois niveis
de concentracao da moxidectina apresentaram um perfil heterogéneo e o calculo para

o teste t de Student foi realizado de forma diferente.

Tabela 22 — Avaliagao da equivaléncia dos dados obtidos nas curvas analiticas 1 e 2 da ivermectina.

Nivel de Curva analitica 1 Curva analitica 2

concentragéo X s? X s?
0,5ng g’ 0,45 3,68e-3 0,41 3,35e-3
1,0 ng g™ 0,98 2,11e-2 0,98 4,74e-3
1,5ng g™’ 1,50 3,17e-2 1,54 4,54e-2
2,0ng g™’ 1,81 3,63e-3 1,85 9,96e-3
2,5ngg™’ 2,45 2,30e-3 2,29 1,88e-2

Teste F de Snedecor Teste t de Student
Fiap F.aic Resultado v tean tealc Resultado
57,99 1,10 Homogéneo 4 3,94 0,72 Equivalente
57,99 445 Homogéneo 4 3,94 0,03 Equivalente
57,99 1,43 Homogéneo 4 3,94 0,27 Equivalente
57,99 2,75 Homogéneo 4 3,94 0,47 Equivalente
57,99 8,15 Homogéneo 4 3,94 1,91 Equivalente

x: Concentragdo média calculada pela equagéao da curva analitica para cada nivel de concentragao (ng
g™); s%: Variancia das concentragdes calculadas pela equagdo da curva analitica para cada nivel de

concentragao; F,,,: F tabelado para o teste F de Snedecor; F,,.: F calculado para o teste F de
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Snedecor; v: Graus de liberdade para o teste t de Student; t,,,: t tabelado para o teste t de Student;

tcqic: t calculado para o teste t de Student.

Tabela 23 — Avaliacao da equivaléncia dos dados obtidos nas curvas analiticas 1 e 3 da ivermectina.

Nivel de Curva analitica 1 Curva analitica 3

concentragéo X s? X s?
0,5ng g’ 0,45 3,68e-3 0,46 4,81e-3
1,0 ng g™ 0,98 2,11e-2 0,92 4,79e-4
1,5ngg” 1,50 3,17e-2 1,50 | 5,66e-2
2,0ng g™’ 1,81 3,63e-3 1,84 7,64e-3
25ngg" 2,45 2,30e-3 2,30 | 4,53e-2

Teste F de Snedecor Teste t de Student
Fiap F.aic Resultado v tean tealc Resultado
57,99 1,31 Homogéneo 4 3,94 0,11 Equivalente
57,99 44,01 | Homogéneo 4 3,94 0,69 | Equivalente
57,99 1,78 Homogéneo 4 3,94 0,01 Equivalente
57,99 2,11 Homogéneo 4 3,94 0,36 Equivalente
57,99 19,68 | Homogéneo 4 3,94 1,20 | Equivalente

x: Concentragdo média calculada pela equagéao da curva analitica para cada nivel de concentragao (ng
g™); s%: Variancia das concentragdes calculadas pela equagdo da curva analitica para cada nivel de
concentragao; F,,,: F tabelado para o teste F de Snedecor; F,,.: F calculado para o teste F de
Snedecor; v: Graus de liberdade para o teste t de Student; t,,;,: t tabelado para o teste t de Student;

tcaic: t calculado para o teste t de Student.

As Tabelas 22, 23 e 24 também apresentam os resultados do teste t de Student
para as curvas analiticas da ivermectina, o restante encontra-se no Apéndice G. Para
os niveis de concentracdo com uma relagcdo homogénea entre as variancias, o numero
de graus de liberdade foram 4 e o t calculado ficou em 3,94. Para o perfil heterogéneo,
o calculo do numero de graus de liberdade gerou um resultado de 2 e o t calculado no
valor de 7,58. Apesar dos resultados mostrarem diferente perfis para as variancias
dos niveis de concentracao, o resultado do teste t de Student mostrou que todos os
experimentos sao equivalentes com o t calculado sendo um numero inferior ao t

tabelado.
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Tabela 24 — Avaliagao da equivaléncia dos dados obtidos nas curvas analiticas 2 e 3 da ivermectina.

Nivel de Curva analitica 2 Curva analitica 3

concentragéo X s? X s?
0,5ng g’ 0,41 3,35e-3 0,46 4,81e-3
1,0 ng g™ 0,98 4,74e-3 0,92 4,79e-4
1,5ng g™’ 1,54 4,54e-2 1,50 5,66e-2
2,0ng g™’ 1,85 9,96e-3 1,84 7,64e-3
25ngg" 2,29 1,88e-2 2,30 | 4,53e-2

Teste F de Snedecor Teste t de Student
Frap F.aic Resultado v tean tealc Resultado
57,99 1,44 | Homogéneo 4 3,94 0,78 | Equivalente
57,99 9,89 | Homogéneo 4 3,94 1,46 | Equivalente
57,99 1,24 | Homogéneo 4 3,94 0,24 | Equivalente
57,99 1,30 | Homogéneo 4 3,94 0,13 | Equivalente
57,99 2,41 Homogéneo 4 3,94 0,06 | Equivalente

x: Concentragao média calculada pela equagéo da curva analitica para cada nivel de concentragéo (ng
g™); s%: Variancia das concentragdes calculadas pela equagdo da curva analitica para cada nivel de
concentragao; F,,,: F tabelado para o teste F de Snedecor; F,,.: F calculado para o teste F de
Snedecor; v: Graus de liberdade para o teste t de Student; t,,;,: t tabelado para o teste t de Student;

tcaic: t calculado para o teste t de Student.

Com isso, foi realizado o calculo do desvio padréao relativo para cada nivel de
concentracdo com os trés experimentos juntos para avaliar a precisdo intermediaria
do método. Os valores foram comparados com o limite maximo definido pela comissao
europeia, e adotado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento,
dependendo da faixa de concentracéo e todos os desvios padrdes relativos ficaram
abaixo dos limites maximos. Os resultados variaram entre 4,05% e 19,08%
comprovando a reprodutibilidade intralaboratorial do método. Os resultados obtidos
para a ivermectina estao apresentados na Tabela 25 e para os demais compostos no

Apéndice H.
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Tabela 25 — Resultado do célculo do desvio padrao relativo para a precisédo intermediaria da

ivermectina.

Limites

N.C. X1 Xy X3 X s DPR (%) o
maximos
0,5 1 0,47 0,48 0,47
x<1ngg’

0,5 2 0,38 0,36 0,52 0,44 5,76e-2 13,12

35,0%
0,5 3 0,50 0,40 0,38
1,0_1 0,97 1,05 0,93

x<1ngg’

1,0 2 0,84 0,99 0,94 0,96 8,64e-2 8,98

35,0%
1,0_3 1,13 0,91 0,90
1,5 1 1,67 1,30 1,35 1ngg'<x
1,5 2 1,52 1,67 1,38 1,51 1,84e-1 12,16 <10 ngg’
1,5 3 1,31 1,67 1,77 30,0%
2,0 1 1,75 1,80 1,75 1ngg'<x
2,0 2 1,82 1,77 1,85 1,83 7,42e-2 4,05 <10ng g’
2,0 3 1,87 1,96 1,92 30,0%
2,5 1 2,46 2,25 2,09 1ngg'<x
25 2 2,40 2,45 2,29 2,35 1,51e-1 6,41 <10ngg’
25 3 2,50 2,18 2,52 30,0%

N.C.: Nivel de concentragdo (ng g); x;: Concentrag&o calculada pela equagdo da curva analitica (ng
g™); x: Concentragdo média calculada pela equagéo da curva analitica para cada nivel de concentragio
(ng g™); s: Desvio padréo das concentragdes calculadas pela equag&o da curva analitica para cada
nivel de concentracdo; DPR(%): Desvio padrdo relativo para um nivel de concentragdo em

porcentagem.

6.2.5 Limite de decisao (CCa)

Foi avaliada a equivaléncia dos resultados obtidos dos 20 brancos fortificados
a 1 ng g para as cinco lactonas macrociclicas utilizando o teste de hipétese com o
teste F de Snedecor e o teste t de Student. Os resultados obtidos para a ivermectina
estao apresentados na Tabela 26 e o restante no Apéndice |. Pode ser observado que
todos os resultados mostraram equivaléncia entre analistas e dias diferentes de
analise e foi possivel dar continuidade no calculo do limite de decisédo e da capacidade

de deteccéo.
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Tabela 26 — Resultado do teste de hipétese para o céalculo do CCa e CCp da ivermectina.

n, =5 7 Curva analitica 1 Curva analitica 2
1,0_1 0,97 x 52 x 5-
1,0_2 0,84 0,93 1,67e-2 0,92 1,29e-2
1,0_3 1,13 Teste F de Snedecor
CCa_1 0,81 Fiap F.oic Resultado
CCa 2 0,87 11,96 1,30 Homogéneo
n, =5 X Teste t de Student
1,0_1 1,05 v trap teale Resultado
1,0_1 0,99 8 3,00 0,10 Equivalente
1,03 0,91 Curva analitica 1 Curva analitica 3
CCa_1 0,89 X s? X s?
CCa_2 0,75 0,93 1,67e-2 0,94 1,75e-2
ny =10 X3 Teste F de Snedecor
1,0_1 0,93 Frap F.aic Resultado
1,0 2 0,94 5,40 1,35 Homogéneo
1,0 3 0,90 Teste t de Student
CCa_1 0,94 v trap teale Resultado
CCa_2 1,06 13 2,74 0,18 Equivalente
CCo_3 0,90 Curva analitica 2 Curva analitica 3
CCoa_4 0,95 X s? X s?
CCa_5 1,11 0,92 1,29e-2 0,94 1,75e-2
CCo_6 0,62 Teste F de Snedecor
CCa_7 1,03 Frap Feaic Resultado
5,40 1,35 Homogéneo
Teste t de Student
v trap teale Resultado
13 2,74 0,30 Equivalente

n;: Numero de replicatas em cada experimento; x;: Concentragao calculada pela equagéo da curva

analitica (ng g™'); x: Concentragdo média calculada pela equacgéo da curva analitica para cada nivel de

concentracgéo (ng g™'); s?: Variancia das concentragées calculadas pela equagio da curva analitica para

cada nivel de concentragao; F,,;,: F tabelado para o teste F de Snedecor; F,,;.: F calculado para o teste
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F de Snedecor; v: Graus de liberdade para o teste t de Student; t,,,: t tabelado para o teste t de Student;

t.qic- t calculado para o teste t de Student.

O resultado dos calculos dos limites de decisao (CCa) para as cincos lactonas
macrociclicas estdo apresentados na Tabela 27. E possivel observar que todos est&o
proximos do limite maximo de residuo que € o esperado. Esse é o valor de
concentracao limite para que se possa confirmar que a substancia esta presente
acima dos limites definidos pela ANVISA, ou seja, que a amostra € nao conforme.
Esses limites proximos do LMR diminuem o risco de possuir um falso positivo, onde
poderia achar que a substancia estda com uma concentracdo acima dos limites

permitidos, mas na verdade esta dentro da legislagéo.

Tabela 27 — Resultado dos calculos dos limites de decisdo (CCa) para as lactonas macrociclicas.

Composto LMR CCa
Abamectina 20 20,205
Doramectina 10 10,197

Eprinomectina 100 100,228

Ivermectina 30 30,198

Moxidectina 20 20,201

LMR: Limite Maximo de Residuo (ng g'); CCa.: Limite de decis&o (ng g™).

6.2.6 Capacidade de deteccao (CCpB)

Com a equivaléncia dos dados ja validados com o teste de hipotese do topico
anterior, foram realizados os calculos das capacidades de decisao com os valores dos
limites de decisao e o desvio padrao das concentragdes calculadas pelas equagdes
das curvas analiticas dos 20 brancos fortificados com 1 ng g*' de cada sustancia. Os
resultados apresentados na Tabela 28 mostram novamente valores muito proximos
do LMR, onde é possivel, a partir deles, quantificar as substancias que estdo em
concentragdes irregulares nas amostras. Esses valores proximos do LMR diminuem

também o risco de se obter um resultado falso positivo.
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Tabela 28 — Resultado dos calculos das capacidades de detecgéo (CCp) para as lactonas

macrociclicas.

Composto LMR CCp
Abamectina 20 20,409
Doramectina 10 10,395

Eprinomectina 100 100,456

Ivermectina 30 30,396

Moxidectina 20 20,402

LMR: Limite Maximo de Residuo (ng g'); CCB: Capacidade de detecgéo (ng g™').

Um estudo que utilizou a mesma matriz utilizada na dissertagéo, realizou um
desenvolvimento de método multiclasse com as lactonas macrociclicas incluidas e
encontrou limites de decisao e capacidades de detecgcdo para a abamectina de 23 e
26 ng g', para a doramectina de 44 e 48 ng g, para a eprinomectina de 52 e 54 ng
g, para a ivermectina de 22 e 25 ng g' e para a moxidectina de 22 e 25 ng g’
(RIZZETTI, 2017). Os limites maximos de residuos utilizados nesse estudo foram
diferentes dos adotados atualmente pela ANIVSA, porém, é possivel observar que a
diferenga do LMR para o CCa e CCp sdo maiores que os encontrados na presente
dissertacao, o que leva a uma maior probabilidade de se encontrar um falso negativo

na analise.

6.2.7 Limite de detecc¢ao (LD)

Todos os compostos analisados apresentaram uma relagao sinal / ruido acima
de 3 para a menor concentragédo testada de 0,05 ng g fortificada em matriz e
analisada apds a metodologia de extracdo. A Figura 28 apresenta o cromatograma da
ivermectina com a relagao sinal / ruido e o restante se encontram no Apéndice J. A
Tabela 29 mostra um resumo dos valores das relagées sinal / ruido para todas

lactonas macrociclicas analisadas.
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Figura 28 — Cromatograma da ivermectina em 0,05 ng g™' para avaliagio do limite de detecgao.
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826 9.99
800

750
700
650
600
550

500 S/N =59

450 Peak Int.(Subt.)=7.6e+2

Intensity, cps
a
8

Ymax=1.3e+2 cps Ymin=0.0e+0 cps

Time, min

Tabela 29 — Resultado das relagées sinal / ruido para as lactonas macrociclicas em 0,05 ng g™
Composto ABA DOR EPR IVE MOX
S/N 7,0 7,0 21,8 59 8,6
ABA: Abamectina; DOR: Doramectina; EPR: Eprinomectina; IVE: lvermectina; MOX: Moxidectina; S/N:

Relacao sinal / ruido.

Para confirmar se essa concentragdo pode ser considerada o limite de
deteccao, foram realizados os calculos da intensidade relativa de ions e do tempo de
retencgao relativo. A Tabela 30 apresenta os resultados desses calculos e € observado
que somente a eprinomectina ndo atende os critérios estabelecidos e o0 seu limite de
deteccdo néo pode ser considerado 0,05 ng g™'. Foram realizados os calculos para a
concentragéo superior testada de 0,1 ng g' e os resultados foram satisfatorios.

Dessa forma, o limite de detecgdo do método analitico para a abamectina,
doramectina, ivermectina e moxidectina fica definido em 0,05 ng g’ e o limite de

deteccdo para a eprinomectina em 0,1 ng g™'.
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Tabela 30 — Resultado das intensidades relativas de ions e do tempo de retencéo relativo para o

limite de deteccgao.

Janela do t,., Janela da IR
Composto trr IR (%)

Lrrp, Lrry IR, 108
Abamectina_0,05 ng g™ 0,84 0,88 0,86 58,23 | 87,34 | 86,99
Doramectina_0,05 ng g™ 0,91 0,95 0,93 68,26 | 102,39 | 80,82
Eprinomectina_0,05 ng g™’ 0,76 0,80 0,79 11,68 | 21,70 | 22,76
Eprinomectina_0,1 ng g 0,76 0,80 0,79 11,68 | 21,70 | 14,67
Ivermectina_0,05 ng g 0,98 1,03 1,00 53,58 | 80,38 | 73,22
Moxidectina_0,05 ng g™ 0,93 0,97 0,95 | 40,57 | 60,86 | 44,83

t..- Tempo de retencao relativo; IR: Intensidade relativa de ions.

6.2.8 Limite de quantificacao (LQ)

Os limites de quantificagdo de 0,5 ng g preestabelecidos pelo valor inferior

das curvas analiticas foram confirmados pela relagdo sinal / ruido acima de 10 em

todos os compostos, como pode ser observado na Figura 29 para a ivermectina e no

Apéndice K para os demais. A Tabela 31 apresenta o valor da relagéo sinal / ruido de

todas as substancias. Sendo assim, sabendo que todos apresentam exatidao e

precisdo nessas concentracdes, os limites de quantificagdo para abamectina,

doramectina, eprinomectina, ivermectina e moxidectina sdo de 0,5 ng g.

Tabela 31 - Resultado das relagdes sinal / ruido para as lactonas macrociclicas em 0,5 ng g™'.

Composto

ABA

DOR

EPR

IVE

MOX

S/N

57,1

37,3

150,2

47,0

83,8

ABA: Abamectina; DOR: Doramectina; EPR: Eprinomectina; IVE: lvermectina; MOX: Moxidectina; S/N:

Relagao sinal / ruido.
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Figura 29 — Cromatograma da ivermectina em 0,5 ng g™! para avaliagéo do limite de quantificagéo.
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Em comparacio, publicacbes de estudos com lactonas macrociclicas para
analise em solos apresentaram limites de detecgdo de 0,05 ng g' para as cinco
substancias e limite de quantificagdo de 0,1 ng g' para todas, menos a eprinomectina
que ficou com 0,2 ng g, levando em considerando somente a avaliagdo classica com
a relagéo sinal / ruido (FERREIRA, 2016). Os limites encontrados foram muito
proximos em ambos os estudos, mostrando um padrao e nivel que pode ser alcangado
com esse tipo de substancia.

Outro estudo com a analise das lactonas macrociclicas em leite levou a limites
de detecgéo variando de 0,16 ng g' a 0,32 ng g e limites de quantificagdo variando
de 0,18 ng g a 0,93 ng g para a ionizagdo dos analitos no modo positivo, limites

superiores aos encontrados (DURDEN, 2006).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Com os resultados apresentados na presente dissertagdo de mestrado para o
desenvolvimento de método analitico para quantificacdo de lactonas macrociclicas em
musculo bovino por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas (LC-MS/MS), é possivel confirmar que o método foi validado atendendo a
critérios estatisticos rigorosos e cientificamente aprovados, que sdo adotados como
parametros em protocolos de regulamentadores nacionais, como o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e internacionais, como a Comissao
Europeia.

A metodologia de extragao liquido-liquido QUEChERS se mostrou eficiente na
recuperacdo dos analitos apds a extragdo, assim como, na limpeza da amostra,
trazendo mais sensibilidade ao método com a redugao de ruidos inerentes a analise.
A diminuicdo de materiais e reagentes, assim como o tempo de preparo, que a
metodologia proporciona também resulta em um impacto financeiro positivo e torna o
meétodo mais sustentavel em termos de geracao de residuos da extragao.

Os equipamentos de anadlise instrumental escolhidos para o método,
cromatografo liquido de alta eficiéncia 1260 Infinity da Agilent e o espectrdmetro de
massas QTRAP 5500 da Sciex, apresentaram uma sensibilidade que permite atender
com facilidade os limites definidos pela ANVISA para o grupo de substancias escopo
da analise, tornando o método muito mais eficiente e seletivo com a separagao
cromatografica e analise pelas massas.

O método desenvolvido comprovou ser seletivo, linear (r = 0,9524 a 0,9943; r?
= 0,9071 a 0,9886), exato (recuperagdo de 84,28% a 118,52%) e preciso
(repetibilidade: coeficiente de variagéo de 0,17% a 21,66%; preciséao intermediaria:
coeficiente de variagédo de 4,05% a 19,08%) e foi validado com limite de decisao (CCa.)
e capacidade de detecgéo (CCPB) de 20,205 e 20,409 ng g™' para a abamectina, 10,197
e 10,395 ng g™! para a doramectina, 100,228 e 100,456 ng g’ para a eprinomectina,
30,198 e 30,396 ng g' para a ivermectina e 20,201 e 20,402 ng g-! para a moxidectina,
respectivamente.

O método apresentou um limite de quantificagdo (LQ) de 0,5 ng g para as
cinco lactonas macrociclicas e o limite de detecgdo (LD) de 0,05 ng g™ para todas

substancias, menos a eprinomectina que foi 0,1 ng g™!, atendendo com uma margem
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de seguranca consideravel os limites definidos pelos 6rgdos governamentais. Além
de cumprir o atendimento do LMR para as lactonas macrociclicas, foi desenvolvido
um método que é possivel ser empregado em analises de produtos cujo uso desses
medicamentos veterinarios ndao € permitido, abrindo uma nova vertente de
contribuigdo com o processo de certificagdo de produtos organicos.

Em 2021, a Comissao Europeia langcou uma atualizagao do documento 657 de
2002, o Regulamento de Execugao (UE) 2021/810 da Comissao de 22 de margo de
2021, que trouxe algumas definicbes e valores de parametros atualizados. A norma
apresenta um prazo de adogao para os laboratorios da comunidade europeia até 10
de junho de 2026. O MAPA ainda nao publicou nenhuma atualizacao dos seus
documentos a partir dessa atualizagao da norma europeia, o Manual de Garantia da
Qualidade Analitica adotado pela rede de laboratérios oficiais e credenciados do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, continua baseado e
apresentando os critérios de aceitagdo da 657. Foi feita uma analise critica interna do
documento e verificou-se que para os critérios de exatidao e precisdo os limites de
aceitacdo que passam a vigorar tiveram suas faixas aumentadas e a principal
mudanga veio na adogao dos parametros de CCa e CCp, que passaram a ser limites
especificos para métodos de confirmagéao e triagem, respectivamente. Os resultados
obtidos no estudo desenvolvido e descrito nesta dissertacdo continuam atendendo
aos critérios atualizados trazidos pelo Regulamento de Execugao (UE) 2021/810 da

Comisséao de 22 de margo de 2021.
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APENDICE A - CROMATOGRAMAS DOS BRANCOS DE MATRIZ PARA O TESTE

DE SELETIVIDADE

[1] Branco de matriz 01.
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[2] Branco de matriz 02.
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[3] Branco de matriz 04.
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[5] Branco de matriz 06.

Infensity, cps
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w XIC of +MRM (20 pairs): 640.400/528.300 Da 1D: Moxidectina_528.3 from Sample 6 (Branco de malriz_06) of Teste seletividade_Que.., Max. 250.0 cps|
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[6] Branco de matriz 07.
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W Xico of #MRM (20 pairs): 640.400/528.300 Da ID: Moxidectina_528.3 from Sample 7 (Branco de matriz_07) of Teste seletividade_Que.., Max. 136,0 cps|
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APENDICE H - RESULTADOS DO TESTE DE PRECISAO INTERMEDIARIA PARA
A PRECISAO

[1] Abamectina.

Limites

N.C. X1 Xy X3 X s DPR (%) o
maximos
0,5 1 0,48 0,56 0,48
x<1ngg’

05 2 0,35 0,39 0,56 0,47 7,33e-2 15,54

35,0%
053 0,46 0,42 0,54
1,0_1 0,87 0,86 0,89

x<1ngg’

1,0 2 0,92 0,94 0,94 0,93 8,30e-2 8,94

35,0%
1,0_3 1,13 0,96 0,86
1,5_1 1,66 1,56 1,29 1ngg'<x
1,5 2 1,56 1,60 1,35 1,48 1,50e-1 10,17 <10ng g’
1,5 3 1,26 1,41 1,62 30,0%
201 | 216 | 1,81 1,74 1ngg'<#
2,0 2 1,80 2,01 1,79 1,88 1,31e-1 6,97 <10ng g™
2,0 3 1,85 1,89 1,86 30,0%
251 | 232 | 236 | 2,21 1ngg'<#
25 2 2,12 2,44 2,32 2,34 2,04e-1 8,72 <10ng g™
25 3 2,65 2,04 2,60 30,0%

N.C.: Nivel de concentragdo (ng g); x;: Concentrag&o calculada pela equagdo da curva analitica (ng
g™); x: Concentragdo média calculada pela equagéo da curva analitica para cada nivel de concentragdo
(ng g"); s: Desvio padrdo das concentragdes calculadas pela equag&o da curva analitica para cada
nivel de concentracdo; DPR(%): Desvio padrdo relativo para um nivel de concentragdo em

porcentagem.
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[2] Doramectina.

Limites

N.C. X1 X, X3 X s DPR (%) .
maximos
0,5 1 0,49 0,49 0,45
¥x<1ngg’

0,5 2 0,42 0,51 0,49 0,47 4,15e-2 8,91

35,0%
0,5 3 0,45 0,39 0,50
1,0_1 0,96 0,82 0,91

x<1ngg’

1,0 2 0,86 0,99 1,00 0,96 1,06e-1 11,07

35,0%
1,0_3 1,18 0,99 0,89
151 | 155 | 150 | 1,37 1ngg' <%
1,5 2 1,45 1,54 1,31 1,43 1,26e-1 8,79 <10ng g™
1,5 3 1,16 1,50 1,49 30,0%
201 | 207 | 1,79 | 1,85 1ngg'<x
2,0 2 1,79 1,61 1,90 1,87 1,49e-1 7,96 <10ng g™
2,0 3 1,93 2,10 1,84 30,0%
251 | 251 | 258 | 2,16 1ngg'<#
25 2 2,08 2,32 2,45 2,34 2,11e-1 9,03 <10ng g™
2,5 3 2,59 2,03 2,32 30,0%

N.C.: Nivel de concentragdo (ng g); x;: Concentrag&o calculada pela equagdo da curva analitica (ng
g™); x: Concentragdo média calculada pela equagéo da curva analitica para cada nivel de concentragdo
(ng g"); s: Desvio padréo das concentragdes calculadas pela equag&o da curva analitica para cada
nivel de concentracdo; DPR(%): Desvio padrdo relativo para um nivel de concentragdo em

porcentagem.
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[3] Eprinomectina.

Limites

N.C. X1 X, X3 X s DPR (%) .
maximos
0,5 1 0,60 0,42 0,46
¥x<1ngg’

0,5 2 0,48 0,36 0,67 0,51 9,64e-2 19,08

35,0%
0,5 3 0,52 0,48 0,57
1,0_1 0,91 0,83 0,84

x<1ngg’

1,0 2 0,92 0,95 1,01 0,96 1,21e-1 12,61

35,0%
1,0_3 1,08 1,20 0,87
151 | 1,21 | 1,38 | 1,35 1ngg' <%
1,5 2 1,32 1,33 1,46 1,42 1,51e-1 10,60 <10ng g™
1,5 3 1,48 1,73 1,53 30,0%
201 | 1,76 | 1,88 | 1,24 1ngg'<#
2,0 2 2,07 1,86 1,66 1,77 2,41e-1 13,66 <10ng g™
2,0 3 1,68 2,01 1,75 30,0%
251 | 2,77 | 242 | 2,37 1ngg'<#
25 2 2,06 1,92 2,60 2,44 2,89e-1 11,84 <10ng g™
25 3 2,70 2,46 2,64 30,0%

N.C.: Nivel de concentragdo (ng g); x;: Concentrag&o calculada pela equagdo da curva analitica (ng
g™); x: Concentragdo média calculada pela equagéo da curva analitica para cada nivel de concentragio
(ng g"); s: Desvio padréo das concentragdes calculadas pela equag&o da curva analitica para cada
nivel de concentracdo; DPR(%): Desvio padrdo relativo para um nivel de concentragdo em

porcentagem.
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[4] Ivermectina.

Limites

N.C. X1 X, X3 X s DPR (%) o
maximos
0,5 1 0,47 0,48 0,47
x<1ngg’

0,5 2 0,38 0,36 0,52 0,44 5,76e-2 13,12

35,0%
0,5 3 0,50 0,40 0,38
1,0_1 0,97 1,05 0,93

x<1ngg’

1,0 2 0,84 0,99 0,94 0,96 8,64e-2 8,98

35,0%
1,0_3 1,13 0,91 0,90
151 | 1,67 | 1,30 | 1,35 1ngg' <%
1,5 2 1,52 1,67 1,38 1,51 1,84e-1 12,16 <10 ng g’
1,5 3 1,31 1,67 1,77 30,0%
201 | 1,75 | 1,80 | 1,75 1ngg'<#
2,0 2 1,82 1,77 1,85 1,83 7,42e-2 4,05 <10ngg’
2,0 3 1,87 1,96 1,92 30,0%
251 | 2,46 | 225 | 2,09 1ngg'<#
25 2 2,40 2,45 2,29 2,35 1,51e-1 6,41 <10 ng g’
2,5 3 2,50 2,18 2,52 30,0%

N.C.: Nivel de concentragdo (ng g); x;: Concentrag&o calculada pela equagdo da curva analitica (ng
g™); x: Concentragdo média calculada pela equagéo da curva analitica para cada nivel de concentragdo
(ng g"); s: Desvio padréo das concentragdes calculadas pela equag&o da curva analitica para cada
nivel de concentracdo; DPR(%): Desvio padrdo relativo para um nivel de concentracdo em

porcentagem.
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[5] Moxidectina.

Limites

N.C. X1 X, X3 X s DPR (%) .
maximos
0,5 1 0,49 0,55 0,46
¥x<1ngg’

0,5 2 0,39 0,43 0,51 0,49 8,26e-2 16,87

35,0%
0,5 3 0,45 0,67 0,45
1,0_1 0,94 0,89 0,96

x<1ngg’

1,0 2 0,82 0,89 0,85 0,91 9,22e-2 10,12

35,0%
1,0_3 1,12 0,89 0,82
1,51 | 1,47 | 1,31 1,44 1ngg' <%
1,5 2 1,54 1,43 1,22 1,41 1,59e-1 11,34 <10ng g™
1,5 3 1,15 1,41 1,67 30,0%
201 | 232 | 167 | 1,82 1ngg'<#
2,0 2 1,82 1,56 1,78 1,85 2,12e-1 11,48 <10ng g™
2,0 3 1,80 1,91 1,96 30,0%
251 | 242 | 251 | 1,91 1ngg'<#
25 2 2,07 2,71 2,45 2,33 2,56e-1 11,01 <10ng g™
25 3 2,43 2,06 2,40 30,0%

N.C.: Nivel de concentragdo (ng g); x;: Concentrag&o calculada pela equagdo da curva analitica (ng
g™); x: Concentragdo média calculada pela equagéo da curva analitica para cada nivel de concentragdo
(ng g"); s: Desvio padréo das concentragdes calculadas pela equag&o da curva analitica para cada
nivel de concentracdo; DPR(%): Desvio padrdo relativo para um nivel de concentragdo em

porcentagem.
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APENDICE J - CROMATOGRAMAS DAS LACTONAS MACROCICLICAS PARA
AVALIAGAO DO LIMITE DE DETECGAO

[1] Abamectina.

WXIC of +MRM (20 pairs): 890.600/305.400 Da ID: Abamectina_305.4 from Sample 1 (0.05 ng-g) of Avaliacao CCa, CCB e LD_Concent... Max. 405.0 cps

intenstty, cps
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Peak Int.(Subt.)=3.8e+2 863

Ymax=5.4e+1 cps Ymin=0.0e+0 cps
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[2] Doramectina.

[T XIC of +MRM (20 pairs): 916.500/331.100 Da ID: Doramectina_331.1 from Sampie 1 (0.05 ng-g) of Avaliacao CCa, CCB e LD_Conce... Max 556.0 cps|
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[3] Eprinomectina.

[TWXIC of *MRM (20 pairs): 914.600/186,100 Da ID: Eprinomectina_186.1 from Sample 1 (0.05 ng-g) of Avaliacac CCa, CCB 6 LD_Conc... Max. 957.0 cps]
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[4] Ivermectina.
[TWIXIC of *MRM (20 pairs). 892.500/307.100 Da ID: Ivermectina_307.1 from Sample 1 (0.05 ng-g) of Avaliacao CCa, CCB e LD_Concent... ‘Max. 826.0 cps|
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[5] Moxidectina.

[TWXIC of +MRM (20 pairs): 640,400/528.300 Da ID: Moxidectina_528.3 from Sample 1 (0,05 ng-g) of Avaliacao CCa, CCB e LD_Concen...

Intensity, cps
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APENDICE K - CROMATOGRAMAS DAS LACTONAS MACROCICLICAS PARA
AVALIAGAO DO LIMITE DE QUANTIFICAGAO

[1] Abamectina.

B XIC of +MRM (20 pairs): 890.600/305.400 Da ID: Abamectina_305.4 from Sample 6 (0.50 ng-g) of Avaliacao CCa, CCB e LD_Conce... Max. 3108.0 cps|
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[2] Doramectina.

["WXIC of +MRM (20 pairs): 916.500/331.100 Da ID: Doramectina_331.1 from Sample 6 (0.50 ng-g) of Avaliacao CCa, CCB e LD_Conc... Max. 5593.0 cps|
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[3] Eprinomectina.

6478
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g B

WXIC of +MRM (20 pairs): 914.600/186.100 Da ID: Eprinomectina_186.1 from Sample 6 (0.50 ng-g) of Avaliacao CCa, CCB e LD_Con...
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[4] Ivermectina.
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[5] Moxidectina.

W XIC of +MRM (20 pairs): 640.400/528,300 Da ID: Moxidectina_528.3 from Sample 6 (0.50 ng-g) of Avaliacao CCa, CCB e LD_Conce... Max. 3795.0 cps|

S/N =83.8
Peak Int.(Subt.)=3.8e+3

Ymax=4.5e+1 cps Ymin=0.0e+0 cps
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