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RESUMO

Neste trabalho apresenta-se a validacdo de metodologia analitica para a
determinacao do antibiético cloranfenicol (CAP) em camarao, por cromatografia
liqguida acoplada ao espectrometro de massas em tandem com ionizagcao por
eletrospray (LC-ESI-MS/MS). O trabalho foi realizado na empresa Bioensaios
Andlise e Consultoria Ambiental Ltda. durante o estagio.

As condic¢des da fonte e do analisador de massas foram otimizadas com
uma solucdo padrdo aquosa na concentracdo de 0,1 mg L ™.

A quantificacdo foi realizada no modo de monitoramento de multiplas
reagbes (MRM) com duas transicbes uma como quantificadora e a segunda
confirmatéria.

As amostras foram fortificadas com nivel de concentracdo 0,5 pug Kg™'. A
etapa de extracao/pré-concentracdo foi feita por extracdo liquido-liquido
utiizando como solventes acetonitrila e cloroférmio. O extrato seco foi
ressuspendido e procedeu-se a etapa do clean-up, o extrato foi ressuspendido
novamente e entdo analisado.

A interpretacao dos resultados foi realizada utilizando tabelas adquiridas
da empresa de software RILKILT validadas pelo laboratério. Nesta tabela séo
calculados o CCa, CCPB, varidncia e desvio padrdo, linearidade da curva
analitica, recuperacao, reprodutibilidade, desvio entre os experimentos e a
incerteza do método.

Os resultados obtidos foram satisfatérios sendo aprovados em auditoria
pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e certificados

pela ISO 17025 que versa sobre a garantia dos resultados analiticos.



OBJETIVO

1.1. Objetivo Geral
Validar metodologia analitica para determinagdo de cloranfenicol em
camardo segundo a EC 657/2002 utilizando cromatografia liquida acoplada a

espectrometro de massa (LC-MS/MS).

1.2. Objetivos Especificos

e Levantamento da metodologia oficial para determinagéo de Cloranfenicol
em matriz camaréo;

e Otimizacao dos parametros para analise por LC-MS/MS;

e Estabelecimento de protocolo de extragao/pré-concentracao e clean up;

e Validacdo da metodologia analitica adequada;

e Aplicacdo na amostra real;



2. INTRODUCAO

O composto cloranfenicol (CAP), D(-)-treo-1-(p-nitrofenil)-2,2-
dicloroacetamido-1,3-propanodiol , de massa molar exata 323,1325 g mol” e
formula molecular C11H12CI2N2Os (Figura 1) € um antibiético com classificagao
bacteriostatica de amplo espectro. Foi descoberto em 1947 por David Gottlieb'
sendo o primeiro antibidtico sintetizado em larga escala, e desde entédo, tem
sido aplicado como medicamento de uso veterinario e humano devido as suas
propriedades de combater uma variedade de microorganismos aerdbico e
anaerdbicos. O CAP é um composto lipossoluvel que se difunde através da
membrana celular e se liga de forma reversivel aos ribossomos das células de
procariontes, evitando a transferéncia de aminoacidos das cadeias peptidicas
em formacéo, inibindo assim a sintese da proteina.

Em humanos, o CAP tem seu uso limitado ao tratamento de
conjuntivite aguda, meningite bacteriana e febre tiféide, nas quais os demais
antibiéticos sdo mais toxicos e menos eficazes. No entanto, a administragao
independente da dose esta relacionada a efeitos colaterais perigosos, como
anemia plasmatica (diminuigdo dos globulos vermelhos por toxicidade aguda
da medula éssea). Por esta razdo, a Comunidade Europeia proibiu, em 1994, a
administragao do CAP em animais, como bovinos, suinos, camardes, abelhas,
etc®.

Em 1996, a Comunidade Europeia, através da Diretiva 96/23/EC,
incluiu o CAP como substancia de tolerancia zero como limite residual em
tecido animal>. Com o controle, em dezembro de 1997, a Comunidade
Europeia iniciou um programa de verificagdo de medicamentos veterinarios de
todos os produtos de origem animal importados de paises em
desenvolvimento, principalmente provenientes da Asia®. Mais tarde, nos anos
de 2001 e 2002, a Comunidade Europeia detectou a presenca deste
medicamento, principalmente CAP, em camardo, produtos da piscicultura e
mel, resultando na proibicdo de comercializagdo dos mesmos nestes paises.

Atualmente, o Brasil vem ocupando posicdo de destaque na

exportacao de commodities, logo a qualidade das mesmas € de extrema
3



importancia para competigdo no mercado mundial. Em virtude disto, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) langou em novembro de 2003, o
Programa Nacional de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos Expostos ao Consumo Humano (PAMVet). Este programa, no
primeiro ano de implementagdo, compreendeu a determinagédo do composto
cloranfenicol entre outros antibacterianos e antiparasitarios em 300 amostras
de leite. O LMP (Limite Maximo Permitido) estabelecido para CAP foi zero. Por
LMP define-se a concentragdo maxima estabelecida pelos 6rgaos de controle
para substancias controladas, em alimentos, por exemplo. O PAMVet prevé,
para seu quinto ano de execucéao, a determinagao de antibidticos em mel.

Em concordancia com a tolerancia zero para CAP, a Comissdao de
Decisao 2003/181/EC da Comunidade Europeia estabeleceu que o limite de
quantificagdo necessario para um método analitico (LMPR) é de 0,30 pg Kg™,
para substancias que estado proibidas ou ndo autorizadas ao uso em leite, mel,
carne, ovos e produtos de piscicultura.

Em geral, as técnicas mais utilizadas para determinacdo de CAP e
outros medicamentos veterinarios em alimentos sdo a cromatografia em
camada delgada (CCD), cromatografia a gas com detectores de captura de
elétrons (GC-ECD) e espectrometria de massas (GC-MS), cromatografia
liqguida de alta eficiéncia com detecgao ultravioleta (LC-UV), espectrometria de
massas (LC-MS) e espectrometria de massas em tandem (LC-MS/MS)?.

Além disso, para atender aos critérios impostos pela Unido Europeia na
Diretiva EC 657/2002 deve-se utilizar a espectrometria de massas em tandem
(LC-MS/MS), devido a capacidade de monitorar mais pontos durante a andlise.
A técnica de LC-MS/MS vem se destacando devido a sua alta especificidade
analitica quando utilizada em modo Monitoramento de Multiplas Reacdes
(MMR), no qual os analisadores de massas Q1 e Q3 selecionam o ion
precursor e os ions produto, definindo uma transicdo de m/z especifica. Neste
modo, 0 segundo quadrupolo (Q2) funciona como uma cela de colisdo, onde os
ions precursores selecionados de acordo com as razdées m/z em Q1 sao
fragmentados por dissociagéo induzida por colisdo (do inglés: Collision Induced
Dissociation, CID), apds colisbes com um gas inerte em uma energia

especifica.



Otimizando o detector para tal experimento (MMR), contendo mais de
uma transi¢cdo para 0 mesmo ion precursor, gera-se um meétodo confirmatorio.
Assim sendo, o emprego desta técnica fornece informagbes referentes a
retencdo do composto na coluna, as transicoes monitoradas e ao sinal
proporcional a concentragcdo do analito, que permitem atingir niveis de
confiabilidade e sensibilidade, de acordo com os LMPR (em portugués, Limite
Minimo de Eficiéncia Necessario) estabelecidos (0,30 pg kg™)*.

Figura 1 - Estrutura molecular do Cloranfenicol.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Cromatografia Liquida

O botanico russo Mikhail Semyonovich Tswett foi o primeiro a
desenvolver a primeira técnica cromatografica em 1900 durante suas
pesquisas sobre a clorofila. Ele utilizou uma coluna de absorcdo liquida
contendo carbonato de célcio para separar pigmentos de folhas de plantas. O
método foi descrito em 30 de dezembro de 1901, no 11° Congresso de
Médicos e Naturalistas em S&o Petersburgo. Desde entdo a cromatografia tem

sido largamente empregada em todo mundo®.
A cromatografia liquida é constituida por uma fase estacionaria
solida ou liquida, e uma fase mével liquida, tendo por objetivo a separagéao de
diferentes compostos com base na diferenca de interagdo destes com estas

duas fases.

3.2 Fase estacionaria
Em termos de fases estacionarias utilizadas em cromatografia liquida,

as primeiras eram constituidas de sais inorganicos como alumina e carbonato
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de calcio. Com o passar dos anos € com 0s avancos tecnolégicos as colunas a
base de silica quimicamente modificada e as de divinilbenzeno passaram a
dominar o mercado. Devido as grandes possibilidades em termos de
seletividade devido as modificagbes quimicas possiveis. Com o avango das
pesquisas foi possivel desenvolver fases com particulas menores, o que
permitiu a fabricagdo de colunas com um maior grau de empacotamento. Assim
foi possivel acoplar a coluna um sistema de bombas operando em altas
pressoes e baixos fluxos, obtendo-se entdo a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC), que é mais eficiente e mais répida na separagado dos
analitos.’> Devido as altas pressdes empregadas se faz necessario a utilizacdo

de um invélucro de inox na colunas para HPLC ( Figura 2).

Figura 2 - Colunas para HPLC®.

3.3. Fase Movel

A fase movel (eluente) é a responsavel por arrastar o analito (eluato)
para fora da coluna e fazé-lo chegar ao detector. Para tanto se faz necessaria
uma maior afinidade do analito com a fase moével do que com a fase
estacionaria, porém a afinidade com a fase mével nao deve anular a interagao
do analito com a FE, caso contrario o tempo de retengdo na coluna
cromatografica, que € uma caracteristica prépria do analito, torna-se igual ao
tempo morto.

De um modo geral, como fase moével, utilizam-se solventes organicos,
agua, solugbes aquosas de sais, acidos e bases, bem como tampdes. Com
relacdo a composicdo da fase movel, tem-se o modo isocratico, para
proporgdes constantes dos solventes durante toda a analise cromatografica e o

gradiente (composicao variavel da fase movel durante a analise), que necessita
6



de uma bomba binéria, ternaria ou quaternaria para o processo de mistura
diferenciada dos solventes aconteca.

O modo gradiente é mais apropriado quando existe a necessidade de
analisar analitos com ampla faixa de polaridade em uma mesma amostra, ou
seja, se faz necessaria diferentes polaridades da fase mével em uma mesma
andlise, ou quando a amostra satura a coluna durante as sucessivas analises,

entdo se usa o gradiente como uma forma de limpeza da coluna’.

3.4. Detectores para Cromatografia Liquida

Os detectores tornam a cromatografia uma poderosa ferramenta na
analise instrumental. Devido a combinacdo da capacidade de separacao da
cromatografia com a capacidade de quantificacdo dos detectores.

Os tipos mais comuns de detectores usados em cromatografia liquida
sédo o de ultravioleta (UV), o de ultravioleta com arranjo de diodo (UV/DAD), o
de fluorescéncia e de indice de refracdo. Além disso, o sistema de
cromatografia liquida também permite o acoplamento com espectrdmetros de

massa, tanto como sistema simples como no modo tandem.

3.5. Cromatografia Liquida acoplada ao espectrometro de
massas

O espectrometro de massa é um instrumento largamente utilizado na
elucidacao estrutural. O primeiro espectrdbmetro de massas foi desenvolvido por
J.J. Thomson em 1912, porém somente nas décadas de 50 e 60, com o
advento da computacdo a técnica passou a ser aplicada por grupos de
pesquisa fora das universidades, pois a analise e o processamento de dados
tornaram-se possiveis.

A técnica consiste em ionizar as moléculas, a fim de que as mesmas
gerem fragmentos definidos como ions, carregados positiva ou negativamente,
que sao detectados e quantificados.

Para moléculas organicas pequenas os dados podem ser obtidos com
precisdo de 5 ppm ou menos (determinacdo de massa exata), que €
considerado suficiente para confirmar a férmula molecular dos compostos. A
estrutura molecular pode ser determinada wusando certos tipos de

espectrometro de massas equipados com mudltiplos analisadores conhecidos
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como espectrémetro de massas em tadem. Isso é obtido pela fragmentacao da
amostra dentro do equipamento e os produtos gerados sdo analisados. O
procedimento é util para elucidacao estrutural de compostos organicos e para
sequenciamento de peptidios ou oligonucleotideos.
A espectrometria de massas € especialmente utilizada nas seguintes
areas:
Biotecnologia: na analise de proteinas, peptideos e
oligonucletideos;
Farmaceéutica: no descobrimento de novas drogas, combinatorial
chemistry, na farmacocinética do metabolismo de drogas;
Medicina: andlises da hemoglobina e teste de drogas;
Meio-ambiente: analise de HPAs, PCBs, qualidade da agua e
contaminacgao de alimentos;

Geologia: composicao de 6leos.

Um espectrobmetro de massas é dividido em trés partes fundamentais:
a fonte de ions, o0 analisador e o detector.

A amostra € introduzida na fonte de ionizagdo onde é ionizada ions,
pois sdo mais faceis de serem manipulados do que moléculas neutras. Esses
ions direcionados para a cela de colisdo onde s&o fragmentados e direcionados
para analisador onde sdo separados de acordo com a razdo m/z. Na
sequéncia, os fragmentos gerados sao enviados para o detector gerando assim
0 espectro de massas.

O analisador e o detector sdo mantidos em alto vacuo, para garantir
que os ions percorram o caminho até o detector sem a interferéncia de outras

moléculas.

3.6. Introducao da Amostra
A amostra pode ser introduzida diretamente na fonte de ionizagdo ou
advir de um sistema cromatografico acoplado ao espectrémetro de massas,
geralmente GC ou LC, que é capaz de separar os diferentes componentes da

amostra o0 que gera uma sequéncia de analises.



3.7. Modos de lonizacao

O modo de ionizagéo a ser utilizado dependera do tipo de amostra e da
disponibilidade do equipamento. Os principais modos de ionizagdo sao:
- lonizagdo Quimica a Pressao Atmosférica (do inglés: Atmospheric Pressure
Chemical lonization) (APCI)
- lonizagao Quimica (do ingles: Chemical lonization) (Cl)
- Impacto eletrénico (do ingles: Electron Impact) (EI)
- lonizagéao por spray eletronico (do inglés: Electrospray lonization) (ESI)
- Bombardeamento por atomos rapidos (do inglés: Fast Atom Bombardment)
(FAB)
- Dessorgao/lonizacado de Campo (do inglés: Desorption/Field lonization)
(FD/FI)
- Dessorcao da Matriz assistida por laser (do inglés: Matrix Assisted Laser
Desorption lonisation) (MALDI)
- lonizagéao por spray térmico (do inglés: Thermospray lonization) (TSP)

Destes modos de ionizagdo, no sistema acoplado a cromatografia

liquida, os mais utilizados sdao o ESI, APl e APCI. Neste trabalho, o
equipamento utilizado possui o sistema de Spray eletrénico, portanto sera

detalhado apenas este modo de ionizagao.

3.7.1. lonizacgao por Eletrospray (ESI)
A lonizagdo por Electrospray (Figura 3) € uma das técnicas de
ionizacdo a pressado atmosférica; € adequada para moléculas com massas

molares menores que 10° a maiores que 10° amu.
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Figura 3 - Representacdo esquematica de uma fonte de Electrospray’.

No sistema de ionizacao por electrospray a amostra € introduzida na
camara de ionizagao por um capilar de aco inoxidavel (75-150 ym). Uma alta
voltagem (3 ou 4 kV) é aplicada na ponta do capilar que situa-se dentro da
fonte de ions, pela forca de campo elétrico aplicado € com o auxilio do gas
nebulizante, as gotas se dispersam na forma de um aerossol. Esse gas,
usualmente nitrogénio, tem a fungédo de arrastar o aerossol da ponta do capilar
para a camera de ionizagao.

As gotas carregadas eletricamente vao diminuindo de tamanho a
medida que entram em contato com o gas de secagem, que consiste em um
fluxo de nitrogénio aquecido. Entdo, ions livres de solvente podem se
desprender das goticulas (Figura 4), alguns deles passam pelo cone de
entrada do espectrdmetro, situado numa regido de médio vacuo, e depois por
outro orificio que € mantido em alto vacuo. A voltagem das lentes sao
otimizadas para cada amostra.
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Figura 4 — Representacido esquematica do processo de lonizagao ®.

A ESI é uma técnica muito sensivel, porém a sensibilidade pode ser
comprometida pela adicdo de compostos ndo volateis e outros aditivos, que

devem ser evitados ao maximo.

No modo de ionizagao positivo é adicionada uma pequena quantidade
de acido férmico para auxiliar a protonacao da amostra; enquanto que no modo
negativo pode ser adicionada aménia ou uma amina volatil a fim de facilitar a
desprotonacao da amostra.

3.7.2. Supressao I6nica

A supressao ibnica é devido a presengca de compostos menos volateis
que dificultam a formacdo ou a evaporacao na goticula formada na ionizacao
ESI, que por sua vez afeta a quantidade de ions carregados que chegam ao
detector. Os compostos podem pertencer a propria amostra ou ser adicionados
durante o processo de extracao.

A supressao ibnica causa o aumento e/ou oscilagdo da razéo
sinal/ruido durante a analise, o que influencia diretamente nos valores de limite

de deteccao, limite de quantificacao, variancia e desvio padrao.
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E possivel avaliar este efeito pela adicdo de padrdo interno diretamente
na fase mével, na mesma concentracdo do analito nas amostras, pela adicao
do analito antes da extracdo e adicdo de analito apdés a extracédo. Logo, a
supressao do padrao interno deve ser zero. A amostra que sofreu a extragéo
evidencia qualquer perda devido ao processo de extragdo ou supressao idnica,
a amostra adicionada a matriz informa o efeito de supressdo da matriz. E
sabido que moléculas de maior peso molecular suprimem o sinal das de menor
peso molecular, e que compostos mais polares sao mais suscetiveis a
supressao.

Se o efeito ocorre ao longo de toda a analise foi mostrado que a
diminuicdo da razdo matriz/analito é eficiente, tanto pela diluicdo da matriz
como pelo uso do clean-up. Porém o efeito poder ocorrer somente em um
tempo especifico da analise, devido a compostos da matriz que eluem
juntamente com o analito, entdo é possivel modificar as condigdes
cromatograficas para que o analito tenha um tempo de retencao diferente. A
adicdo de um padrao interno que elua juntamente com o analito, pode ser
eficiente na correcdo dos dados, pois ambos sofrem o mesmo efeito, logo o
valor da recuperagao do analito é corrigido pelo valor da supressao do padrao

interno.

3.8. Analisador

A principal fun¢do do analisador de massas € separar, ou resolver 0s
ions formados na fonte de ionizacdo de acordo com a razdo massa-carga. Os
analisadores mais conhecidos sdo o quadrupolo, de tempo de voo (do inglés:
time-of-flight) (TOF), de setor magnético (do inglés: magnetic-sector) e os de
armadilha de ions (do inglés: ion trap).

Esses analisadores possuem diferentes recursos, incluindo a faixa de
razao m/z, a precisao e a resolucao.

O analisador de quadrupolo é constituido de 4 hastes. Os pares
opostos das hastes estdo conectados eletricamente e uma voltagem com
radiofrequéncia de 180 graus fora de fase € aplicada entre eles. Em um valor
especifico de voltagem (estabelecida pelo operador, em fungdo dos analitos a
serem determinados), ions de uma determinada razdo m/z atravessam o

quadrupolo descrevendo uma trajetoria estavel.
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O sistema de analisadores pode estar configurado no modo tandem.
Neste caso, tem-se mais de um analisador, geralmente dois, que podem ser do
mesmo tipo ou ndo. Os analisadores sédo separados por uma cela de colisdo
dentro da qual ha um géas inerte, em geral argbnio ou xenénio, que ira colidir
com os ions formados e selecionados gerando o espectro de massas.

A espectrometria de massas em tandem é muito utilizada para obter
informacdes estruturais da amostra através da fragmentacdo das moléculas e a
posterior identificacdo dos fragmentos dentro do proprio espectrometro. A
juncdo das informagbes do ion precursor e dos fragmentos torna a
espectrometria de massas capaz de detectar compostos especificos em
misturas complexas.

O triplo quadrupolo é um espectrobmetro constituido por trés
quadrupolos em série, sendo que o segundo quadrupolo, que na verdade é um
hexapolo, ndo é utilizado para separar ions de mesma razao m/z, mas sim
como cela de colisdo, na qual ocorre a fragmentacao dos ions selecionados no
primeiro quadrupolo. Esta fragmentacdo geralmente €& conduzida por
dissociacao induzida por colisdo com um gas inerte (do inglés collision-induced
dissociation) - CID, e também €& empregado como direcionador dos ions
produzidos ao terceiro quadrupolo.

Na CID, o ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo €
acelerado por um potencial elétrico para a regido de alto vacuo no interior do
segundo quadrupolo, onde sofre repetidas colisbes com um gas inerte de
elevada energia (geralmente Ar, He ou N»), 0 que leva a um aumento na
energia potencial deste ion até ocasionar sua fragmentacdo. Quando CID &
realizada em baixa energia, as reacdes de fragmentacao levam, geralmente, a
perda de fragmentos neutros (H.O, MeOH, CO, CO. etc.), dependendo da
natureza do ion precursor. Esta perda de fragmentos neutros é muito
importante na determinagdo estrutural da molécula do analito, uma vez que
fornece informacdes acerca de grupos funcionais presentes na molécula.
Quando a CID é realizada sob elevada energia, as reagdes de fragmentagéao
geram informacgdes estruturais mais significativas, uma vez que pode levar a
quebra das moléculas em posi¢des caracteristicas.
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Os quadrupolos sao calibrados para transmitir ions de uma Unica razao
m/z ou de um intervalo de razdes m/z para gerar informag&o analitica mais

exata (Figura 5).
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Figura 5- Representacado esquematica de triplo quadrupolo como analisador de

massas’.

3.9. Modos de Aquisicao de dados
Os modos basicos de aquisicido de dados para espectrometria em
tandem sao os seguintes:
a) Espectro dos ions produzidos ou do ion “Filho” - nesse modo o primeiro

analisador é utilizado para separar ions - moleculares especificos (por
exemplo (M+H)" ou (M-H)’). Os ions escolhidos passam pela cela de
colisdo e sao fragmentados pelo choque das moléculas com o gas ali
presente, esses fragmentos sdo separados no segundo analisador de
acordo com a razdao m/z de cada fragmento. Como todos os ions
gerados possuem o mesmo ion precursor selecionado anteriormente,
tem-se o espectro de massas do composto de interesse (Figura 6). Esse
tipo de experimento € especialmente Gt no fornecimento de
informagbes estruturais de moléculas organicas e para a geragao de
informagdes no sequenciamento de peptideos.
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Figura 6 — Esquema do modo de aquisicdo do espectro dos ions
produto. (Figura cedida pela Profa. Tania Mara Pizzolato).

Varredura do ion precursor ou do ion “Pai” - nesse caso 0 primeiro

analisador permite a passagem de todos os ions da amostra, enquanto o
segundo analisador € programado para monitorar fragmentos
especificos, que foram gerados por determinados ion precursores
(Figura 7). Estes fragmentos s@o previamente estabelecidos a partir do
conhecimento do espectro de massas do ion precursor. Esse tipo de
experimento é Gtil no monitoramento de grupos de compostos contidos
numa mesma amostra e que produzem fragmentos em comum, por

exemplo, hidrocarbonetos em uma amostra de 6leo.
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Figura 7 — Esquema do modo de aquisicao varredura do ion precursor.
(Figura cedida pela Profa. Tania Mara Pizzolato).

Perda do fragmento neutro - Envolve os dois analisadores coletando

dados em toda faixa de massas, sendo que o primeiro analisador
seleciona uma faixa especifica dos ions e 0 segundo analisador permite
somente a passagem de fragmentos que diferem em um numero de
unidades de massas (equivalente a uma molécula neutra) dos ions

transmitidos através do primeiro analisador. Esse tipo de modo de
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aquisicao pode ser util, por exemplo, em amostras contendo &cidos
carboxilicos que em geral perdem uma molécula de CO,'°.
d) Monitoramento de reacdes previamente selecionadas (SRM)- E utilizado

para monitorar uma transigcdo especifica com alta sensibilidade. Nesse
caso o primeiro analisador esta configurado para selecionar ions com
uma massa especifica. A energia de colisdo € otimizada para produzir o
fragmento que sera diagnosticado no segundo analisador. Somente ions
procedentes da transicao configurada podem ser detectado (Figura 8). O
modo SRM ¢é utilizado para a quantificacdo, em nivel de tragos, de

analitos em mistura complexas'’.

Q ------ > SR JEDEREREER >
O----- > ° /'
® - + @ > B 2
®----- > °
o]
P R I — >
C—
Massa do ion Fragmentacio na Massa do ion
precursor é cela de colisdao (CAD) produtor é fixada

fixada

Figura 8 - Esquema do modo de aquisicdo de reagdes previamente

selecionadas. (Figura cedida pela Profa. Tania Mara Pizzolato).

3.10. Seletividade e Especificidade
Seletividade é definida como a capacidade de detectar e quantificar
analitos presentes amostra de interesse. No modo SRM ¢é possivel monitorar a
reacao de diversos ions precursores sem que haja interferéncias, o que torna a
técnica de LCMS/MS bastante seletiva em relacao as demais técnicas.
A técnica de LC-MS/MS é especifica pelo fato de que o espectrémetro
de massas é calibrado para cada analito e utilizado no modo de varredura do

ion ou dos fons precursores selecionados para cada método de analise’.

3.11. Norma EC 657/2002
O método analitico foi desenvolvido para atender as exigéncias da
legislacdo da Unido Europeia (EU) referente aos agrotdxicos e as drogas

veterinarias, permitidos e/ou banidos.
16



Como ja mencionado anteriormente o CAP é um medicamento banido,
portanto existem parametros a serem seguidos como o Limite Minimo da
Eficiéncia Necesséario (LMPR). Definido como a menor concentragdo que o
método deve ser capaz de quantificar dando certeza de no minimo 95% de que
o resultado ndo é falso positivo. O CCa € definido como o limite do método
analitico que com 95% de certeza é possivel afirmar um resultado positivo, mas
que nao pode ser quantificado. O valor do CCa deve ser 0 menor possivel. O
CCpB ¢é definido com o limite de quantificacdo do analito com 95% de certeza.
Para drogas banidas esse limite deve ser igual ou menor do o LMPR; porém
CCa + CCB nao deve ultrapassar o LMPR. Caso contrario o método analitico
nao é satisfatorio, pois se tratando de drogas veterinarias banidas o CCa deve
ser zero, 0 que € quase impossivel devido a razdo sinal/ruido (s/r) que é
inerente ao detector. Logo é preciso garantir que o LMPR n&o seja atingido
somente além da s/r. Na tabela 1 sdo mostrados os valores e os demais
parametros necessarios.

CCa é calculado pela seguinte equacao, quando o nivel de confianca é
de 1%: b(da curva analitica) + (2,33 x reprodutibilidade).

CCp é calculado pela seguinte equagéao: 1,64 x reprodutibilidade.

Tabela 1 - Parametros para a validacdo do método analitico para drogas
banidas'*.

Paréametro Valores
R? (Curva de 5 pontos) 0,95
Variancia Menor possivel
Recuperacao 50% a 120%
LMPR 0,3 ug Kg™
CCa Menor possivel
CCpB <0,3 pg Kg™
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4. METODOLOGIA

4.1. Materiais e Métodos

Todos os reagentes utilizados foram de grau HPLC ou analitico e as
amostras foram processadas em tubos de polipropileno de 15,0 mL. O padréao
primario do composto cloranfenicol com 99,5% de pureza foi adquirido da
empresa Dr. Enhestofer (Germany). Agua purificada foi obtida em um sistema
Millipore. Os solventes organicos utilizados foram acetonitrila (J. T. Baker,
Merck), cloroférmio. (Merck), metanol e acetato de etila (J. T. Baker). Formiato
de aménio P.A (Merck) e acido formico P.A (Merck) foram utilizados como
aditivo de fase mével. Foi empregado o procedimentos de extracdo em fase
s6lida (EFS) em colunas Strata de 3,0 mL (250 mg), empacotadas com

copolimero estireno - divinilbenzeno.

4.2. Preparo das Solucoes

Solugéo estoque de CAP foi preparada em acetonitrila na concentragéo
de 180 mg L', a concentracdo e solvente foram estabelecidos com base na
experiéncia do proprio laboratorio, solugdes mais concentradas e utilizando
acetonitrila como solvente sdo mais estaveis do que as menos concentradas e
utilizando metanol ou metanol/agua como solvente. No primeiro caso a solugéo
apresenta uma validade de 7 dias, no segundo de apenas 1 dia. As solu¢des
usadas para construcdo da curva analitica foram obtidas em concentracdes
entre 0,25 a 2,500 ug L' em um mistura de metanol e 4gua na proporcdo
volumétrica de 50:50. Apds diluicdes adequadas de uma solugao de trabalho
de 10 pg L' preparada na mesma mistura. Cada ponto da curva analitica foi
analisado em duplicata. A caracterizagdo do CAP e a otimizacdo dos
parametros referentes ao espectrometro de massas foram realizadas através
da infusdo de solugédo padrao de 100 ug L™, preparada na mistura de metanol e
agua, com 5,0 mmol L™ de formiato de aménio e 0,1% de 4cido férmico.

4.3.Preparo das amostras fortificadas
Em torno de 1,0 g de amostras de camarao isentas do composto CAP
e adquiridas com produtores de camarao organico, foram pesadas com uma

precisdo de 0,01 g e fortificadas em concentragées conhecidas do analito para
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estudo de exatidao, precisdao e reprodutibilidade do método analitico. As
fortificacdes foram realizadas com adicdo de volumes adequados da solugéao
de trabalho em concentragdo de 10 ug L™, preparada com a mistura de
metanol/agua. As amostras de camardo foram fortificadas nas seguintes
concentragdes: 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 2,50 ug Kg™.

A norma EC 657/2002 estabelece que a validagdo do método analitico
para drogas banidas deve ser feita com 4 experimentos sendo os experimentos
de 1 a 3 dispostos conforme a tabela 2, e realizados cada um em um dia
diferente, e o experimento 4 constituido de 20 amostras sendo 10 brancos e 10
fortificadas no nivel de validacdo que 0,5 pug Kg', e que seja analisada uma

curva de 5 pontos nos niveis de fortificagao.

Tabela 2 - Descricdo dos Experimentos 1 a 3.

N°de Amostras  Niveis de fortificacao

(Mg Kg™)
1 Branco
6 0,25
6 0,5
6 0,75
1 1
1 2,5

4.4. Metodologia de Extracao
As amostra fortificadas foram submetidas a extragdo com acetonitrila,
seguida de uma etapa de limpeza com cloroformio. O extrato foi seco em fluxo
de Ny ultrapuro. Para a etapa de claen-up o extrato foi ressuspendido e se
procede a extracdao em fase sélida (ESF). O extrato assim obtido foi novamente
seco e ressuspendido na mistura de metanol/agua (50/50 v/v), filtradas em filtro

millipore 45 um e transferidas para frasco de analise.

4.5. Equipamento
As analises foram realizadas em equipamento de cromatografia liquida

acoplado a Espectrometro de Massas em tandem. O cromatégrafo liquido foi
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da marca Shimadzu (Japao) equipado com duas bombas (LC - 10AD) e
amostrador automatico com espaco para 160 frascos de amostra (SIL — 10A).
O espectrémetro de massas foi um Qtrap 3200™ AppliedBiosystems/MDS
Sciex (Canada) equipado com bomba mecéanica de alto-vacuo. O tratamento de
dados foi realizados no software Analyst® e nas planilhas ResVal™

desenvolvidas pelo RILKILT.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Parametros e analise por LC-MS/MS
As condi¢des utilizadas na técnica LC-MS/MS sdao mostradas na

tabela 3.

Tabela 3 - Condicbes de trabalho obtidas para o LC-MS/MS.

Parametro Valores
Coluna Luna C18, 150 mm x 4,6 mm x 5 um
Temperatura 40 °C
Volume de injecao 50 uL
Fluxo 0,6 uL
Fase Mbével A —H,0 com 5 mol L de formiato de aménio e 0,1% de

acido formico
B - Metanol com 5 mmol L™ de formiato de aménio e 0,1% de
acido formico

Fase Movel Isocratico com 80% de B
Modo de lonizagéo ESI, negativo
Voltagem do Capilar 4000 V
Temperatura da Fonte 600 °C
fons Monitorados 323,1 — 320,8
323,1 —» 152,0

Como ja descrito anteriormente as condicées de fragmentacdo do CAP
(Figura 9) foram otimizadas no espectrometro de massas e as duas transicoes
mais abundantes no modo scan foram selecionadas para compor o método de
analise no modo SRM. Nessa etapa os parametros da fonte de ionizagcado nao

sao otimizados, tem-se apenas a identificacdo do analito pelo seu espectro de
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massas. As energias de entrada e de colisdo dos dois ions foram medidas e

armazenas no banco de dados do equipamento.

. Figura 9 — TransigOes selecionadas da ionizagéo do cloranfenicol.

A primeira transicdo corresponde a perda de 2 hidrogénios,
provavelmente os das hidroxilas. A segunda transicao corresponde a quebra da
molécula na ligacdo. Sinalizada pela circunferéncia azul. Esta é considerada
menos estavel, pois o grupo nitro é um forte aceptor de elétrons.

Apbs a caracterizagdo do CAP as condicbes da ionizacdo foram
otimizadas (ionizacdo ESI) obtendo-se os ions negativos, correspondentes as
fragmentagbes citadas. Neste caso, no modo de ionizagdo negativo, fez-se
necessaria a adicao de auxiliares de ionizagdo (formiato de aménio e o acido
férmico). O formiato de aménio atua aumentando a separacdo de cargas na
molécula solvatada, e o &cido estabiliza os ions formados; o que facilita a
ionizacdo e se reflete na abundancia de ions.

Na otimizacdo da fonte, o equipamento se ajusta as condigbes de
contorno e programa os diferentes valores dos parametros a serem avaliados.
Para uma solucdo de padrdao de CAP que foi analisada sem a coluna. A
configuragdo em que se obteve a maior abundancia dos ions caracterizados
anteriormente foi armazenada pelo software e compds 0 método empregado
nas analises.

A separagdo na cromatografia liquida foi realizada de acordo com
condicoes ja estabelecidas na literatura, no que diz respeito a fase movel e
coluna analitica (Tabela 3). Durante as analises observou-se muita

interferéncia com relacdo aos resultados de separacao devido a matriz. Estes
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problemas foram minimizados com a etapa de clean-up. Além disso, observou-
se que a composicdo de fase movel utilizada no modo isocratico ndo era
totalmente eficiente para que o sistema retornasse as condigdes iniciais.
Durante o estagio, esta questdo era resolvida adicionando-se uma corrida
apenas com metanol entre as analises das solugdes da curva analitica e as
amostras. No entanto, este procedimento pode levar a erros quantitativos.
Como sugestdo, consideraria a avaliagdo de um gradiente com maior
percentual de solvente organico, no final da analise, para remover
eficientemente os componentes de matriz que podem estar causando este

problema.

5.2.Validacao: Extracao, linearidade e recuperacao
A avaliacao da eficiéncia da etapa de extracao foi realizada fortificando-
se amostras de camardao isentas de cloranfenicol, em cinco niveis de
concentracao com relacdo a massa, ou seja: 0,25; 0,50; 0,75; 1,00 e 2,50 ug
Kg'. A extracdo e clean-up foi conduzida conforme item 4.3.1. Os dados s&o

mostrados na tabela 4.

Tabela 4 — Valores de recuperagdo (%) de cloranfenicol em 5 diferentes

concentragbes, em amostras de camaréo fortificadas.

Concentracéo (ug Kg™) Recuperacao (%)
0,25 91,4
0,5 76,8
0.75 69,9
1 91,7
2,5 97,8

As recuperacdes sado determinadas substituindo a area do pico (y) e a
concentragao real como variavel. O resultado foi substituido numa equagéo de
porcentagem onde a concentragao esperada foi atribuida como 100%, sendo a

recuperacgdo o valor resultante dessa equagéo.
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O primeiro conjunto de amostras fortificadas utilizadas para determinar
a recuperagcdo nao apresentaram bons resultados, pois as concentragdes
encontradas ficaram fora da curva analitica construida usando o padrao na
mistura de solvente (MeOH:4gua). Esta observagcédo é coerente com o tipo de

7

sistema uma vez que a matriz “camardo” € muito diferente das solug¢des
padrées, levando a muitos erros inclusive de supressédo ibnica no préprio
espectrometro de massas.

Com o objetivo de tentar minimizar o problema, nova curva analitica foi
construida, utilizando o “extrato de camardo” ao invés de simplesmente a
mistura de solvente. O “extrato de camarao” foi obtido conforme descrito no
item 4.1.2. No entanto, os resultados obtidos ainda nao foram satisfatérios pois
a curva perdeu a linearidade.

Em outra tentativa de minimizar estes problemas, na construcao da
curva analitica bem como nos testes de recuperacao, incluiu-se a etapa de
clean-up seguida da evaporacado do solvente e reconstituicdo na mistura de
metanol e 4gua.

Nestas condi¢cdes, obteve-se o0s resultados desejados, ou seja,
linearidade da curva analitica, controle da recuperagcdo e dos demais
parametros de validagéo.

Os estudos de estabilidade das amostras de camarao fortificadas com
0 padrdo mostram que o sistema ndo é estavel, mesmo com o sistema sob
refrigeracdo. A inclusdo da etapa de clean-up gerou extrato com maior
estabilidade em relagdo ao cloranfenicol, podendo assim serem armazenados.

Na Figura 10 apresenta um cromatograma em SRM mostrando as duas
transi¢cdes do cloranfenicol. O pico descrito pela linha azul corresponde ao ion
quantitativo e o descrito pela linha vermelha o ion confirmatério. Todos os
demais cromatogramas obtidos na validacdo seguem o0 mesmo perfil
(Figura 11), sendo entdo monitorados o tempo de retengéo, dos ions pais e dos
ions filhos que foram definidos anteriormente na Tabela 3, o que garante 5
pontos monitorados exigidos pela EU na validacdo de compostos com

tolerancia zero.
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B XIC of .MRM {2 pairs): 320.8/152.0 amu from Sample 7 (P4_0.001007} of Curva_100209_SET1.wiff (Turbo Spray) Max. 1290.0 cps.
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Figura 10: Cromatograma de SMR de um ponto da curva analitica.
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Figura 11: Cromatograma de SMR de uma amostra fortificada
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Na Figura 12, tem-se a curva analitica do cloranfenicol, nos niveis de
concentragdo, preparados na mistura solvente. O coeficiente de determinagéo
foi R® = 0,9958, que é considerado um 6timo indice, pois demonstra a alta
linearidade da curva, que é um dos objetivos da validagédo. Devido a facilidade
de modelagem do sistema e dos calculos estatisticos da validacao.

Na construgédo da curva ndo houve a preocupacao de forgar a passagem
da reta pela origem, com o argumento de que nao existe um sistema perfeito.
Pois a inclusdo do ponto (0,0) significa que com zero de analito o sinal é zero,
mas essa nao a realidade do equipamento, que possui um ruido que nao pode
ser desconsiderado, logo sao estabelecidos valores que traduzem a

sensibilidade da técnica de analise proposta.
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Figura 12 - Curva de analitica para o cloranfenicol, na mistura de solventes
(MeOH:agua)

O método de extracdo foi ajustado até a obtencdo dos valores
adequados para os parametros de menor variancia, CCa, CCB e o intervalo
dos valores das recuperacoes.

A avaliagao foi realizada por tratamento estatistico dos dados fornecido
pela andlise cromatogréafica, que abrangem as areas dos picos das curvas e
dos experimentos, e suas respectivas concentracbes esperadas, o tratamento
estatistico foi fornecido pelas tabelas da RILKILT, que foram validadas pela
BIOENSAIOS, conforme exigéncia da ISO 17025.
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Os resultados médios obtidos nos experimentos sdo mostrados na
tabela 5. O desvio padrdo e o coeficiente de variagdo alcangado sdo altos em
relacdo a resultados publicados anteriormente®. No entanto, os resultados
encontrados ndo deixam a desejar, pois estdo proximos ao que a norma
estabelece para niveis de validagdo até 2000 vezes maiores que o escolhido
para esse método.

Tabela 5 - Dados da validagdo do CAP em camaréo.

Paréametros Valores Obtidos
Média de Recuperacao (%) 100
Coeficiente de Variancia (%) 18,8
Desvio Padrao (%) 18,8
CCa (Hg Kg™) 0,08
CCB (Mg Kg™) 0,14
Repetibilidade ( ug Kg™) 0,0090
Reprodutibilidade ( pug Kg™) 0,0133
Desvio entre experimentos ( ug Kg™) 0,0114
Incerteza da Medida (ug Kg™) 0,23

5.3.Sensibilidade e Seletividade do método
No presente trabalho os pardmetros como Limite de Quantificagéo e
Deteccdo (LOQ e LOD) foram substituidos por CCa e CCB que é a
terminologia utilizada pela norma e que descrevem melhor o tratamento de
dados proposto, visto que nao foram calculados da mesma forma que o LOQ e
o LOD.

26



A técnica demonstrou-se suficientemente sensivel visto que CCa e CCB
somados ficou abaixo do LMPR, o que elimina a possibilidade de considerar
uma amostra como falsa positiva ou falsa negativa.

A seletividade do método de andlise foi demonstrada por testes
realizados através da adicdo de nitrofunanos em amostras fortificas e
extraidas, conforme o método de extracéo citado, e analisadas no LC-MS/MS
pelo método otimizado para o CAP. Nao foram detectadas interferéncias no
perfil cromatografico da analise e nem nos valores dos parametros
monitorados. Esse resultado ja era esperado, pois 0s modos de aquisicao do
MS/MS foram desenvolvidos para que fosse possivel a analise multiresiduos
sem a necessidade de ajustes nos tempos retencdo dos compostos que co-
eluem, ou seja, os ions monitorados ndo possuem a mesma trajetéria e/ou a
mesma energia na cela de colisao.

As metas para o presente trabalho sdo a analise de amostras reais e a
verificagdo de um histérico de reprodutibilidade do método como o uso das
cartas de controle.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho foi apresentada a validagdo de um método analitico
para a determinacdo de residuos de CAP em amostras de camardo, em
conformidade com a diretiva EC 657/2002. Foi empregada a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
tandem (LC-MS/MS), com ionizacao por electrospray (ESI). Cinco pontos de
confirmacdo do analito foram considerados para que a técnica proposta
pudesse ser empregada na determinacao de residuos de drogas veterinarias
banidas, em matrizes de alimentos, como uma alternativa eficiente e adequada.
Nesta técnica, a operagdo do espectrometro de massas triplo-quadrupolo em
modo SRM, através do monitoramento de duas transicbes de m/z entre os ions
precursores e seus ions produto gerados em dissociacdes por CID, conferiu a
metodologia a capacidade de quantificagdo com nivel de seguranga de 99%
para amostras que apresentem concentracido de CAP acima de 0,22 pg Kg™.
Os resultados mostraram que a técnica de LC-MS/MS é uma ferramenta
analitica de alta especificidade, detectabilidade e auto-confirmatéria na

determinacao dos analitos em matrizes de alimentos.
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As metas deste estudo sao a aplicagdo do método em amostras reais,
a fim de consolidar os resultados obtidos na validagado, e o monitoramento dos
resultados através da aplicagdo de cartas de controle.

7. REFERENCIAS

1. Ehrlich, J., Bartz, Q.R., Smith, R.M., Joslyn, D.A., Burkholder, P.R.
Chloromycetin, a New Antibiotic from a Soil Actinomycete.
Science, 417. (1947);

2. Martins Jr., H. A., Bustillos, O. V., Pires, M. A. F.,, Lebre, D. T., Wang,
A. Y.. Determinacao de Residuos de Cloranfenicol em Amostrs
de Leite e Mel Industrializados Utilizando a Técnica de
Espectros copia de Massas em Tandem (CLAE EM/EM). Quim.
Nova, Vol. 29, N°. 3, 586-592, (2006);

3. Storey J. Determination of Chloramphenicol Residues in Shrimp
and Crab Tissues by Electrospray Triple Quadrupole
LC/MS/MS. Denver, EUA. LIB N° 4306 Vol 19, N°. 6, (2003);

4. COLLINS, C.H., BRAGA, G.L., BONATO, P.S. Fundamentos de
cromatografia. Campinas: Editora da UNICAMP. 452p. (2006);

5. Skoog, Douglas A. West, Donald M. Holler, F James. Crouch,
Stanley R. (2009) Fundamentos de Quimica Analitica.
8° Ed. Cencage Learning, p. 821-877;
tradelab.com.br;

7. Skoog, Douglas A. West, Donald M. Holler, F James. Crouch,
Stanley R. (2009) Fundamentos de Quimica Analitica. 8° Ed.
Cencage Learning, p. 924-940.;

8. Workshop Laboratory Strutural Biology and Zoochemestry, 2008;

9. www.analyticalspectroscopy.net;

10.Ashcroft E. A. An Introdution to Mass Spectrometry, University of
Leeds(2000)

11.Manual Applied Biosystems, [2000];

12. Annaesley, T. H. lon Supression in Mass Spectroscopy. Clinical
Chemestry, 49:7, 1041-1044 (2003);

28



13. Unidao Europeia, Normativa EC 657, Versa sobre eficiéncia
analitica e interpretacao de resultados. Jornal Oficial da Uniao
Europeia, C(2002) 3044 (2002);

14. Ronning, H. T., Einarsen, K., Asp, T. N. Determination of
Chloranphenicol Residues Meat, Seafood, Egg, Honey, Milk,
Plasma and Urine with Liquid Chromatography- Tandem Mass
Spetrometry, and the Validation of the Method Based on
EC/2002/657. Journal of Chromatography A. V. 1118, p.226-233.
(2006).

29



