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RESUMO

Foi padronizado e validado um meétodo analitico para determinacdo de residuos de abamectin, doramectin e ivermectin em figado
bovino empregando extragdo com acetonitrila, purificacdo com cartucho de C ;, derivatizacdo, deteccdo e quantificacao por CLAE/FL.
Nos ensaios com amostras adicionadas de solugcdo padrdo em niveis entre 5 e 100ng/kg as recuperacoes médias obtidas variaram de
69,0 a 101,4% com valores de coeficiente de variacdo entre 5,5 e 28,1%. O limite de deteccao e quantificacdo do método, para os trés
residuos estudados, foi Sng/kg.
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SUMMARY

DETERMINATION OF AVERMECTINS RESIDUES IN BOVINE LIVER BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. A method
for determination of abamectin, doramectin and ivermectin residues in bovine liver was standardized and validated using acetonitrile
extraction, clean-up with nd C,, cartridges, derivatization, detection and quantification by HPLC/FL. In the assays using spiked
samples in levels varying from 5 to 100ng/kg the average recovery values ranged from 69.0 to 101.4% with coefficient of variation values

between 5.5 and 28.1%. The limit of detection and quantification of this method, for each studied residue, was 5ng/kg.
Keywords: abamectin, doramectin, ivermectin, residues, liver, high performance liquid chromatography.

1 - INTRODUCAO

Abamectin, doramectin e ivermectin sdo compostos
pertencentes ao grupo das avermectinas, lactonas
macrociclicas, quimicamente relacionadas e naturalmen-
te produzidas a partir do Streptomyces avermectilis [2].
Possuem alta atividade antiparasitaria, aliada a dosa-
gens Unicas e extremamente baixas [4], administradas
via oral ou injetavel [5, 20]. Causam a paralisia de
nematédeos e artrépodes susceptiveis devido a inibicao
do neurotransmissor acido gama-aminobutirico [3].

As avermectinas sdo drogas utilizadas extensivamen-
te em animais produtores de alimentos, sendo de gran-
de importancia a determinacdo do tempo de retirada
destes medicamentos [17] e o monitoramento de seus
residuos em tecidos animais destinados a alimentacao
humana [18], devido ao risco de efeitos no sistema ner-
voso central [3, 4]. Os tecidos alvos sugeridos para mo-
nitoramentos sao figado, 6rgdo de metabolizacdo destas
drogas, e tecido adiposo, devido ao carater lipofilico das
avermectinas [6, 11, 15].

A Unido Européia determinou limites maximos de
20ng/kg para abamectin e 100ng/kg para doramectin e
ivermectin em figado bovino, e de 10ng/kg para
abamectin, 150ng/kg para doramectin e 40ng/kg para
ivermectin em tecido adiposo bovino, sendo proibida a
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utilizacdo de doramectin em bovinos produtores de leite
para consumo humano [11]. O CODEX ALIMENTARIUS
estipulou um limite maximo de residuo de 100ng/kg para
cada um dos trés residuos em figado bovino e de 100ng/kg
para abamectin, 150ng/kg para doramectin e 40ng/kg
para ivermectin em tecido adiposo bovino [7]. Enquanto
no Brasil foi estabelecido um limite maximo de residuo
de 100ng/kg para ivermectin em figado bovino [1].

A confiabilidade dos estudos relativos a presenca des-
tes compostos em alimentos de origem animal e outras
matrizes é extremamente dependente da eficiéncia do
método analitico empregado [22]. Os primeiros métodos
publicados para determinacédo de avermectinas empre-
gavam purificacdo por extracdo em fase sélida e particao
liquido:liquido seguidas de determinacédo por cromato-
grafia liquida de alta eficiéncia (CLAE), em fase normal,
com deteccdo por ultra-violeta (UV) [16, 21]. Posterior-
mente, métodos mais rapidos foram desenvolvidos em-
pregando purificacdo com cartuchos de extracdo em fase
sélida, seguidos de determinacédo por CLAE/UV em fase
reversa [15]. Métodos empregando purificacdo, seguida
de derivatizacdo para um composto fluorescente e pos-
terior determinacéo por CLAE, deteccao de fluorescéncia
(FL) tém sido amplamente utilizados [9, 12, 13, 17, 19,
22, 23] e recomendados por organismos oficiais de regu-
lamentacéo [1, 7].

O presente trabalho objetivou otimizar e validar um
método multiresiduo para determinacéo das avermectinas
abamectin, doramectin e ivermectin em figado bovino,
baseado nos descritos por CRAYG [9] e ROUDAUT [19],
para atender as atividades de monitoramento do Labora-
torio Regional de Apoio Animal (LARA/MG), integrantes
do Plano Nacional de Controle de Residuos Biolégicos em
Produtos de Origem Animal do Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento (MAPA).
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2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Amostras de figado bovino, livres dos residuos pes-
quisados (abamectin, doramectin e ivermectin), foram
utilizadas como amostras brancas, apds analise segun-
do procedimentos do LARA/MG. Estas amostras foram
identificadas, homogeneizadas, embaladas em sacos de
polietileno e mantidas sob congelamento (-10°C a -17°C)
até o momento das analises.

2.2 - Padroes

As solucgodes dos padroes de abamectin, e ivermectin,
ambos da marca Merck Sharp & Dohme (Rahway, NJ) e
de doramectin, da marca Pfizer (Nagoya, Japan), foram
preparadas em metanol, identificadas, acondicionadas,
avaliadas (em termos de intensidade do sinal e tempo de
retencdo das substancias pesquisadas) e armazenadas,
sob congelamento (-10°C a -17°C), até o momento das
analises. As solucdes estoque foram preparadas com
10ng/mL de cada substancia enquanto a solucdo para
adicao as amostras (pool) foi preparada com 500ng/mL
de cada substancia.

2.3 - Procedimentos analiticos

Os procedimentos analiticos padronizados e valida-
dos foram baseados nos descritos por CRAYG [9] e
ROUDAUT [19].

2.3.1 - Extracao

Apbs o descongelamento da amostra de figado bovi-
no, até temperatura suficiente para o corte, foram pesa-
dos 5g, acrescentados 15mL de acetonitrila e extraidos
os residuos de abamectin, doramectin e ivermectin por
centrifugacao durante 10 minutos a 3500rpm, a 25°C %
5°C.

2.3.2 - Purificacao

Os extratos, adicionados a 40mL de agua e 50uL de
trietilamina, foram percolados em cartuchos Waters de
C,; 6mL/500mg (previamente condicionados com 5mL
de acetonitrila e SmL de acetonitrila:agua 30:70, v/v,
contendo 0,1% de trietilamina) e posteriormente eluidos
com SmL de acetonitrila.

2.3.3 - Derivatizacao

Apés evaporacdo do solvente (45°C) sob fluxo de ni-
trogénio, a derivatizacdo dos extratos purificados das
amostras e das solucbes padroes foi realizada por adi-
cdo de 150uL da mistura derivatizante (200m de
1-metilimidazol, 600ni de anidrido acético e 900nL de
dimetilformamida), seguida de aquecimento por 60 mi-
nutos, entre 95°C e 100°C, em bloco aquecedor. Apés o
resfriamento a temperatura ambiente, a derivatizacao
completa foi indicada pela formacédo de um extrato mar-
rom escuro.

2.3.4 - Separacao, deteccao e quantificacao

Os extratos derivatizados foram posteriormente com-
pletados para 1mL com metanol, filtrados em membra-
na Millipore de 0,45mm e analisados por CLAE (sistema
de bomba quaternario, degaseificador de membrana,
injetor automatico e detector FL Termo Separation
Products; aquisicdo, controle e processamento de dados
por microcomputador IBM), sob as seguintes condicoes:

- detector de fluorescéncia com comprimentos de onda
de excitacdo e emissdo a 364 e 426nm, respectiva-
mente;

- coluna Lichrosorb RP 18, 7nm, 250mm x 4mm e pré-
coluna Lichrospher 100 RP 18, 4mm x 4mm;

- fase movel metanol;
- fluxo de 0,9mL/min;

- tempo de separacdo de 12 minutos para os trés resi-
duos;

- volume de injecao loop de 20uL;

- integracao pelo parametro altura.

2.4 - Procedimentos de validacao

A validacdo do método foi conduzida segundo o pro-
cedimento de validacao intralaboratorial do Setor de Cro-
matografia do LARA/MG [8, 10, 14].

2.4.1 - Ensaios com padroes

Nos ensaios com solucées padroes (pools) foram ava-
liados a linearidade sem interferéncia da matriz e o limi-
te de deteccao do equipamento [8, 10, 14]. As solucdes
utilizadas foram de 0; 12,5; 25; 125; 250 e 500ng/mL.

2.4.2 - Ensaios com amostras adicionadas de so-
lucao padrao das substancias pesquisadas

As amostras (2.1) foram adicionadas de solucao pa-
drao, nos niveis de 5; 7; 10; 25; 50 e 100ng/kg, em pelo
menos cinco repeticées. A cada grupo de amostras foi
incluida uma amostra em branco. Também foram reali-
zados ensaios com sete amostras adicionadas de solu-
cédo padrao, em niveis desconhecidos pelo analista, en-
tre 25 e 100ng/kg.

Nestes ensaios foram avaliados especificidade, exa-
tidao, precisao, limites de deteccao e quantificacdo do
método [8, 10, 14].

2.4.3 — Valores de referéncia

Foram adotados como referéncia para avaliacdo da
exatidao e precisado os valores estabelecidos como acei-
taveis pelo CODEX [8] e internalizadas pelo MERCOSUL
[14] para métodos quantitativos (Tabela I1).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos ensaios com soluc¢des padroes (0; 12,5; 25; 125;
250 e 500ng/mL) somente nao foram detectados
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abamectin, doramectin e ivermectin na solucao de
12,5ng/mL. Para as demais solucdes picos dos trés com-
postos foram registrados, com sinais trés vezes maior
que o valor do maior sinal de ruido nos cromatogramas.
Desta forma, foi demonstrada linearidade da resposta,
com coeficientes de determinacao superiores a 0,995,
na faixa de 25 a 500ng/mL.

TABELA 1. Niveis de concentracao e respectivos valores de re-
cuperacao e coeficiente de variacao aceitaveis para resulta-
dos quantitativos

Concentragdo Exatidao Precisao
(mg/kg ou L) Recuperagéo Coeficiente de variagdo
(%) intralaboratorial (%)
£1 50 a120 35
1a10 60 a 120 30
10a 100 70a110 20
> 100 80a110 15

Fonte: CODEX [8], MERCOSUL [14].

O limite de detecg¢do do equipamento, determinado
como a menor massa da substancia detectada, nas con-
dicoes estabelecidas pelo método, com sinal, no mini-
mo, trés vezes o valor do maior sinal de ruido no
cromatograma [8, 10, 14], foi de 0,5ng, para cada um
dos trés residuos, correspondente & massa injetada em
20nL da solucao de 25ng/mL.

Especificidade foi observada nos ensaios utilizando
amostras adicionadas de solucdo padrdo. Os picos de
abamectim, doramectim e ivermectim apresentaram re-
solucédo satisfatéria, separados dos picos de interferen-
tes. Houve concordancia entre os tempos de retencao e

00
50
01
91
0z
52
0t

4"t OvHavd

- 3.589 =
= o
i i
7.117 ABAMECTIN s
* 8.282 DORAMECTIN s
9.120 IVERMECTIN g
=1
5
RT(min) Area Height ug/mL  Peak Type
Unident0001 3.589 302462 16930 0.0
Unident0002 5.858 4749 275 0.0
ABAMECTIN 7117 19676 818 44.25 Fused---88%
DORAMECTIN 8.282 24702 870 44.033 Fused---88%
IVERMECTIN 9.129 22617 704 42892 Fused ---86%
Totals 374206 19697 131.17

FIGURA 1. Cromatogramas obtidos para solucao padrao (50ng/
mlL) e amostra adicionada de solucédo padrao (50mg/kg).

intensidade de resposta dos trés compostos pesquisa-
dos quando comparados os cromatogramas obtidos para
solucdes padrées e para as amostras (Figura I).

Os valores médios de porcentagem de recuperacio
variaram entre 92,9 e 101,4% para abamectin; 91,5 e
99,5% para doramectin e 69,0 e 98,4% para ivermectin.
Os coeficientes de variacao apresentaram-se entre 6,1 e
23,9% para abamectin; 5,9 e 26,8% para doramectin e
5,5 e 28,1% para ivermectin (Tabela 2). Como os valores
de porcentagem de recuperacdo médios e coeficiente de
variacdo apresentaram-se dentro dos intervalos descritos
como aceitaveis (Tabela 1) [8, 14| para todas as concentra-
coes avaliadas, foi determinado como limite de deteccéo e
quantificacdo do método o menor nivel estudado (Sng/kg).
Avaliando-se os resultados individuais de porcentagem
de recuperacao (Figura 2), observa-se uma maior disper-
sdo dos resultados, quanto menor a concentracdo dos
analitos na matriz.
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FIGURA 2. Valores individuais de porcentagem de recuperacao
para abamectin, doramectin e ivermectin obtidos nos en-
saios com amostras adicionadas de solucao padrao em 5; 7;
10; 25; 50 e 100ng/kg com 10; 10; 5; 7; 6 e 5 replicatas,
respectivamente.

Nos ensaios com amostras adicionadas de solucao
padrao, em concentracao desconhecida pelo analista, os
resultados médios de porcentagem de recuperacao fo-
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ram 101,1; 101,0 e 96,7%, com coeficientes de variacdo
de 11,2; 9,2 e 12,5% para abamectin, doramectin e
ivermectin, respectivamente. Na Figura 3 pode ser ob-
servada a dispersédo dos valores de porcentagem de re-
cuperacao obtidos para estas amostras de concentracao
desconhecida, os quais variaram entre 82,0 e 117,0%.

TABELA 2. Valores médios de porcentagem de recuperacao e
coeficientes de variacao obtidos para abamectin, doramectin
e ivermectin por nivel de concentracéao estudado

Concentragao Abamectin Doramectin Ivermectin
(my/kg) n Rm (%) CV.(%) Rm(%) CV.(%) Rm(%) C.V.(%)

100 5 99,3 9,9 99,5 6,7 98,4 10,2
50 6 93,9 6,1 95,9 6,5 92,7 55
25 7 92,9 12,6 99,1 10,6 95,9 15,3
10 5 101,4 9,4 94,0 59 69,0 9,8

7 10 100,4 17,9 95,2 18,7 91,5 14,5
5 10 100,5 23,9 91,5 26,8 80,1 28,1

Rm = recuperacdo média (a média dos valores individuais de porcentagem de recu-
peracao calculados pela variacdo entre o valor do resultado obtido no ensaio e o valor
real do analito adicionado a4 matriz, expresso em porcentagem do valor real).

C.V. = coeficiente de variagao.

n = numero de replicatas.
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FIGURA 3. Dispersao dos valores de porcentagem de recupera-
cao obtidos para sete amostras adicionadas de solucao pa-
drao em concentracdes desconhecidas pelo analista.

Peso da amostra, volume final do extrato, tempera-
turas do banho de 4gua e do bloco aquecedor, etapas de
evaporacéo dos extratos e etapa de derivatizacédo, foram
considerados pontos criticos de controle do método em
observacoes durante os procedimentos de validacéo.

4 - CONCLUSOES

O método otimizado e validado mostrou-se eficiente
em termos de linearidade, especificidade, exatidao e pre-
cisao, além de possuir limite de deteccao e quantificacao
suficientemente baixo, para ser adotado nas atividades
de monitoramento de residuos de avermectinas em figa-
do bovino do MAPA.
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