Research, Society and Development, v. 10, n. 5, e47910515419, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i5.15419

Revisdo sobre cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas aplicada a

analise toxicoldgica de alimentos

Review on liquid chromatography coupled with mass spectrometry applied to food toxicological
analysis

Revision de la cromatografia liquida acoplado con la espectrometria de masas aplicada al analisis

toxicoldgico de los alimentos

Recebido: 24/04/2021 | Revisado: 29/04/2021 | Aceito: 29/04/2021 | Publicado: 14/05/2021

Dilceu Silveira Tolentino Janior

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2435-7576

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Brasil
E-mail: dilceujunior@bol.com.br

Sandra Neres Santos

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-2542-2723

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Brasil
E-mail: sandraneres2008@hotmail.com

Arlanjo Bispo de Sousa Marques

ORCID: https://orcid.org/0000-0002-1710-3298

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Brasil
E-mail: arlanjomarques@hotmail.com

Kleise Pinheiro Farias

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8418-1643

Secretaria Municipal de Saude de Cris6lita, Brasil

E-mail: saudecris@yahoo.com.br

André Barbosa Souza

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7805-949X
Secretaria Municipal de Sadde de Aguas Formosas, Brasil
E-mail: aps.fronteiradosvales@gmail.com

Gracielly Nascimento Lima

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6939-1626
Hospital Sdo Vicente de Paulo, Brasil

E-mail: gatyaf@outlook.com

Jairo Lisboa Rodrigues

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-6088-5232

Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, Brasil
E-mail: jairo.rodrigues@ufvjm.edu.br

Resumo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de massas (EM) constitui-se como uma
das mais importantes técnicas analiticas utilizadas na determinacdo de compostos ndo volateis ou instaveis
termicamente. A combinacdo de ambas une a exceléncia da separacdo do analito de interesse na matriz através da
técnica da cromatografia liquida de alto desempenho, juntamente com a técnica da espectrometria de massas que
confirma a identificacdo quimica. Dentre as alternativas disponiveis, a espectrometria de massas é a que melhor
fornece as informag®es estruturais necessarias. O acoplamento entre estas duas técnicas da origem a uma ferramenta
analitica robusta, versatil e de grande potencial na analise qualitativa e quantitativa em toxicologia de alimentos. O
presente artigo apresenta uma revisdo de literatura que tem o objetivo de apresentar os fundamentos da aplicagdo do
acoplamento da Cromatografia Liquida e Espectrometria de Massas na area de analise de alimentos.

Palavras-chave: Cromatografia liquida; HPLC; Espectrometria de massas; CL/EM; Toxicologia; Alimentos.

Abstract

High performance liquid chromatography (HPLC) coupled with mass spectrometry (MS) is one of the most important
analytical techniques used in the determination of non-volatile or thermally unstable compounds. The combination of
both unites the excellence of the separation of the analyte of interest in the matrix through the high performance liquid
chromatography technique, together with the mass spectrometry technique that confirms the chemical identification.
Among the available alternatives, mass spectrometry is the one that best provides the necessary structural information.
The coupling between these two techniques gives rise to a robust, versatile and great potential analytical tool in the
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qualitative and quantitative analysis in food toxicology. This article presents a literature review that aims to present
the fundamentals of the application of the coupling of Liquid Chromatography and Mass Spectrometry in the area of
food analysis.

Keywords: Liquid chromatography; HPLC; Mass spectrometry; LC/MS; Toxicology; Foods.

Resumen

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) junto con la espectrometria de masas (EM) es una de las técnicas
analiticas mas importantes utilizadas en la determinacion de compuestos no volatiles o térmicamente inestables. La
combinacion de ambos une la excelencia de la separacion del analito de interés en la matriz mediante la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucién, junto con la técnica de espectrometria de masas que confirma la
identificacion quimica. Entre las alternativas disponibles, la espectrometria de masas es la que mejor aporta la
informacion estructural necesaria. EI acoplamiento entre estas dos técnicas da lugar a una herramienta analitica
robusta, versatil y de gran potencial en el analisis cualitativo y cuantitativo en toxicologia alimentaria. Este articulo
presenta una revisién de la literatura que tiene como objetivo presentar los fundamentos de la aplicacion del
acoplamiento de la cromatografia liquida y la espectrometria de masas en el area del analisis de alimentos.

Palabras clave: Cromatografia liquida; HPLC; Espectrometria de masas; CL/EM; Toxicologia; Alimentos.

1. Introdugéo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é uma técnica responsavel por grandes avancos na area
cromatografica. A HPLC utiliza suporte com particulas diminutas responsaveis pela alta eficiéncia, sendo um método
adequado para separagdo de espécies idnicas e macromoléculas (Degani et al.,1998). Assim a utilizacdo da HPLC necessita de
um cromatégrafo composto de bomba, coluna cromatografica, detector e registrador (Degani et al., 1998; Peres, 2002).

A cromatografia pode ser combinada a diferentes sistemas de detecc¢do, tratando-se de uma das técnicas analiticas
mais utilizadas e de melhor desempenho. O acoplamento de um cromatégrafo com o espectrometro de massas combina as
vantagens da cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com as vantagens da espectrometria de massas,
obtencdo de informacdo estrutural, massa molar e aumento adicional da seletividade (Vékey, 2001). Para que o acoplamento
seja possivel, idealmente, € necessario que as caracteristicas de cada instrumento ndo sejam afetadas pela sua conexao, assim
como ndo devem ocorrer modificagBes quimicas ndo controladas do analito e perda de amostra durante a sua passagem do
cromatdgrafo para o espectrdmetro de massas (Ardrey, 2003).

Diante do acoplamento da cromatografia a técnicas espectrais varias siglas surgiram, sendo as mais utilizadas listadas
a sequir; cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrdmetro de massas (HPLC-MS), cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a espectroscopia de infravermelha (HPLC-IR), cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC-MS), entre inlmeras outras que surgem a cada método publicado (PateL et al., 2010; Chinchole et al., 2012).

A técnica cromatogréfica pode ser utilizada para dosar compostos em alimentos (Gilbert-L6pez et al. 2012; Xu et al.,
2012), no monitoramento de componentes toxicos no meio ambiente (Marriott et al., 2003) ou mesmo na indUstria
petroquimica (Mihlen et al., 2006). Dessa forma é dificil definir em qual area dentro dessa ciéncia que mais se utiliza das
técnicas cromatograficas.

Na medicina veterinaria a cromatografia tem a possibilidade de ser utilizada em diversos meios, como em estudos de
farmacocinética (Amorim et al., 2008), para monitorar residuos de drogas em produtos de origem animal (Cardoso et al., 1999;
Feltrin et al., 2007; ANVISA, 2009), na toxicologia (Kaiser et al., 2010; Oliveira-Filho et al., 2010; Lee et al., 2012), entre
outros.

As aplicacBes das técnicas cromatograficas cresceram intensamente nos Gltimos 50 anos; isto se deve ndo somente ao
desenvolvimento de novos tipos de técnicas de preparacdo, separacdo e detec¢do, mas também pela necessidade crescente de
técnicas mais precisas e sensiveis para a caracterizacdo e quantificacdo de pesticidas de interesse em matrizes complexas, tais
como alimentos, &guas, ar, solo e fluidos bioldgicos (Sanches et al., 2003).
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Todos os consumidores de uma cadeia alimentar podem ser contaminados por meio de gréos infectados, racéo, leite,
0vos e carnes contendo micotoxinas. Torna-se crucial, portanto, o controle da contaminacdo nas diferentes etapas de producdo,
armazenamento e processamento de alimentos, o que requer a utilizacdo de técnicas que visam monitorar a dispersdo das
micotoxinas (Pitt & Koching; Calvo, 2005).

2. Metodologia

A estratégia metodoldgica definida no estudo foi a revisdo bibliografica, conforme descrita por Pereira et al. (2018),
com uma pesquisa exploratdria elaborada a partir de artigos cientificos previamente publicados. Para selecionar os artigos
foram utilizados os bancos de dados: Scopus, Scielo.br e Pubmed, usando os principais termos de busca: cromatografia
liquida, HPLC, espectrometria de massas, MS, toxicologia, alimentos. Foram utilizados os termos de busca nos idiomas inglés
e portugués para possibilitar uma pesquisa abrangente sobre a tematica escolhida.

No total foram recrutados em torno de 60 trabalhos para a revisdo geral, porém artigos que ap0s leitura ndo se
referiram ao objetivo principal da presente pesquisa foram excluidos. No total, 20 estudos foram selecionados para a discusséo
dos fundamentos da cromatografia liquida de alta performance (n=10), e da espectrometria de massas (n=10), assim como 0
acoplamento de ambas as tecnologias para demonstrar tais aplicabilidades na area de analise de alimentos. Os trabalhos

utilizados tiverem seus dados publicados entre os anos de 2008 a 2015.

3. Desenvolvimento
3.1 A cromatografia para identificacdo de substancias nocivas em alimentos

A auséncia de boas préticas veterinarias na criacdo de animais de producdo pode acarretar o uso indiscriminado de
medicamentos sem a preocupacdo do residuo destes no produto final, o que pode significar risco a salde publica (ANVISA,
2006; 2009). Esses riscos podem ser traduzidos pela ocorréncia de resisténcia bacteriana (ANVISA, 2006; 2009), reacdes
alérgicas que podem ocasionar choque anafilatico (ANVISA, 2009), entre outros. Assim, a utilizacdo da cromatografia tem
auxiliado na deteccdo destas substancias em produtos de origem animal (Cardoso et al., 1999; Feltrin et al., 2007; ANVISA,
2009).

Os residuos de antibidticos sdo quaisquer substancias, mistura de antibi6ticos, derivados especificos, metabélitos ou
produtos de reacdo dos antibi6ticos presentes nos alimentos para 0 homem ou para 0s animais, que possam ser considerados de
importancia toxicol6gica (Manjarrez et al., 2012). No entanto, ha relativamente poucos métodos analiticos capazes de medir as
concentragdes residuais de muitos antibidticos. A baixa solubilidade de alguns antibiéticos em solventes organicos torna dificil
o desenvolvimento de técnicas para extrair seus residuos de matrizes biolégicas. Outros antibidticos sdo demasiadamente
instaveis termicamente ou insuficientemente volateis para serem processados por CG ou CG-MS. Dessa forma, varias técnicas
de detec¢do de residuos de antibidticos foram desenvolvidas utilizando HPLC. Apesar disso, muitas vezes somente a HPLC
ndo é suficiente para deteccdo de tracos desses medicamentos, sendo necessario associar a espectrometria de massas (Kennedy
et al., 1998). Assim, muitos pesquisadores tém publicado trabalhos que descrevem a deteccdo de antibidticos por técnicas
cromatogréficas (Feltrin et al., 2007; Pietron et al., 2011; Manjarrez et al., 2012).

Em um estudo que trabalhou com residuos de sulfadimetoxina, os pesquisadores detectaram residuos do referido
medicamento por HPLC. No estudo, as amostras de leite foram enriquecidas com solu¢do padrdo de sulfadimetoxina.
Posteriormente, foi realizada a extracdo com cartucho comercial especifico. Ap6s a extracdo, as amostras foram submetidas a
um cromatografo liquido de alta eficiéncia com detector ultravioleta (UV). Por meio dessa técnica foi possivel recuperar entre

76 a 90% do padrdo comercial adicionado a amostra (Feltrin et al., 2007).
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Outro grupo de antibidticos muito utilizado em animais de producdo sdo as penicilinas. Estima-se que 3 a 10% da
populagdo sejam susceptiveis a reacdes alérgicas quando expostas a alimentos contendo esse grupo de medicamentos
(ANVISA, 2009). Deste modo, a cromatografia tem sido utilizada como ferramenta de apoio na deteccdo de penicilinas em
produtos de origem animal. Pesquisadores utilizaram amostras de leite e carne enriquecidas com penicilina G, oxacilina e
cloxacilina. As amostras foram extraidas e posteriormente submetidas @ HPLC com detector UV. Os autores puderam concluir
que os métodos para determinacdo simultanea de penicilinas no leite e carne apresentaram resultados favoraveis (Kukusamude
etal., 2012).

Além dos antibidticos, outras drogas podem ser utilizadas no tratamento dos animais de produgdo, como 0s
antiinflamatérios e anti-helminticos, no entanto elas também podem deixar residuos nos produtos finais (Souza et al., 2003;
Lobato et al., 2006; Gentili et al., 2012). Recentemente foi utilizada cromatografia liquida acoplada ao espectrometro de
massas, 0 que permitiu a detecgéo simultanea de 15 diferentes agentes antiinflamatérios ndo esteroidais, no leite e masculo de
bovinos (Gentili et al., 2012).

Ja em relagdo aos antihelminticos, pesquisadores utilizaram a HPLC ligada a detector de fluorescéncia para dosar
residuos de ivermectinas no figado de bovinos. Os pesquisadores utilizaram figado livre de residuos dessas drogas, separaram
as amostras e posteriormente enriqueceram-nas com abamectina, doramectina e ivermectina. Apds a extracdo das amostras, 0
extrato derivativo foi analisado por HPLC-FI. A taxa de recuperacdo para as amostras adicionadas de solugdo padréo foi de
101,1; 101,0 e 96,7%, com coeficientes de variacdo de 11,2; 9,2 e 12,5% para abamectina, doramectina e ivermectina,
respectivamente (Souza et al., 2003).

Em outro estudo pesquisadores colheram 168 amostras de leite que estavam sendo comercializadas em supermercados
de Campinas — SP e da regido metropolitana do Rio de Janeiro. Essas amostras foram analisadas por HPLC com detector por
fluorescéncia, e foi detectado que 17,8% das amostras eram positivas para ivermectinas, no entanto as amostras ndo continham
residuos em quantidade superior aos estabelecidos pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (Lobato et al.,
2006).

Outros agentes tdxicos comuns de alimentos de origem animal sdo as micotoxinas. Essas toxinas podem ser
transmitidas para os alimentos apds o consumo de ragdes contaminadas. Devido a isso pesquisadores tém utilizado de métodos
cromatogréaficos para deteccdo desses contaminantes (Netto et al., 2002).

Em um estudo realizado com 75 amostras de queijo foram detectadas, por meio de HPLC usando detector de
fluorescéncia, que 56 (74,7%) estavam contaminados com aflotoxina M1 (Prado et al., 2000). Em outra pesquisa foi realizado
teste para detectar as aflotoxinas no leite de bovinos. A HPLC foi utilizada e puderam constatar que 19 (52,8%) amostras
estavam contaminadas, mas os niveis da aflotoxina M1 estavam dentro dos padrdes tolerados pela legislacéo brasileira (Pereira
etal., 2005).

Por fim, h& drogas que por vezes sdo utilizadas, mas sem autorizacdo para seu emprego no Brasil. Dentre elas estdo os
esteroides anabolizantes, os quais também podem deixar residuos nos produtos de origem animal. Diante disto, métodos
cromatogréaficos sdo importantes ferramentas para a analise dessas drogas (Duarte et al., 2002). Com auxilio da cromatografia
liquida de ultra eficiéncia associada a espectrofotometria de massa pesquisadores puderam desenvolver metodologia para
detectar simultaneamente 34 anabolizantes esteroides em mdsculo bovinos. No estudo, amostras de tecido muscular bovino,
livres destas drogas foram enriquecidas com padrdes das mesmas, posteriormente as amostras foram extraidas e submetidas a
U-HPLC-MS/MS, quando os esteroides anabolizantes foram identificados (Vanhaecke et al., 2012).
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3.2 A cromatografia para identificacdo de micotoxinas em cereais e leguminosas

As micotoxinas sdo metabdlicos secundarios toxicos produzidos por fungos, que se desenvolvem naturalmente em
alimentos, razdo pela qual é importante o desenvolvimento de técnicas de quimioavaliagéo, constituindo-se da identificacdo e
quantificacdo por cromatografia em camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta resolugdo (HPLC). Estes métodos
apresentam alta eficiéncia e seguranca diagnostica, sendo, portanto, os mais recomendados (Organisacion Mundial de la Salud,
1983; Sabino, 1988).

Alguns produtos alimenticios como amendoim, milho, feijdo, arroz, trigo, entre outros, podem conter aflatoxinas
desenvolvidas de forma natural. Dentre eles, o amendoim é o mais sensivel, sendo que a invasdo de microorganismos neste
cereal pode ocorrer no solo, durante o processo de formacao de sementes, na colheita, nas fases de secagem, beneficiamento e
armazenamento (Bruno, 2000).

Todos os cereais, sem exce¢do, devem ser alvos de controle, pois podem estar contaminados. O arroz e o feijdo,
entretanto, exigem um olhar mais atento, por se tratar de alimentos que diariamente estdo na mesa do brasileiro. Estudos
anteriores demonstraram que 0 arroz ndo é um dos alimentos mais suscetiveis as aflatoxinas, mas pode conté-las (Nunes et al.,
2003).

Dentre as micotoxinas que ocorrem com maior frequéncia em alimentos tem-se: a) as aflatoxinas que podem ser
produzidas por fungos como Aspergillus flavus, A. parasiticus e A. nominus, e dentre 0s varios tipos destacam-se B1, B2, Gl e
G2 (Yu et al., 2005; Bok et al., 2004); b) as fumonisinas e os tricotecenos, que incluem deoxinivalenol e zearalenona, séo
produzidos por fungos do género Fusarium (Pozzi et al., 2002); c) a patulina produzida por diversas espécies de fungos sendo
que 0 mais citado é do género Penicillium (Machinski Jr & Midio, 1995); d) as ocratoxinas produzidas por diversas espécies
dos géneros Aspergillus e Penicillium (Leeson et al., 1995).

A contaminacgdo ocasionada por micotoxinas, em geral, ndo pode ser visualizada a olho nu, sendo assim, 0s produtos
uma vez contaminados seguem para comercializacdo, com a presenca de compostos capazes de provocar enfermidades e
muitas vezes levar a morte. Tal mecanismo resulta em uma exposicdo continua a pequenas doses de micotoxinas, levando
animais ou até mesmo seres humanos a desenvolver patologias cronicas ou toxicoses difusas (Calvo, 2005).

A diversidade de doencas de animais e humanas atribuidas as micotoxinas sdo devidas ao seu tamanho relativamente
pequeno e a grande variedade de suas estruturas quimicas, sendo que os sintomas das micotoxicoses sdo resultados de
interacBes das micotoxinas com moléculas funcionais e organelas da célula animal (Oga, 1996; Songsermsakul & Razzazi —
Fazeli, 2008)

Como nem todas as linhagens entre os fungos micotoxigénicos sdo produtoras de toxinas torna-se necessario a
aplicacdo de métodos que propiciem a répida e facil identificacdo das mesmas (Saito & Machida, 1999). No entanto, as
micotoxinas ocorrem e exercem seus efeitos em quantidades extremamente pequenas nos alimentos, o que requer geralmente
uma amostragem, preparacdo de amostras, extracdo e técnicas de analise sofisticadas para a identificacdo e avaliagdo
quantitativa da toxicidade (FAO, 2001).

Apesar de serem oficialmente aceitas e validadas, as técnicas analiticas CLAE e GC demandam altos custos de
instrumentacdo e manutencdo, que restringem o seu uso (Sydenham & Shephard, 1996). As propriedades cromatogréaficas das
amostras podem ainda apresentar aspectos visiveis semelhantes o que pode comprometer a interpretagéo dos resultados obtidos
(Valenta, 1998). Dessa forma, o ensaio imunoquimico é considerado a técnica analitica alternativa na analise de micotoxinas
em alimentos (Xiulan et al., 2005; Kolosova et al., 2006).

As andlises quantitativas e qualitativas de toxinas produzidas por fungos podem ser realizadas por cromatografia em

camada delgada (CCD), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-
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MS), cromatografia liquida-espectrometria de massa (LC-MS), cromatografia gasosa-espectroscopia infravemelho (GC-1V),
imunoensaios pelo método ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay), aglutinagcdo de latex (RPLA), imunodifusdo,
imunoafinidade, biosensores separagdo imunomagnética e imunohistoquimica (Pallaroni & Von Holst, 2003; Pettersson; 2003;
Van Der Gaag, et al., 2003; Soleas et al., 2001; Scott & Trucksess, 1997; Pestka et al., 1994).

Outros tipos de técnicas de deteccdo de micotoxinas, como aplicacdo de biosensores de ressonancia plasmica de
superficie, eletrocinética capilar, transducéo eletroquimica e monitoramento de injecdo de fluxo, vém sendo desenvolvidos no
intuito de simplificar, acelerar e minimizar o custo das andlises (Garden & Strachan, 2001; Ammida et al., 2004; Kolosova et
al., 2006).

Apesar de mais de quatro décadas de descoberta das micotoxinas, nenhum método de prevencdo e controle mostrou-se
seguro, eficaz e definitivo (Prado et al., 2006). Atualmente, o monitoramento da qualidade dos alimentos e procedimentos
reguladores é o método utilizado para o controle de micotoxinas, sendo que indmeros paises ja estabeleceram limites maximos

de contaminacdo em alimentos e ra¢Bes animais, principalmente para as aflatoxinas (Teixeira et al., 2008).

3.3 Cromatografia acoplada a espectrometria de massas na determinagao de substancias téxicas em alimentos

Substancias téxicas sdo aquelas que impactam negativamente o metabolismo normal dos seres vivos, podendo levar
ao estabelecimento de anormalidades fisiolégicas e/ou anatdbmicas (Veja, 2000).

A presenca de substancias toxicas em alimentos pode ser ocasionada por diversas fontes de contaminagdo. Uma das
principais fontes de contaminacao de alimentos € a utilizagdo de agroquimicos, que sdo substancias empregadas para aumentar
a qualidade e a quantidade de alimentos necessarios ao sustento da populacdo (Veja, 2000).

Dentre os agroquimicos utilizados estdo os agrotoxicos (herbicidas, inseticidas, fungicidas, acaricidas, fumigantes),
que séo aplicados a frutas e vegetais em Vvarios estagios de cultivo e pds-colheita, para protegé-los do ataque de pestes e manté-
los proprios para 0 consumo (Lehotay, 2006). Outro tipo de agroquimico empregado, que pode gerar contaminacdo de
alimentos de origem animal (carne, leite e ovos), sdo 0s medicamentos veterinarios (Lehotay, 2006).

Além da contaminagdo por agroguimicos os alimentos também podem ser contaminados por toxinas geradas por
microorganismos, como bactérias ou fungos (micotoxinas), por compostos téxicos produzidos durante o preparo dos alimentos
(acrilamidas, aminas heterociclicas), por compostos presentes na composi¢ao de embalagens (estirenos, ftalatos), ou ainda por
exposicdo dos alimentos a contaminantes ambientais (hidrocarbonetos polialogenados, hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos, organometalicos (Nufiez, 2005). Existem poucos trabalhos na literatura relatando estes dois Gltimos tipos de
contaminagdo (Sorensen, 2006).

Segundo Taylor et. al para garantir a seguranga da populacdo quanto ao consumo de alimentos, agéncias
governamentais no mundo todo realizam um controle da presen¢a dos contaminantes nos alimentos para que nao gerem danos
a salde dos consumidores estabelecendo, para tanto, os limites maximos de residuos (“maximun residue levels”) - LMR. Para
garantir que os LMR sejam respeitados, as metodologias analiticas utilizadas para a determinacdo de substancias toxicas em
alimentos devem ser capazes de quantificar residuos dessas substancias em concentrages muito baixas, assim como identifica-
los de maneira inequivoca.

Segundo Lehotay et al., 2002, devido a complexidade das matrizes de alimentos (mistura de agua, proteinas, lipidios,
carboidratos, vitaminas e minerais), freqlientemente é necessaria uma preparacdo intensiva da amostra, como também o
acoplamento de técnicas analiticas para obtencdo de maior seletividade e detectabilidade (Nufiez, 2005).

Neste sentido, mostra-se vantajoso o emprego da cromatografia com detecgdo por espectrometria de massas acoplada
a espectrometria de massas, uma vez que por EM-EM é possivel obter uma grande quantidade de informag&o estrutural acerca
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do analito, o que assegura sua identificagdo com maior exatidao do que quando ela € feita apenas com base nas caracteristicas
de retengdo dos compostos analisados, como ocorre nas outras técnicas de deteccdo cromatograficas (Vékey, 2001).

Além disso, quando existem compostos que ndo podem ser totalmente separados pela técnica cromatografica
empregada, usando EM-EM ¢ possivel detecta-los individualmente se possuirem diferentes massas molares ou gerarem
diferentes espectros de massas (Vékey, 2001). Gracas a essa elevada seletividade, os efeitos da interferéncia de componentes
da matriz sobre o sinal obtido sd@o minimizados, de forma que procedimentos mais simples de preparo das amostras podem ser
empregados, eliminando, muitas vezes, a necessidade de realizar varias etapas de limpeza da amostra.

Segundo Vidal e Arrebola, isto diminui o custo e 0 tempo necessarios para a realizacdo das analises, de forma que
possam ser aplicadas como procedimentos de rotina em laboratérios de controle da qualidade de alimentos. Quando se utiliza a
EM-EM ¢ possivel obter maior detectabilidade e menores limites de deteccdo e quantificacdo do que quando se utiliza EM,
devido aos modos de varreduras possiveis de serem realizados, o que favorece a sua aplicacdo a analise de tracos (Vidal,
2002).

3.4 Aplicacdo de CG-EM-EM e CL-EM-EM na determinacdo de agrotoxicos em alimentos

Arrebola et al. desenvolveram um método para determinacao de residuos de agrotoxicos de 81 classes diferentes em
vegetais frescos com grande conteldo de agua, como pepino, utilizando CG-EM-EM. Os agrotoxicos analisados foram:
acefato, acrinatrina, azoxistrobina, betalaxil, bifentrina, bromopropilato, bupirimato, buprofezina, carbofenotiom, cialotrim,
ciflutrina, cipermetrina, ciproconazol, clorfenvinfés, cloropirifos, cloropirifés metilico, clortalonil, clozolinato, deltametrina,
diazinona, diclorvés, dicofol, difenoconazol, dimetoato, dissulfotom, a-endossulfam, B-endossulfam, endossulfam sulfato,
esfenvalerato, etiofencarbe, etiona, etoprofés, etrinfds, fenamifds, fenarimol, fenitrotiona, fenpropatrina, fentiona, flucitrinato,
fludioxinil, forato, formotiom, fosalona, furatiocarbe, heptenofds, hexaconazol, iprodiona, isofenfds, lindano, malationa,
metalaxil, metamidofés, mevinfés, miclobutanil, nuarimol, ometoato, oxadixil, parationa metilico, penconazol, pendimetalina,
permetrina, pirazofos, piridabem, pirifenox, pirimetanil, pirimicarbe, pirimifés metilico, piriproxifem, procimidona, propargito,
propiconazol, propoxur, quinometionato, tebuconazol, tebufenozide, tetraconazol, tetradifona, triadimefom, triadimenol,
triflumizol e vinclozolina.

Para a extragdo dos agrotoxicos das matrizes de interesse foi utilizado apenas diclorometano e para eliminar a agua,
sulfato de sodio anidro. O extrato obtido foi redissolvido em cicloexano, seguido pela adi¢do de padrdo interno (cafeina) e
injetado diretamente no cromatografo. Isto s6 foi possivel devido & utilizacdo de um filtro de carbono na linha de gés,
posicionado antes da coluna, pois este reduz a entrada, nos instrumentos, de substancias de baixa volatilidade e de
interferentes, levando a um aumento da seletividade do sinal na EM-EM e evitando que houvesse a necessidade de realizar
etapas de “clean-up” no procedimento de extragdo (Arrebola, 2003).

Para detecgdo foi utilizado um “ion-trap no modo EM-EM, empregando-se a IE. Quando se utiliza o “ion-trap”, a
detectabilidade é maximizada pela otimiza¢do da quantidade de ions aprisionados no “trap” ¢ dos pardmetros envolvidos na
dissociacdo dos ions precursores com um gas inerte (He) por DIC para obtencdo de ions ou clusters de fons com grande
abundancia relativa no espectro, os quais sdo empregados na quantificacdo e identificacdo dos analitos.

Assim, quando se faz a anélise de diferentes compostos utilizando EM-EM, vérios parametros tém que ser otimizados
para cada um deles, como amplitude de excitacéo, nivel de excitacdo para armazenamento, quais ions serdo selecionados para
quantificacdo e a partir de qual ion precursor eles serdo gerados e as janelas de tempo de retencdo (JTR). Neste trabalho a JTR

foi definida como o tempo de retencdo médio mais ou menos trés vezes a estimativa do desvio padrdo dos tempos de retengdo
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de 10 amostras ndo contaminadas, fortificadas a um nivel médio com padrdes de calibragdo de cada composto (Arrebola,
2003).

3.5 Aplicacéo da CL-EM-EM a determinacéo de medicamentos veterinarios em alimentos

Fagerquist et al. realizaram a determinacdo quantitativa e qualitativa de antibioticos (em especifico as B-lactamas:
amoxilina, ampicilina, cefazolina, cloxacilina (clox), deacetil-cefapirim, desfuroilseftiofur cisteina dissulfeto (dcd),
dicloxacilina (diclox), naficilina, oxacilina (0x) e penicilina G (pen G)) em carne bovina proveniente do Servico de Seguranca
e Inspecdo de Alimentos dos Estados Unidos da América (EUA), utilizando a extracdo em fase sélida e CL-EM-EM. No
sistema cromatografico foi utilizada uma vazéo de 0,3 mL min-! para gerar uma linha de base estavel e uma ionizacéo eficiente
dos analitos por IEN. A analise por EM-EM foi realizada utilizando um triplo quadrupolo ajustado ao modo de varredura
MRM, para monitorar as 4 transicdes mais abundantes do ion precursor - ion produto de cada analito.

O método desenvolvido foi comparado ao ensaio microbiolégico utilizado pelo Servigo de Seguranca e Inspecao de
Alimentos dos EUA para determinagédo destas drogas veterinarias em carne. O método utilizando CL-EM-EM foi capaz de
detectar antibidticos em niveis de concentragdo mais baixos que o ensaio microbiolégico e também foi capaz de determinar a
identidade de cada antibi6tico presente, o que ndo foi possivel no ensaio microbiolégico. Com este método, também foi
possivel determinar quantitativamente os antibidticos abaixo dos niveis de tolerancia estabelecidos por lei (Fagerquist, 2005).

Outro método de determinagdo de B-lactamas (amoxilina e ampicilina) em leite e carne bovina foi descrito por
Bogialli et al., no qual foi adicionado as amostras um padrao interno (penicilina V) e, posteriormente, realizada a extracdo por
disperséo da matriz em fase solida com eluicdo utilizando agua aquecida. Depois de ajustado o pH do extrato, este foi filtrado e
analisado por CL-EM-EM utilizando coluna de fase reversa C18 no sistema cromatogréfico, IEN e varredura MSR.

Os autores observaram um entupimento parcial da coluna de guarda C18 utilizada no sistema cromatografico, o que
foi atribuido a presenca de sais insolGveis em agua nos produtos de extracdo do figado e dos rins bovinos. Mesmo assim o
método apresentou boa precisdo, exatiddo e LD < 1 ug kg- para ambos os analitos nas matrizes avaliadas (Bogialli, 2004).

Matabudul et al.desenvolveram um método para a determinacdo simultanea de antibi6ticos ion6foros (lasalocide,
monensina, narasina e solinomina) em figado de animais de diferentes espécies e em leite, previamente extraidos com
acetonitrila e por EFS utilizando cartuchos de silica e analisados por CL-EM-EM utilizando IEN no modo positivo e varredura
MRM. Os antibiéticos ion6foros complexam com céations (K+, Na+, Ca2+ e Mg2+) e sdo lipossollveis.

A voltagem da IEN para obtencdo de ions produto [M+Na]+ foi ajustada utilizando solugdes de padrdes dos
agrotoxicos dissolvidos na FM (acetonitrila, metanol, tetraidrofurano, agua e &cido trifluoracético 67:10:10:13:0,1 v/v). Néo
foram observados interferentes nos espectros e recuperagdes semelhantes foram obtidas para as diferentes matrizes, de forma
que foi possivel considerar o método desenvolvido robusto e versatil. Como o tempo de preparo das amostras neste método foi
menor que 3 h, ele pode ser empregado na analise de mais de 40 amostras por dia (Matabudul et al., 2001).

Andersen et al. desenvolveram um método para determinacdo de algumas tetraciclinas, antibiticos veterinarios
também utilizados em aquacultura, em amostras de camarao e leite integral usando CLAE, com detec¢do por ultravioleta e a
confirmacdo do residuo por EM e EM-EM. As amostras de leite e camardo foram extraidas adicionando-se &cido succinico e,
em seguida, foi realizada uma etapa de limpeza por EFS. O espectrdmetro de massas, um triplo quadrupolo usando IEN no
modo positivo, foi ajustado para realizar a varredura no modo MSR, de maneira que foi possivel confirmar a presenca do
residuo de trés tetraciclinas (tetraciclina, oxitetracilina e clorotetraciclina) em concentragdes entre 25 e 400 ng g-L

Nicolich et al. desenvolveram um método para determinagdo de cloranfenicol em leite por LC-EM-EM no modo

MRM, com IEN e utilizando padrdo interno marcado isotopicamente (deuterado- D5). O cloranfenicol é um antibidtico de

8


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i5.15419

Research, Society and Development, v. 10, n. 5, e47910515419, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i5.15419

largo espectro que é capaz de causar doencas sanguineas fatais em seres humanos. Além disso, ndo é possivel estabelecer um
limite para a presenca de seus residuos e de seus metabdlitos nos alimentos que garantam a seguranga dos consumidores, ou
seja, 0 LMR do cloranfenicol ndo pode ser determinado. Desta maneira, 0 uso do cloranfenicol em animais geradores de
alimentos é proibido em diversos paises, inclusive no Brasil.

As amostras de leite foram fortificadas com o padréo interno e submetidas a extracdo liquido-liquido com acetato de
etila e uma solucéo de acido férmico (10 mmol L-1). A separagdo cromatografica foi realizada empregando-se uma coluna
cromatografica Varian Pursuit em combinacdo com uma coluna de guarda Varian MetaGuard e, como FM, foram utilizadas
solugdes de 0,1% de acido formico em agua e 0,1% de &cido férmico em acetonitrila. A curva analitica foi obtida utilizando-se
0 branco da matriz fortificado com solucdes de padrédo de cloranfenicol. O método desenvolvido apresentou limite de decisao
de 0,05 ng mL-! e capacidade de deteccdo de 0,09 ng mL-%, os quais foram calculados a partir das curvas analiticas, assim
como boa exatiddo e precisdo, de forma que este método pode ser aplicado no monitoramento do cloranfenicol em amostras de
leite obtidas em supermercados brasileiros (Nicolich et al. 2006).

Mottier et al. realizaram a determinacédo quantitativa de quatro metabdlitos de nitrofurano (furaltadona, furazolidona,
nitrofurantoina e nitrofurazona) em carne por CL-EM-EM com IEN, utilizando padrdes internos marcados isotopicamente. Os
nitrofuranos sdo utilizados como aditivos em racdo animal para o tratamento profilatico e terapéutico de doencas causadas por
bactérias e protozoarios e alguns deles foram proibidos na Europa por serem mutagénicos e carcinogénicos. As amostras foram
primeiramente extraidas com acetato de etila e, em seguida, foram submetidas a uma etapa de limpeza por EFS para posterior
injecdo no sistema CLAE, no qual foi utilizado gradiente linear para eluigdo dos analitos em fase reversa.

Heller et al. realizaram a quantificacdo de residuos de sulfonamidas (sulfacetamida, sulfacloropiridazina, sulfadiazina,
sulfadimetoxalina, sulfadimetoxina, sulfagUanidina, sulfamerazina, sulfametazina, sulfametiazol, sulfametoxazol,
sulfametoxipiridazina, sulfamonometoxina, sulfanilamida, sulfapiridina, sulfatiazol e sulfisoxazol) em ovos por CLAE com
deteccdo ultravioleta e confirmacdo por EM-EM.

As amostras foram extraidas com acetonitrila, seguida de uma etapa de limpeza por EFS utilizando um cartucho de
C18. Os analitos foram separados por CLAE em fase reversa (coluna C18) utilizando eluicdo por gradiente, ionizag&o por IEN
e deteccdo por EM-EM em um espectrometro de massas “ion-trap”. Os ions moleculares protonados foram isolados e
dissociados para obtengdo do espectro de massas a partir da varredura de todos os ions produtos (Heller, 2002).

A anélise de quatro 5-nitroimidazois (dimetridazol, ipronidazol, metronidazol e ronidazol) e seus correspondentes
metabdlitos hidroxilados em ovos, ovos processados e carne de frango foi realizada por Mottier et al. utilizando CL-EM-EM e
padrdes internos marcados isotopicamente. Os 5-nitromidazdis sdo antibidticos de uso veterindrio suspeitos de serem
carcinogénicos e mutagénicos em seres humanos. Estes compostos sdo metabolizados rapidamente e alguns de seus
metabolitos sdo carcinogénicos e mutagénicos em certas espécies de animais, dai a importancia de se monitorar ndo s6 os
antibioticos, mas também seus metabdlitos.

As amostras de ovos foram fortificadas com padrdes internos dos analitos deuterados e depois submetidas a extracao
com acetonitrila e posterior etapa de limpeza por EFS. As amostras de carne foram também fortificadas com os padrdes
internos deuterados, mas foram extraidas com acetato de etila e apenas filtradas ap6s a extragdo, antes de serem injetadas no
cromatografo. No sistema cromatogréfico foi utilizada a eluicao por gradiente linear em fase reversa para separar os analitos. O
espectrdometro de massas, um triplo quadrupolo, foi ajustado a0 modo MRM para o monitoramento de duas transi¢des para
cada 5-nitroimidazol e seus correspondentes padrfes internos. Os analitos foram ionizados por IEN no modo positivo (Mottier,
2006).
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3.6 Aplicacéo de CL-EM-EM e CG-EM-EM na determinacgéo de toxinas em alimentos

Chen et al. desenvolveram um método para determinagdo de aflatoxinas em leite liquido e em pd, utilizando EFS com
alta vazdo e CL-EM-EM. As aflatoxinas sao metabdlitos secundarios da Aspergillus flavuse, Aspergillus parasiticus, sendo
encontradas freqlientemente em cereais contaminados e frutas secas. A aflatoxina B1 (AFB1) € a que possui maior toxicidade,
uma vez que pode causar cancer de figado quando um individuo é exposto por longo tempo a esta toxina, principalmente
quando se tratam de pessoas com hepatite B. O principal metabdlito da AFB1 é a aflatoxina M1 (AFML1), que é menos
carcinogénica que AFB1 e pode ser encontrada na urina, sangue, leite e 6rgdos internos de animais infectados.

O desenvolvimento de uma metodologia para determinacdo de azaspiracide em mariscos por CL-EM-EM foi
realizado por Draisci et al. A azaspiracide € uma toxina responsavel por casos de intoxicagdo de seres humanos resultante do
consumo de mariscos na Europa. Este analito foi extraido de mexilhdo utilizando acetona e, a seguir, foi submetido a analise
cromatografica usando uma microcoluna C18 (fase reversa) e ecluigdo isocratica, a uma vazdo de 30 pul min-1, com
acetonitrila:agua (85:15 v/v) contendo 0,03% de acido trifluoracético. A toxina foi ionizada numa interface IEN operando no
modo positivo, sendo gerada somente, como ion precursor, a molécula protonada. Por DIC, em um triplo quadruplo, o ion
precursor foi dissociado em trés ions produto, [M+H-nH20]+ com n = 1-3, os quais foram identificados utilizando MSR. Com
o método desenvolvido foi possivel obter boa linearidade no intervalo de concentragdo entre 0,1 e 1 pg mL-! (padronizagdo
externa) e LQ instrumental consideravelmente menor que o limite obtido em ensaios bioldgicos.

Rundberget e Wilkins realizaram a determinagdo de micotoxinas do Penicillium (acido micofenolitico,
chaetoglobosina B, griseofulvina, penitrem A, roquefortine C e verruculogena) em alimentos utilizando LC-MS-MS. Os
autores ressaltaram que, devido a grande toxicidade das micotoxinas do Penicillinum, hé a necessidade do uso de técnicas de
analise com as quais se consiga atingir baixos limites de detecgéo.

Lau et al. desenvolveram um procedimento para a determinacdo de micotoxinas da Alternaria (alternariol e monometil
éter alternariol) em sucos de frutas e bebidas alcodlicas por CLAE-UV, CL-EM e CL-EM-EM. Estas micotoxinas sdo
apontadas como possiveis causadoras de cancer no es6fago de seres humanos.

Outro trabalho de determinacéo de micotoxinas em alimentos foi realizado por HAUBL et al., que utilizaram CL-EM-

EM para determinacdo de dioxinivalenol em milho, empregando um padréo interno marcado isotopicamente (3C).

3.7 Aplicagdo de CG-EM-EM e CL-EM-EM a determinacéo de substancias toxicas geradas durante o preparo dos
alimentos

Hoenicke et al. realizaram a analise de acrilamida em diferentes tipos de alimentos utilizando CL-EM-EM e CG-EM-
EM. Atribui-se a presenca de acrilamida em alimentos a reacdo de Maillard, que é responsavel pelos sabores e coloracdo
“marrom” caracteristicos de alimentos fritos e assados. Segundo os autores, 0 monitoramento da presenca de acrilamida em
alimentos se faz necessaria por ser considerada um composto potencialmente carcinogénico. Nesse trabalho foram utilizadas
duas técnicas de extracdo, sendo que uma delas foi realizada com iso-hexano, seguida por uma etapa de purificagdo com
hexacianoferrato de potassio e sulfato de zinco (precipitacéo de Carrez).

Na outra técnica, a extracdo foi feita com agua em banho de ultra-som, seguida de purificacdo empregando a
precipitacdo de Carrez e uma etapa de extracdo com acetato de etila. Segundo os autores, 0 uso da precipitacdo de Carrez para
purificacdo da amostra permitiu que mais de 60 amostras fossem preparadas por dia. Porém, esta etapa foi insuficiente para
purificar amostras de matrizes muito complexas, como café soluvel e cacau, dai a necessidade de se realizar uma etapa “extra”

de extracdo. Esta etapa adicional foi capaz de eliminar as interferéncias espectrais.
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A analise por CL-EM-EM foi realizada utilizando IEN no modo positivo e um triplo quadrupolo ajustado para
obtencdo dos espectros por MRM. No sistema cromatografico foi empregada eluicdo por gradiente utilizando como fase movel
uma mistura de acetonitrila: cido acético 1% em fase reversa (coluna LiChrospher 100 CN), numa vazéo de 0,7 mL min-t. No
sistema CG-EM-EM o cromatografo a gas foi acoplado a um triplo quadrupolo, sendo utilizada a 1Q para ionizacdo do analito
no modo positivo e MSR para obtencdo dos espectros de massas. Com CL-EM-EM foi possivel obter um LD de 10 pug kg-1 e
com CG-EM-EM, o LD foi de 5 ug kg-* (Hoenicke, 2004).

Outro trabalho visando a determinacdo de acrilamida em alimentos por CL-EM-EM foi realizado por Bermudo et al.
Para isso foi empregado um espectrometro “ion-trap” e a ionizagdo do analito foi realizada no modo positivo por IQPA. No
sistema cromatografico foi utilizada fase reversa e uma FM com 100% de agua, a uma vazdo de 0,3 mL min-1. Antes da etapa
de extracdo foi adicionado as amostras um padréo interno de acrilamida marcada isotopicamente para posterior quantificagéo.
A extracdo foi feita com agua, por agitacdo e, em seguida, a limpeza foi realizada por EFS.

O método desenvolvido por Bermudo et al. foi aplicado a 30 amostras de alimentos coletadas em supermercados de
Barcelona e quando a acrilamida estava presente nas amostras em concentragfes inferiores ao LD de 45 ng g-1, obtido
utilizando o “ion-trap”, empregava-se um triplo quadrupolo ajustado ao modo de varredura MRM para efetuar a determinacéo.
Os maiores teores de acrilamida foram encontrados em batatas fritas (500 a 9250 ng g-%).

Zhang et al. determinaram acrilamida em alimentos infantis a base de cereais por CL-EM-EM, empregando, para isto,
um triplo quadrupolo e ionizacdo por IEN no modo positivo. A gordura presente nas matrizes analisadas foi extraida com éter
de petréleo e, em seguida, a extracéo foi realizada com uma solucdo aquosa de cloreto de sodio (2 mol L-1) e acetato de etila. A
etapa de limpeza do extrato foi realizada por EFS. Antes de serem submetidas a extracdo, as amostras receberam a adicao de
um padrdo interno de acrilamida marcada isotopicamente, com o objetivo de verificar a ocorréncia de perdas durante o pré-
tratamento da amostra e tambeém para seu emprego na quantificacdo, uma vez que as curvas analiticas foram obtidas pela razdo
entre a area do pico cromatogréfico da acrilamida ndo marcada e a marcada presente nos padrdes utilizados. Apos a validacéo,
0s autores concluiram que o método desenvolvido € seletivo, preciso e robusto e pode ser empregado na determinacéo de
acrilamida em baixos niveis de concentragdo em alimentos (LQ de 3 pg kg-1).

Andrzejwski et al. otimizaram um método para determinagdo de acrilamida em café soltvel, pronto e em grdos por
CL-EMEM. Foi adicionado padréo interno marcado isotopicamente (13C) as amostras para sua posterior extracdo com agua,
seguida de uma etapa de limpeza por EFS, com colunas Oasis HBL. A analise por CL-EM-EM foi realizada em fase reversa no
sistema cromatografico, empregando-se uma coluna Synergi Hydro-RP, com particulas de 4 um. Foi usada eluigéo isocratica,
com fase movel de 0,5% de metanol em &gua, acoplado a um triplo quadrupolo com ionizagéo por IEN e varredura MRM.

Gracas ao emprego de um padrdo interno estavel, os autores puderam observar a perda do sinal da acrilamida apds
sucessivas injecdes do extrato de café. Este problema pode ser solucionado ajustando-se a temperatura da coluna. Foi também
observada a presenca de interferentes co-extraidos nos cromatogramas obtidos, porém, estes sinais ndo interferiram no sinal da
acrilamida ou do padrdo interno gracas & boa resolugdo cromatografica obtida. O método desenvolvido apresentou boa

linearidade e possibilitou verificar a presenca de acrilamida em diversas marcas populares de café (Zhang, 2005).

4. Consideracdes Finais

O uso da cromatografia abrange muitas areas do conhecimento, e suas funcionalidades sdo inumeraveis. Os trabalhos
envolvendo essas técnicas multiplicam-se dia a dia, o que torna dificil acompanhar sua evolugao nas diferentes areas.

Na medicina veterinaria, apesar do uso estar relatado em diferentes &reas, seu emprego esta restrito a area toxicologica
e na deteccdo de contaminantes de alimentos de origem animal. Mesmo na &rea toxicoldgica a quantidade de trabalhos que
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utilizam diretamente a cromatografia é restrita, sendo que grande parte destes utiliza-a de forma isolada, e descrevendo como o
método cromatografico foi utilizado, o que muitas vezes torna dificil a reprodutibilidade da metodologia.

Apesar da grande utilidade da cromatografia, os equipamentos empregados nas técnicas mais modernas tém alto custo
e demanda de pessoal especializado para opera-los. Assim 0 uso dessas técnicas fica restrito, e muitas vezes ha a
impossibilidade de realiza-las, e por vezes, diagnosticos toxicoldgicos ndo podem ser estabelecidos com precisdo.

As técnicas cromatograficas mais comumente acopladas a espectrometria de massas sdo a cromatografia gasosa e a
cromatografia liquida de alta eficiéncia. A combinacdo com outras técnicas de separacdo, como a eletroforese capilar, a
cromatografia em camada delgada e a cromatografia de permeacdo em gel é possivel, mas usada com menor frequéncia.

Debates em andamento na area de seguranga alimentar, sugerem para o futuro préximo, a adocao da espectrometria de
massas de alta resolucdo como padréo para a geragdo de dados por laboratorios acreditados, credenciados e recomendados por

ela nessa area.
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