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RESUMO
REsSuUMO

Neste trabalho s&o relatados procedimentos detalhados na validacdo intralaboratorial de
métodos quantitativos e qualitativos de determinacdo multirresiduo de medicamentos
veterinarios em alimentos. Uma nova metodologia de extracdo e clean up foi desenvolvida,
denominada Extracdo Liquido-Liquido com Répida Particdo a Baixa Temperatura (ELL-
RPBT). Além disso, adaptacdes do procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap,
Effective, Ruged and Safe) foram efetuadas com a finalidade de abranger a extracdo de
residuos de medicamentos veterinarios em matrizes complexas como tecidos, leite e racéo.
Tais procedimentos utilizam as técnicas analiticas Cromatografia Liquida de Alta e Ultra
Eficiéncia acopladas a Espectrometria de Massas Sequencial. Os procedimentos de validacdo
estdo em conformidade com protocolos nacionais e internacionais, sendo investigados o0s
seguintes parametros: linearidade, efeito de matriz, seletividade, veracidade, precisao
(repetitividade e precisdo intermediaria), limites de deteccdo e quantificacdo, limites de
decisdo (CC,), capacidade de deteccédo (CCp) e incerteza expandida. A aplicabilidade dos
procedimentos propostos foi demonstrada na validacdo de cinco métodos quantitativos:
determinacdo de 15 sulfonamidas em figado suino, determinacdo multirresiduo (27
medicamentos veterinarios) em leite bovino; determinacdo multirresiduo (21 medicamentos
veterinarios) em carne de frango, determinacdo multirresiduo (32 medicamentos veterinarios)
em pescado Sparus aurata e determinagdo de 13 sulfonamidas em rac¢do animal; e um método
qualitativo: determinacdo multirresiduo (37 medicamentos veterindrios) em mdsculo suino.

Todos os métodos validados apresentam adequacao para seus respectivos propositos de uso.

Palavras chave: analise multirresiduo, medicamentos veterinarios, extracdo liquido-liquido
com rapida particdo a baixa temperatura, QUEChERS, CL-EM-EM, CLUE-EM-EM
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ABSTRACT

This work reports the house validation of quantitative and qualitative methods for
multiresidue determination of veterinary drugs in foods. A new method for extraction and
clean up has been developed and it was named Liquid-Liquid Extraction with Fast Partition at
Very Low Temperature (LLE-FPVLT). In addition, refinements of the QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Safe and Ruged) procedure were introduced in order to cover the
extraction of residues of veterinary drugs in complex matrices such as tissues, milk and
animal feed. These procedures use the analytical techniques High Performance or Ultra
Efficiency Liquid Chromatography coupled to Tandem Mass Spectrometry. The validation
procedures are in accordance with national and international protocols, and the parameters
investigated were: linearity, matrix effect, selectivity, accuracy, precision (repeatability and
intermediate precision), limits of detection and quantification, limits of decision (CCa),
detection capacity (CCP) and expanded uncertainty. The applicability of the proposed
procedures was demonstrated in the validation of five quantitative methods: determination of
15 sulfonamides in porcine liver, multiresidue determination (27veterinary drugs) in bovine
milk; multiresidue determination (21 veterinary drugs) in chicken, multiresidue determination
(32 drugs veterinarians) in fish Sparus aurata and determination of 13 sulfonamides in animal
feed, and a qualitative method: multiresidue determination (37 veterinary drugs) in porcine

muscle. All methods demonstrated to be suitable for their purpose of use.

Keywords: Multiresidue analysis, veterinary drugs, liquid liquid extraction with fast partition
at very low temperature, QUEChERS, HPLC-MS/MS, UPLC-MS/MS
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CAPITULO 1: RELEVANCIA E OBJETIVOS




Capitulo 1 Relevéncia e objetivos

1.1 Importancia das anélises de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos

Desde 1950, um grande nimero de medicamentos veterinarios vem sendo utilizado por
produtores e médicos veterinarios no tratamento de doencas infecciosas, a fim de melhorar a
salde dos animais destinados ao consumo humano, e/ou como suplementos alimentares
atuando como promotores de crescimento para a producgédo intensiva de seus produtos [1].
Entretanto, o uso abusivo de tais substancias na criacdo destes animais pode conduzir a
presenca destes compostos nos alimentos, podendo causar efeitos adversos a saide humana.
Os efeitos toxicos nos seres humanos incluem, por exemplo, problemas auditivos
(estreptomicina), reacdes alérgicas, bem como podem causar choque anafilatico em
individuos sensiveis [2]. Outro risco a ser considerado é a ingestdo de alimentos
contaminados por gestantes, tendo em vista que alguns medicamentos, como nitrofuranos e
tetraciclinas, possuem efeitos teratogénicos que podem levar a alteragdes no desenvolvimento
fetal. Além disso, a exposicdo prolongada aos residuos de antibidticos pode resultar no
aumento da resisténcia bacteriana [3-5].

A resisténcia bacteriana emerge como um problema mundial de satde publica atraindo
a atencdo de 6rgdos governamentais nacionais e internacionais como a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a Organizagdo Mundial de Sadde (OMS). Em 2010, por
exemplo, um caso de bactéria mutante resistente a varios antibidticos, inicialmente registrado
na India e Paquistio, chegou ao Reino Unido através de ingleses que foram & india para se
submeterem a cirurgias estéticas e tratamentos médicos. A bactéria era uma forma mais
resistente da Escherichia coli e podia levar a morte por pneumonia ou infecgdo urinéria e teria
sido contraida pela 4gua [6]. Casos de contaminagdo também foram registrados em 2011. Em
maio deste ano, uma “superbactéria” (Escherichia coli entero-hemorrégica - EHEC) provocou
a contaminacdo e morte de varias pessoas na Alemanha, espalhando-se para outros paises
como Holanda, Suécia e Reino Unido. Os sintomas incluiam dores abdominais, nduseas e
vomitos, com possibilidade de febre. Num estagio mais avancado, a pessoa evacuava sangue
e, num caso muito agudo, os rins ficavam comprometidos e pararam de funcionar.
Autoridades sanitarias alemas indicaram que brotos de vegetais cultivados em uma pequena
area agricola em Bienenbdittel, na Alemanha, foram os responsaveis pela disseminagdo da
bactéria [7]. Em setembro de 2011, um foco de listeriose matou 13 pessoas e infectou outras 72
nos Estados Unidos. A doenca foi provocada pela bactéria Listeria monocytogenes. Esse
microorganismo foi encontrado em meldes contaminados na fazenda Jensen Farms, localizada na

cidade de Granada, no estado de Colorado. Com sintomas parecidos com os de gripe, a listeriose
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pode causar dores musculares e febre. A doenca é mais grave em gravidas que podem perder o
bebé ou a crianca pode nascer com meningite. Além disso, idosos, recém-nascidos e adultos com o
sistema de defesa comprometido sdo mais susceptiveis aos efeitos adversos provocados pela
bactéria [8].

Sendo assim, o monitoramento de residuos de medicamentos veterindrios em
alimentos é muito importante e visa, principalmente, a protecdo do consumidor. Desta forma,
importantes 6rgdos como o Codex Alimentarius, da Comunidade Europeia, Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos, assim como outros Orgaos, tem estabelecido
Limites Maximos de Residuos (LMR) em diversos tecidos de animais e leite. E importante
ressaltar que residuos abaixo do valor do LMR s&o considerados como seguros. Além do
ponto de vista sanitario, preocupacdes do ponto de vista econdmico sdo constantes, pois
sancbes econdmicas e barreiras alfandegarias podem inviabilizar a comercializacdo de
alimentos entre paises.

Desde os anos 90, o Brasil vem se destacando no setor do agronegécio. O superavit da
balanca comercial brasileira tem sido um importante fator de estabilizacdo econémica para o
pais nos ultimos anos, pois tem garantido um fluxo importante de dolares que reduz a
necessidade de investimentos estrangeiros diretos ou endividamento. Alguns dos produtos que
mais contribuiram para o aumento da participacdo do Brasil no comércio mundial foram as

commodities agropecuarias (Figura 1.1).
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Figura 1. 1 Evolugdo das Exportagbes Agricolas Brasileiras 1999-2010
Fonte: AgroStat Brasil, a partir dos dados da Secex/MDIC. Elaboracéo:
CGOE/DPI/SRI/Mapa [9].
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Apo6s a crise de 2009, as exportacOes agricolas brasileiras apresentaram forte
recuperacdo, suplantando em 2010 a cifra recorde de 2008 em US$ 58,4 bilhdes. As vendas
externas de produtos agricolas cresceram 16,4% em relacdo a 2009, atingindo o valor recorde
de US$ 63,8 bilhdes (Figura 1.1) [9].

Os trés principais setores em termos de montante exportado em 2010 (complexo soja,
complexo sucroalcooleiro e carnes) foram responsaveis por 70% das exportacdes agricolas

brasileiras (Figura 1.2). Esse percentual vem se mantendo praticamente estavel desde 2004

[9].
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Figura 1.2 Dados de exportacdes agricolas do Brasil por setores (2010) - Legenda: 1 - complexo soja, 2 -
complexo sucroalcooleiro, 3 — carnes, 4 - café, 5 - fumo e seus produtos, 6 - cereais, farinhas e preparagdes, 8 -
sucos de fruta, 9 - frutas (inclui nozes e castanhas), 10 — fibras e 13, 11 - animais vivos (exceto pescados), 12 -
demais produtos de origem vegetal, 13 - demais produtos de origem animal, 14 - produtos alimenticios diversos,
15 - cacau e seus produtos, 16 — bebidas e pescados, 17 - cha, mate, especiarias e lacteos, 18 - produtos
oleaginosas (exceto soja), 19 - ragBes para animais, 20 - produtos horticolas, 21 - leguminosas, raizes e
tubérculos e 22 - produtos apicolas

Fonte AgroStat Brasil, a partir dos dados da Secex/MDIC. Elabora¢do: CGOE/DPI/SRI/Mapa [9].

O ano de 2010 demonstrou um periodo em que os paises em desenvolvimento (China,
Asia, Oriente Médio, Africa, Russia e a Associacdo Latina Americana de Integracio) se
firmaram como o principal destino das exportagdes agricolas brasileiras, sendo responsaveis
por mais de 60% das exportacdes. Isso ocorreu, em parte, devido a lenta recuperacao
econbmica dos paises desenvolvidos, que foram epicentro da crise. Ainda em 2011,
verificam-se reflexos dessa crise em paises com alto grau de endividamento na Europa e

mesmo nos Estados Unidos. Sendo assim, entre 2008 e 2010, a participacdo dos paises
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desenvolvidos nas exportacbes agricolas brasileiras diminuiu 9,3% e entre 2004 e 2010
regrediu 16,7%, sendo tais paises responsaveis por absorver 34,5% de todo o comércio
agricola do Brasil. Somente a Unido Europeia teve a sua participacdo reduzida em mais de 13
pontos percentuais nos ultimos seis anos, seguida pelos EUA (-2,1%) e pelo Japéo (-0,6%). A
Figura 1.3 mostra dados das exportacdes agricolas brasileiras de 2010 segundo paises, blocos

e regibes geogréficas [9].
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Figura 1.3 Dados de exportacdes agricolas brasileiras segundo paises, blocos e regiGes geograficas (2010) —
Legenda: 1 — Uni&o Europeia, 2- China, 3 — Asia (exceto Oriente Médio, Jap&o e China), 4 — Oriente Médio, 5 —
Africa — (exceto Oriente Médio), 6 — RUssia, 7 — Associa¢do Latino Americana de integracdo (exceto
MERCOSUL), 8 — EUA, 9 — Japdo, 10 - MERCOSUL, 11 — Canadé e 12 — Outros

Fonte AgroStat Brasil, a partir dos dados da Secex/MDIC. Elaborag¢do: CGOE/DPI/SRI/Mapa [9].

Diante deste contexto, nos ultimos anos, o Brasil vem encontrando uma série de
restricdes sanitarias e burocraticas. No final de 2005 e inicio de 2006 a Russia anunciou
embargo as exportacOes brasileiras de carne bovina e produtos lacteos, apds a ocorréncia de
focos de febre aftosa no Mato Grosso do Sul e no Parana [10]. Em 2006, houve banimento
das exportacdes de mel para a Unido Europeia (UE), depois que uma delegacdo europeia, em
novembro de 2005, constatou a persisténcia de falhas no sistema de monitoramento de
residuos de antibidticos no mel brasileiro, ja apontadas por outra missdo técnica em 2003
[11]. Em 2008, a carne bovina brasileira apresentou novas dificuldades de exportacdo quando
a UE decidiu impor restricdes as fazendas que forneciam gado para abate para exportacéo da
carne por questdes de controle sanitario. Em 2010, os exportadores apresentaram dificuldades

sanitérias nos Estados Unidos e UE, além de questfes comerciais com a Russia e o 1ra [12].
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1.2 Importéancia das anélises de residuos de medicamentos veterinarios em racgdes

O uso profilatico dos antibioticos como promotores de crescimento nas racdes é
praticado desde os anos 1950, pois viabiliza a producdo intensiva de alimentos derivados de
produtos de origem animal. A melhoria no desempenho destes animais é observada,
provavelmente, devido ao controle de microorganismos ndo identificados e moderadamente
patogénicos que residem no trato gastrointestinal, promovendo melhoria na eficiéncia
alimentar, além de seu efeito positivo sobre a reducdo na mortalidade e morbidade devido a
infeccBes clinica e subclinica e, consequentemente, melhorando a performance reprodutiva
[13].

Recentemente, o uso de aditivos antimicrobianos passou a ser visto como fator de risco
a saude humana, pois a presenca de residuos de antimicrobianos em carne, ovos e leite tem
sido comprovada. Além disso, a inducdo de resisténcia cruzada a bactérias patégenas para
humanos também tem sido observada. Desta forma, restricbes e novas regulamentagdes
guanto ao uso de antibidticos e quimioterapicos na alimentacdo animal vem sendo
reformulados. Na Unido Europeia, por exemplo, desde janeiro de 2006 foi banido o uso de
qualquer antimicrobiano promotor de crescimento na produgé@o animal, sendo permitido o uso

de antibidticos e quimioterapicos somente com finalidade curativa [13].

1.3  Objetivos

Diante do exposto, este trabalho tem por objetivo desenvolver novas metodologias de
extracdo e clean up e aplica-las na validacdo de métodos de analise multirresiduo de drogas
veterinarias em diferentes matrizes utilizando a técnica Cromatografia Liquida acoplada a

Espectrometria de Massas Sequencial (CL-EM/EM).

1.3.1 Objetivos especificos

Desenvolver e validar métodos para:
(1) Analise quantitativa de 15 sulfonamidas em figado suino;
(2) Analise quantitativa de 27 medicamentos veterindrios pertencentes as classes:
tetraciclinas, sulfonamidas, benzimidazdis, quinolonas e beta-lactamicos em leite

bovino;
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(3) Andlise qualitativa de 37 medicamentos veterindrios pertencentes as classes
tetraciclinas, sulfonamidas, benzimidazois, quinolonas e beta-lactdmicos em musculo
suino;

(4) Anélise quantitativa de 21 medicamentos veterinarios pertencentes as classes
quinolonas, sulfonamidas, macrolideos, benzimidazdis, avermectinas, e diamino-
derivados em amostras de carne de frango.

(5) Analise quantitativa de 32 medicamentos veterinarios pertencentes as classes
avermectinas, benzimidazois, diamino-derivados, imidazoltiazois, macrolideos,
penicilinas, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas em amostras de peixes Sparus
aurata, também conhecido pelo nome vulgar “dourada”.

(6) Analise quantitativa de 13 sulfonamidas em racdo animal.

Deste modo, esta tese € composta por quatro capitulos. Na Revisdo Bibliogréfica sdo
apresentadas informacOes relevantes: (1) dos compostos estudados, (2) das legislacGes
vigentes que estabelecem os limites maximos de residuos (LMR) de contaminantes em
alimentos, (3) das principais técnicas analiticas empregadas em analises, (4) dos principais
procedimentos de extracdo e clean up realizados em amostras de alimentos e (5) validacéo de
métodos analiticos. No capitulo Desenvolvimento e Validacdo de Métodos de Andlise séo
descritos: (1) os procedimentos analiticos desenvolvidos e validados e (2) apresentacdo e
discuss@o de resultados. No ultimo capitulo “Consideragfes Finais” se faz um fechamento

dos trabalhos apresentados no corpo da tese.
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2.1 Medicamentos veterinarios

Medicamento veterinario é qualquer substancia aplicada ou administrada a qualquer
animal tanto com fins terapéuticos, como profilaticos ou de diagndstico, ou para modificar as
fungBes fisiologicas, de comportamento ou como promotor de crescimento, no caso de
animais destinados ao consumo humano [14]. Dentre estes, pode-se destacar 0s

quimioterapicos, antibidticos e agentes antiparasitarios.

2.1.1 Quimioterapicos

Quimioterapicos sdo compostos quimicos sintéticos que exercem acdo seletiva sobre
organismos ou células invasoras patogénicas. Segundo o Regulamento 37/2010/CE [15], os
quimioterapicos que apresentam limites méximos de residuos (LMR) estabelecidos sdo as

sulfonamidas e os diamino derivados.

2.1.1.1 Sulfonamidas

As sulfonamidas (Tabela 2.1) compreendem um grande grupo de compostos sintéticos
com propriedades antibacterianas derivados do p-aminobenzeno-sulfonamida. Elas sdo
amplamente usadas para fins profilaticos e terapéuticos em animais destinados ao consumo
humano. Além disso, sulfonamidas atuam como substancias promotoras do crescimento.
Entretanto, residuos destes compostos em alimentos sdo motivo de preocupacgdo, devido ao
seu carater carcinogénico e a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos
nos seres humanos. Embora estes compostos possam ser utilizados na medicina humana
contra uma grande variedade de micrdbios, seu principal uso é destinado ao tratamento de
infeccdes do trato urinario [16, 17].

As sulfonamidas sdo antagonistas’ metabdlicos competitivos do &cido p-amino
benzdico (antimetabdlitos do PABA), interferindo, desta forma, na sintese do 4cido folico® e

consequentemente do DNA.

Tabela 2.1 Informacdes quimicas referentes as sulfonamidas consideradas nesta tese

! Antagonistas sio compostos quimicos que se ligam a determinados receptores neurol6gicos, porém sem ativa-
los. Eles impedem os compostos que o ativariam de se ligarem.

2 0 4cido félico, também conhecido como vitamina B9 ou vitamina M, é uma vitamina hidrossolavel pertencente
ao complexo B, necessaria para a formacao de proteinas estruturais e hemoglobina.
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Analito, formula
molecular e massa
molar

Férmula estrutural

Analito, formula
molecular e massa
molar

Férmula estrutural

Sulfacetamida
CgH1oN,0O3S
214,24 g mol™

Sulfacloropiridazina
C1oHgCIN,O,S
284,74 g mol™

Sulfadiazina
C10H10N402S
250,28 g mol™

Sulfadimetoxina
C12H14N404S
310,33 g mol™

Sulfadoxina
C12H14N404S
310,33 g mol™

Sulfafenazol
Ci5H14N405S
314,36 g mol™

Sulfaguanidina
C7H10N4OZS
214,24 g mol™

Sulfamerazina
C11H12N4OZS
264,31 g mol™
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Sulfametazina®
C12H14N4OZS
278,32 g mol™

Sulfametizol
CoH10N40O,S
270,33 g mol™

Sulfametoxazol
C10H11N303S
253,31 g mol™

Sulfametoxipiridazina
C11H12N403S
280,32 g mol™

Sulfanilamida
CeHsN,0,S
172,21 g mol™

Sulfaquinoxalina
C14H12N40,S
300,37 g mol™

Sulfisoxazol
CllHISNSOSS
267,30 g mol™

Sulfatiazol
C9H9NSOZSZ
255,32 g mol™
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2.1.1.2 Diamino derivados

Trimetoprima (Tabela 2.2) é um diamino devirado que atua como um inibidor da
diidrofolato redutase®. E um agente anti-infeccioso utilizado predominantemente no

tratamento de infecgGes do trato urinario e respiratorio.

¥ Também pode ser identificada como sulfadimidina.
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Tabela 2.2 Informagdes quimicas referentes a trimetroprima

Analito, formula molecular e massa molar Férmula estrutural
. . NH, |
Trimetoprima N o
C14H1gN4O3 P _
-1 H,N N (0)
290,32 g mol :

2.1.2 Antibiéticos

Em 1929, Fleming publicou, em suas observagdes, a acdo inibitoria do Penicillium
notatum no crescimento de estafilococos. Sua descoberta ndo teve aplicacdo préatica imediata,
pois foi incapaz de isolar a penicilina e produzir bons rendimentos. Esta tarefa coube a Florey
e Chain, dez anos depois [18]. Desde entdo, o desenvolvimento de farmacos eficientes no
combate as infecg¢Oes bacterianas revolucionou o tratamento médico, ocasionando a reducéo
dréastica da mortalidade causada por doencas microbianas [19]. Em 1961 eram conhecidos 513
antibidticos, 4076 em 1972, 7650 em 1985 e atualmente ao redor de 8.000 [20].

Antibioticos sdo drogas com capacidade de interagir com microorganismos mono ou
pluricelulares que causam infecgdes no organismo. O termo antibi6tico tem sido utilizado de
modo mais restrito para indicar substancias que atingem bactérias, embora possa ser utilizado
em sentido mais amplo (contra fungos, por exemplo). Ele pode ser bactericida, quando tem
efeito letal sobre a bactéria ou bacteriostatico, se interrompe a sua reproducdo ou inibe seu

metabolismo [21].

2.1.2.1 Beta-lactamicos

Os antibioticos B-lactdmicos (Tabela 2.3) compreendem vérias classes de compostos
como monobactamas, cefalosporinas e as penicilinas. Estes antibidticos tem em comum o anel
lactdmico de quatro membros. Ligados a este anel, as penicilinas tem um anel adicional de
cinco membros e as cefalosporinas um anel de seis membros. Monobactamas consistem em
um anel lactdmico sozinho e exibe atividade antibidtica.

As penicilinas s&o amplamente utilizadas devido a sua elevada atividade

antimicrobiana contra organismos gram-positivos e gram-negativos. Por causa de seu uso na

* Diidrofolato redutase é uma enzima que reduz o acido diidrofdlico a acido tetraidrofélico, utilizando NADPH
como doador de elétrons.
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medicina veterinaria para o tratamento de infecgdes bacterianas, a analise de seus residuos em
produtos de origem animal é um tema extremamente importante [16, 17].

O mecanismo de acao destes antibidticos consiste em inibir a sintese da parede celular
do microorganismo, através da inibicdo da sintese do peptidoglicano®. Tais compostos se

ligam e inibem enzimas (proteinas ligadoras de penicilina) envolvidas na transpeptidaco

(ligacdo-cruzada) do peptidoglicano [22].

Tabela 2.3 Informagdes quimicas referentes aos beta-lactamicos considerados nesta tese

Analito, formula Analito, formula
molecular e Férmula estrutural molecular e Foérmula estrutural
massa molar massa molar
Ampicilina U o Oxacilina e S
I | s
CisH19N30,S ijj e C1oH1sN305S ‘ —jj Non,
349,42 g mol™ Me /TN T oo 401,44 g mol™ o7 N coon
Cefazolina 1™ ccont— S Penicilina G oo
C14H14N804S% N/ 0/ N\g\CHzS s ch; C16H18NZOAS1 QCHZCONH N . Chy
454,50 g mol’ con 1T 334,40 g mol 0; Co0H
Cloxacilina com s Penicilina V wou o
j\ - / ¢ 1
Ci19H18CIN3O5S \ ;N H‘;OOH C16H1sN205S @OCHZCONH U
435,88 g mol* Moy, © 350,39 g mol* 0 coon
Naficilina O HoH s Benzatina® ”Q
C21H2»N,058 ' CONTE \ CHs Ci6H20N; ©AN/\/N
414,48 g mol™* e © “CooH 240,34 g mol™ .
,Hs

2.1.2.2 Quinolonas

Quinolonas e fluoroquinolonas (Tabela 2.4) pertencem a um grupo de antibioticos

sintéticos derivados do acido nalidixico. Os compostos foram inicialmente aplicados no

> O peptidoglicano, também conhecido como mureina, é um heteropolissacarideo ligado a peptideos presentes na
parede celular de procariontes.

% Embora nao seja uma penicilina, a benzatina é uma diamina usada como um componente em alguns
medicamentos como benzatina benzilpenicilina (penicilina G) e benzatina fenoximetilpenicilina (penicilina V).
Ela estabiliza a penicilina e prolonga a sua permanéncia quando injetada nos tecidos.
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tratamento de infec¢bes do trato urinario, mas agora tem uma aplicacdo de amplo espectro
para o tratamento de doencas humanas e veterinarias [16, 17].

As quinolonas inibem a topoisomerase Il, uma DNA-girase, impedindo o enrolamento
das fitas de DNA para formar a dupla-hélice da bactéria. Com a inibicdo da duplicacdo e da
transcricdo do DNA nédo h& sintese proteica. Portanto, tem efeito bactericida. Para muitas
bactérias gram-positivas (S. aureus), a topoisomerase 1V é a atividade principal inibida pelas
quinolonas. Em contrapartida, para muitas bactérias gram-negativas (E. coli), o principal alvo

das quinolonas é a DNA-girase [21].

Tabela 2.4 Informac@es quimicas referentes as quinolonas consideradas nesta tese

Analito, formula Analito, formula
molecular e massa Férmula estrutural molecular e massa Foérmula estrutural
molar molar
CH3CH, o o
Enrofloxacina @ Y Marbofloxacina ; L
CroHz2FN;O; Y Ci7HigFNiOs g
359,40 g mol’ .  coon 362,37 g mol’ P UIRUN
(0]
.
Flumequina
C14H1,FNO3 N\ -
261,26 g mol™ Ho AN

2.1.2.3 Macrolideos

Os macrolideos (Tabela 2.5) consistem em um anel de lactona, de varios membros, ao
qual se ligam um ou mais desoxi-glicois. Sdo produzidos por varias cepas de Streptomyces e
sdo utilizados na préatica veterinaria contra bactérias gram-positivas, mas também em seres
humanos contra varias doencas infecciosas [16, 17].

Os macrolideos se ligam de forma reversivel a por¢do 50S do ribossomo e inibem a
sintese proteica atuando sobre a translocacdo. Sua acdo pode ser bactericida ou
bacteriostatica, dependendo da concentracédo, da fase e do tipo de microorganismo [21].
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Tabela 2.5 Informagdes quimicas referentes aos macrolideos considerados nesta tese

Analito, formula Analito, formula
molecular e massa Férmula estrutural molecular e Férmula estrutural
molar massa molar
CHs
|- CH,
. .. NN i o
Clindamicina H/ a Tilmicosina
C18H33C|N205S o 9—o C46H80N2013
424,98 g mol™ oH 869,15 g mol™
S

Eritromicina Tilosina

C37H67N013 C46H77Nol7
733,92 g mol™ 916,10 g mol™

Lincomicina

C1gH34N206S -
406,54 g mol™

2.1.2.4 Tetraciclinas

As tetraciclinas (Tabela 2.6) sdo antibidticos produzidos por diversas espécies de
Streptomyces e algumas sdo semissintéticas. Estes compostos recebem essa denominacgédo
devido a sua estrutura quimica policiclica, formada por quatro anéis. Sdo amplamente
utilizados na medicina veterinaria para tratar doencas infecciosas devido ao seu amplo
espectro de acdo e também como aditivos alimentares [16, 17]. Possuem carater anfotero e
propriedades quelantes complexando-se com ions bi e trivalentes como ferro, célcio,
magnésio e aluminio. As tetraciclinas agem inibindo a sintese de proteina dos
microorganismos através da ligacdo aos ribossomos, impedindo a fixacdo do RNA
transportador a0 RNA mensageiro. Com essa acdo, as tetraciclinas impedem o crescimento

dos microorganismos atuando como bacteriostaticas [21].
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Tabela 2.6 Informagdes quimicas referentes as tetraciclinas consideradas nesta tese

Analito, formula
molecular e
massa molar

Férmula estrutural

Analito, formula
molecular e
massa molar

Férmula estrutural

Clorotetraciclina
C22H23N,ClOg
478,88 g mol™

Doxiciclina
C22H24N208
444,40 g mol™

Oxitetraciclina
C22H24NZOQ
460,43 g mol™

Tetraciclina
C22H24N208
444,40 g mol™

2.1.3 Agentes antiparasitarios

Antiparasitarios constituem um grupo de medicamentos usados no tratamento de

parasitoses causadas por nematddeos, céstodos e trematddeos e por infecces por protozoarios

e amebas [23].

2.1.3.1 Benzimidazois

Benzimidazdis (Tabela 2.7) sdo compostos organicos heterociclicos aromaticos que

consistem na fusdo do anel benzénico e do imidazol.

Tabela 2.7 Informacdes quimicas referentes aos benzimidazdis considerados nesta tese

Analito, formula Férmula estrutural

molecular e massa

Analito, formula
molecular e massa

Férmula estrutural

molar molar
Fenbendazol . 0; Tiabendazol H
C15H13N302~Q{1 ©\ /@[ \}H ° Ci1oH7N3S . C[@—{j
299,35 g mol s N 201,25 g mol
Oxfendazol N Oyo/
C15H13N305S ©\5/©:N\>7H -
315,3 g mol* i H
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S&o largamente utilizados em uma ampla gama de culturas como agentes anti-
helminticos para o tratamento de infecces parasitarias e/ou como fungicidas sistémicos para
o controle pré-colheita de doencas e deterioracdo pos-colheita durante o armazenamento e
transporte [24]. Os benzimidazéis ligam-se & p-tubulina’ livre, inibindo a sua polimerizacéo e,

assim, interferem na captagdo de glicose dependente de microttbulos [25, 26].
2.1.3.2 Imidazotiazdis

Os imidazotiazois, aqui representado por levamisol (Tabela 2.8), sdo potentes
inibidores estéreo-especificos da fumarato redutase® ou succinato desidrogenase® e, portanto,

diminuem o suprimento de energia celular, promovendo a contracdo e paralisia tonica da

mesma e subsequente eliminacdo do hospedeiro [26].

Tabela 2.8 Informac@es quimicas referentes ao levamisol

Analito, formula molecular e massa molar Formula estrutural
Levamisol
CuHiN:S =
204,29 g mol™

2.1.4 Substancias ativas frente a endo e ectoparasitos

Substancias ativas frente a endo e ectoparasitas sdo compostos ativos no combate a
endo e ectoparasitas. Endoparasitas sdo parasitas que vivem no interior do corpo do
hospedeiro, como € o caso das ténias (solitarias), lombriga, etc. J& os ectoparasitas séo
parasitas que se localizam nas partes externas dos hospedeiros, como por exemplo, a pulga,

carrapatos, etc.

" A tubulina é um dos varios membros de uma pequena familia de proteinas globulares. Os membros mais usuais
da familia da tubulina sdo a o-tubulina e a B-tubulina, que séo as proteinas que compdem os microttbulos.

® A fumarate redutase ¢ uma enzima gue converte o fumarato em succinato e € uma enzima importante no
metabolismo bacteriano como parte da respiracdo anaerdbica.

% A succinato desidrogenase ¢ uma flavoproteina ligada a membrana interna mitocondrial que intervém no ciclo
de Krebs e na cadeia respiratoria.

16


http://en.wikipedia.org/wiki/Carbon
http://en.wikipedia.org/wiki/Hydrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Nitrogen
http://en.wikipedia.org/wiki/Sulfur
http://pt.wikipedia.org/wiki/Parasita
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hospedeiro
http://pt.wikipedia.org/wiki/T%C3%AAnia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Microt%C3%BAbulo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima
http://pt.wikipedia.org/wiki/Fumarato
http://pt.wikipedia.org/wiki/Succinato
http://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Metabolismo_bacteriano&action=edit&redlink=1
http://pt.wikipedia.org/wiki/Respira%C3%A7%C3%A3o_anaer%C3%B3bica
http://pt.wikipedia.org/wiki/Flavoprote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Mitoc%C3%B4ndria
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_de_Krebs
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_de_Krebs
http://pt.wikipedia.org/wiki/Cadeia_respirat%C3%B3ria

Capitulo 2 Revisdo bibliogréafica

2.1.4.1 Avermectinas

Avermectinas, aqui representada por emamectina (Tabela 2.9), sdo lactonas
macrociclicas quimicamente relacionadas e naturalmente produzidas a partir do Streptomyces
avermectilis. Possuem alta atividade antiparasitaria, aliada a dosagens Unicas e extremamente
baixas, administradas via oral ou injetavel. Causam a paralisia de nematodeos e artrépodes

susceptiveis, devido a inibicdo do neurotransmissor acido gama-aminobutirico [27].

Tabela 2.9 Informacdes quimicas referentes a emamectina

Analito, formula molecular Férmula estrutural
€ massa molar

Emamectina B, - R=CH;
Emamectina
C49H75N013

886,12 g mol™ !

=}

Emamectina By, - R=CH,CHj;

2.2 Legislacdo

Se por um lado o uso de medicamentos veterinarios promove a prevencao e controle de
enfermidades nos rebanhos, aumentando a produtividade e gerando excedentes exportaveis,
por outro, consequéncias desastrosas podem ser obtidas. Tais consequéncias estdo
relacionadas, principalmente, a0 mau uso dos produtos veterinarios licenciados no Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), e/ou devido ao uso de produtos nédo
licenciados, diminuindo, portanto, a eficacia e promovendo violagdes nos programas de
controles de residuos.

E importante ressaltar que, segundo a norma NBR 1SO 22000 [28], o termo “seguranga
de alimentos” descreve aspectos relacionados a inocuidade, ou seja, os alimentos ndo devem
consistir em vias de exposicdo a perigos que possam causar danos a saude, sejam eles

bioldgicos, fisicos, quimicos ou condi¢do do alimento. Entre 0s perigos quimicos existentes,
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destacam-se os residuos de medicamentos veterinarios, que podem representar um risco, caso
ndo sejam observadas as boas praticas veterinarias, seja em funcdo do uso exagerado e/ou
indevido ou do ndo cumprimento dos periodos de caréncia, entre outros fatores [29].

Sendo assim, como mencionado anteriormente, o controle de tais residuos em
alimentos destinados ao consumo humano sdo extremamente importantes e necessarios. Por
esta razdo, Orgdos internacionais tem estabelecido legislacbes que tentam minimizar esta
problematica. A seguir sdo apresentados: um apanhado das funcbes de importantes comités
internacionais, como o Codex Alimentarius; um breve historico da legislacao brasileira no que
condiz a seguranca alimentar; e finalmente, um breve comentério da legislacdo europeia, a
qual apresenta um alto grau de rigor no ambito de seguranca alimentar, além da Europa se
constituir em um dos principais mercados das commodities brasileiras (Figura 1.3, Capitulo
1).

2.2.1 Codex Alimentarius

A Comissdo do Codex Alimentarius foi criada em 1963 pela FAO (Food and
Agriculture Organization) e pela WHO (World Health Organization) para desenvolver
normas alimentares, diretrizes e textos relacionados, tais como codigos de prética sob o
Programa Conjunto FAO/WHO de Normas Alimentares. Os principais objetivos deste
Programa sdo proteger a saude dos consumidores, garantir praticas justas de comércio e
promover a coordenacdo de todas as normas alimentares acordadas por organizagoes
internacionais governamentais e ndo governamentais. A publicacdo do Codex Alimentarius
tem como finalidade orientar e promover o desenvolvimento e estabelecimento de definicdes
e requisitos aplicaveis aos alimentos para facilitar sua harmonizacéo e, desta forma, facilitar o
comeércio internacional [30].

A Comissdo do Codex Alimentarius desempenha um papel crucial ao estabelecer um
centro de coordenacdo e um forum de carater internacional para manter um didlogo
documentado sobre questdes relacionadas aos alimentos. A Comissdo prepara textos
acreditados para a gestdo da inocuidade dos alimentos e prote¢do dos consumidores, baseada
no trabalho técnico de pessoas especializadas e organizagdes envolvidas em alimentos e areas
afins. Os paises, por sua vez, tem introduzido uma legislagdo alimentar em seus territorios,
baseadas no Codex, estabelecendo ou reforgando os organismos de controle dos alimentos na

vigilancia e no cumprimento de tais regulamentos [30].
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O Codex Alimentarius oficialmente cobre uma gama consideravel de alimentos
processados, semi-processados ou in natura, mas grande parte da atencdo tem sido dada a
alimentos que sdo destinados diretamente aos consumidores, como frutas, verduras, carnes,
entre outros. Além dos padrdes para alimentos especificos, o Codex Alimentarius contém
padrbes gerais cobrindo assuntos como o rétulo de alimentos, a higiene alimentar, aditivos
alimentares, residuos de contaminantes (agrotoxicos, medicamentos veterinarios, entre outros)
e procedimentos de avaliacdo da seguranca de alimentos derivados da biotecnologia moderna.
Também contém orientacGes para o tratamento de sistemas de inspecdo e certificacdo

alimentar oficiais na importacao e exportacao [30].

2.2.2 Brasil

As atividades de Vigilancia Sanitaria (VS) de alimentos no Brasil datam do século
XVI, mas somente em 1950, através da Lei n° 1.283 [31], estabeleceram-se atribuicdes e
competéncias relacionadas a produtos de origem animal. Em 1979, para se controlar os
residuos de substancias de uso na agropecuaria, bem como de poluentes ambientais em
produtos de origem animal, criou-se, através da Portaria n® 86/79 [32], o Programa Nacional
de Controle de Residuos Bioldgicos em Carnes (PNCRBC) do Ministério da Agricultura. A
Portaria n° 86 foi revogada em 1986 pela Portaria n® 51 [33], instituindo o Plano Nacional de
Controle de Residuos Bioldgicos em Produtos de Origem Animal (PNCRB), e adequada mais
tarde pela Portaria n°® 527/95 [34]. Em 1999, o PNCRB foi denominado “Plano Nacional de
Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal — PNCR” através da Instrucdo
Normativa (IN) n° 42 [35], que revogou a IN n° 3/99 [36], cuja finalidade era promover a
melhoria da produtividade e da qualidade dos produtos colocados a disposi¢do da populacédo
brasileira e proporcionar & nacdo condicfes de se adequar as regras do comércio internacional
de alimentos, preconizadas pela Organizagdo Mundial do Comercio (OMC) e 0rgéaos
auxiliares como a FAO e WHO. Este plano regulamenta os procedimentos para o
monitoramento e a investigacdo dos niveis de residuos e contaminantes nos setores de carne,
mel, leite e pescado.

Em 2005, com o decreto n°® 5.351 [37], houve uma reestruturacdo do MAPA e a
criagdo do Departamento de Fiscalizagdo de Insumos Pecuarios (DFIP), dentro da Secretaria
de Defesa Agropecuaria (SDA), com a responsabilidade de inspecionar e fiscalizar os
produtos de uso veterinario e 0s destinados a alimentacdo animal. Baseada nesse decreto, foi

instituida a Coordenacdo de Controle de Residuos e Contaminantes (CCRC), para
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implementar e monitorar os programas relacionados ao controle de residuos e contaminantes
em produtos agropecudrios. Em 2007 o PNCR passou a se chamar Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) sendo que a cada ano sdo publicadas
instrucdes normativas referentes as drogas a serem pesquisadas e seus respectivos LMR e
resultados obtidos. Neste mesmo ano, 0 PNCR dividiu-se em subprogramas de acordo com o
produto de origem animal, sendo os seguintes: Programa de Controle de Residuos em Carne
(PCRC), Programa de Controle de Residuos em Mel (PCRM), Programa de Controle de
Residuos em Leite (PCRL) e Programa de Controle de Residuos em Pescado (PCRP) [35].
Posteriormente acrescentaram-se ao nome dos programas as palavras: nacional e
contaminante. O primeiro programa a ser consolidado foi o da carne, pois o Brasil tinha um
sistema de producdo de carne voltado para a exportacdo na época da criacdo da legislacéo;
posteriormente o0s outros programas foram colocados em prética.

Em 2000, a ANVISA instituiu um Grupo de Trabalho (GT) sobre medicamentos
veterindrios em alimentos [38]. Dois programas de monitoramento foram delineados: o
Programa Nacional de Controle de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
Expostos ao Consumo (PAMVet) e o Programa Nacional de Monitoramento e Controle de
Resisténcia Microbiana em Alimentos de Origem Animal Expostos ao Consumo (PREBAF).
O GT sugeriu ainda a implementacdo de uma comissdo técnica interministerial para avaliar o
potencial impacto a salde humana decorrente do uso de medicamentos veterinarios, o
desenvolvimento de iniciativas para a execucdo de programas de farmacovigilancia e
farmacoepidemiologia, a promocao de acOes educativas voltadas para a adesdo e aplicagéo
das boas préticas veterinarias e o incentivo a realizagdo de pesquisas cientificas sobre residuos
de medicamentos veterinarios e resisténcia microbiana. Quanto ao monitoramento de
residuos, a Resolu¢cdo RDC n° 119/03 [39] criou o Programa de Analise de Residuos de
Agrotdxicos em Alimentos (PARA). Apesar de ter iniciado suas atividades em 2002, o
PAMVet so foi oficialmente instituido em setembro de 2003 pela RDC n° 253 [40].

2.2.3 Unido Europeia

Tendo em vista a protecdo da saude publica, em 1990 foi publicado um Regulamento
(CEE) 2377/90 [41] para constituir um processo comum para o estabelecimento de LMR de
medicamentos  veterindrios nos alimentos de origem animal. As substancias
farmacologicamente ativas foram, com base na avaliacdo cientifica da sua seguranca,

classificadas em quatro anexos: anexo | (substancias para as quais se encontrava estabelecido
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um LMR), anexo Il (substancias para as quais ndo era necessario estabelecer um LMR),
anexo Il (substancias para as quais foi estabelecido um LMR provisério) e o anexo IV
(substancias para as quais ndo foi possivel estabelecer um LMR, devido ao fato de os residuos
das substancias constituirem um risco para a saude humana, independentemente do valor
desse limite). Em 2009 foi publicado o Regulamento (CEE) 470/2009 [42] que estabelece um
processo comunitério para o estabelecimento de limites méximos de residuos de substancias
farmacologicamente ativas nos alimentos de origem animal, revogando o Regulamento (CEE)
2377/90.

Em 1996, foi publicada uma diretiva 96/23/CE [43] relativa as medidas de controle a
aplicar a certas substancias e aos seus residuos em animais vivos e respectivos produtos. Este
documento classifica as substancias antibacterianas, dentre outras, como pertencentes ao
grupo de medicamentos veterinarios e contaminantes (grupo B). Em 2002, foi publicada a
Decisdo 2002/657/CE [44] que d& execucdo ao disposto na Diretiva 96/23/CE do Conselho,
relativamente ao desempenho de métodos analiticos e a interpretacdo de resultados.

Em 2010, foi publicado um novo regulamento 37/2010 [15] cuja finalidade foi integrar
essas substancias farmacologicamente ativas e sua respectiva classificacdo no que diz respeito
aos LMR, levando em consideracao a possibilidade de administra-las a animais produtores de
géneros alimenticios. Além disso, a informacéo existente sobre a classificacdo terapéutica foi
adicionada. Todas as substancias foram listadas em ordem alfabética num anexo Unico em
dois quadros separados: um para as substancias permitidas, enumeradas nos anexos I, 1l e 111
do Regulamento (CEE) 2377/90, e outro para as substancias proibidas, constantes do anexo
IV do mesmo regulamento. Nao foram incluidos os LMR provisérios para substancias
farmacologicamente ativas estabelecidas no anexo 111 do Regulamento (CEE) 2377/90 e cujo

prazo de vigéncia ja tenha expirado.

2.3 Preparo de Amostra

Os alimentos, entre outras matrizes bioldgicas, contém varios componentes que podem
interferir e tornar a analise mais complexa. Desta forma, faz-se necessario um pré-tratamento
dessas amostras (extracdo, purificacdo e pré-concentragcdo) para que possam ser obtidas em
um meio apropriado e em concentracdes adequadas para a sua inje¢cdo no sistema CL-
EM/EM. Atualmente, vérios procedimentos de extracdo e clean up sdo utilizados em
alimentos, como Extracdo Liquido-Liquido (ELL) [45], Extracdo Soxhlet [46], Extracdo em
Fase Soélida (EFS) [47], EFS dispersiva (d-EFS) [48], Dispersdo da Matriz em Fase Solida
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(DMFS) [49], Extracdo Acelerada com Solvente (EAS) [50], Extracdo com Solvente
Pressurizado (ESP) [51], Extracdo por Fluido Supercritico (EFS) [52], Extracdo QUEChERS
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe) [53] cujo codinome significa Facil, Rapido,
Seguro, Efetivo, Robusto e Seguro e Extracdo Liquido-Liquido com Particdo a Baixa
Temperatura (ELL-PBT) [54]. Entretanto, a escolha do melhor procedimento deve levar em
consideracdo a praticidade, custo, toxicidade dos solventes, etc.

2.3.1 Extracdo Liquido-Liquido com Particdo a Baixa temperatura (ELL-PBT)

Goulart et al. [55, 56] adaptaram uma metodologia simples, para andlise de
deltametrina e cipermetrina em leite, baseando-se no método empregado por McCulley e
Mckinley [57] para analise de organoclorados em O6leo. Esta técnica denominada extracdo
liquido-liquido com particdo a baixa temperatura (ELL-PBT) consistiu na adicdo de
acetonitrila @ amostra em uma proporcdo de 2:1 (v/v). Com a adi¢do da acetonitrila é formada
uma fase liquida Unica contendo &gua e acetonitrila. A mistura formada pela fase liquida e o
material solido do leite € resfriada a -20 °C. Com o abaixamento da temperatura, o material
solido é aprisionado na fase aquosa congelada. A acetonitrila, de temperatura de
congelamento igual a -46 °C, permanece liquida e € separada facilmente. O novo método de
extracdo e clean up apresentou elevados indices de recuperacdo para os piretroides estudados
(>80%).

Atualmente, vérios trabalhos se baseiam no emprego desta técnica na extracdo de
diferentes compostos e clean up das mais variadas matrizes. Em 2007, um método de analise
de quatro piretroides em amostras de 4&gua utilizando-se ELL-PBT e andlise por
Cromatografia Gasosa com detector de Captura de Elétrons foi desenvolvido [58]. Neste
estudo, foi feito um planejamento fatorial para otimizagdo das melhores condigdes de
extracdo, sendo avaliado o efeito de trés fatores: proporcao entre volume de amostra e volume
de solvente extrator (acetonitrila), a adicdo de NaCl (para favorecer a extracdo dos analitos) e
o tempo de agitacdo. As condi¢Bes que proporcionaram melhores indices de recuperacao
foram: proporc&o amostra:acetonitrila 1:2 (v/v), concentracdo de NaCl igual a 0,020 mol L™ e
tempo de extragdo de 15 minutos. Neste trabalho, também foi avaliado o tempo minimo de
congelamento em freezer a -20 °C que foi de aproximadamente 6 horas. Os indices de
recuperacdo foram elevados (>80%) para todos os analitos e os limites de deteccdo e

quantificacdo foram bem baixos.
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Pinho et al. [59] propuseram o uso da técnica ESL-PBT (Extragdo Sélido Liquido com
Particdo a Baixa Temperatura) para extracdo de clorpirifés, k-cialotrina, cipermetrina e
deltametrina em amostras de mel. Neste trabalho, foram otimizadas a quantidade de amostra,
técnicas de homogeneizacdo, adicdo de florisil (uma segunda etapa de clean up) e a
composigdo da solugéo extratora. Foram testadas diferentes massas de mel, sendo observado
que o aumento da quantidade de amostra favorecia a recuperagédo, entretanto quando se
utilizou quatro gramas, o sistema bifasico (4 g de amostra: 8 mL de solucédo extratora) ndo foi
solidificado depois da etapa de congelamento (-20 °C). Foram testadas quatro composicoes de
solugdes extratoras (hexano/acetato de etila (4/4, v/v); acetonitrila/acetato de etila (4/4);
acetonitrila e acetonitrila/acetato de etila (6,5/1,5, v/v)), sendo que esta Ultima proveu o0s
melhores resultados, com recuperagdes acima de 70%. J& a mistura contendo hexano proveu
recuperacdes inferiores a 60%. As amostras de mel em solugdo aquosa formam emulséo
durante o passo de homogeneizacdo, prejudicando a recuperacdo dos analitos. Desta forma,
para minimizar este efeito foram testadas: agitacdo manual, ultrassom, agitacdo em vortex e
mesa de agitacdo. A agitacdo em vdrtex por 30 segundos apresentou melhores resultados. O
uso de uma segunda etapa de clean up foi importante para eliminacdo de interferentes. A
adicdo de um eletrélito (NaCl) aumentou a recuperacao em 20% para clorpirifés; entretanto, a
recuperacdo dos outros analitos foi ligeiramente inferior. O método otimizado foi aplicado em
11 amostras de mel de oito regides do estado de Minas Gerais, sendo encontrado residuo de
clorpirifés em duas amostras. Entretanto, as concentrac6es obtidas foram inferiores ao LMR
estabelecido para agrotdxicos em alimentos.

Marthe et al. [60] avaliaram a associa¢do da técnica de dispersdo de matriz em fase
solida e purificacdo (DMFS) e ESL-PBT para analise de piretroides (cipermetrina e
deltametrina) em manteiga. Foram avaliados diferentes sorventes (silica, florisil e Cyg), sendo
observado que a silica eliminava de forma mais efetiva a quantidade de interferentes e,
portanto, melhorando a resposta em termos de recuperacao, enquanto que Cig proporcionava
0s piores resultados. Além disso, foi verificada que uma proporgdo de amostra/sorvente (1:1,
p/p) forneceu melhores resultados. A adi¢do de agua (2,0 mL) & mistura extratora permitiu
que a matriz e o sorvente se congelassem de maneira mais homogénea, evitando a presenca de
material em suspensdo e, portanto, melhorando a resposta da analise cromatogréafica através
da eliminacdo de grande parte dos interferentes da analise. Foi testada a composicdo da
solugdo extratora (acetonitrila/acetato de etila nas proporgbes 6,5:1,5 e 6,0:2,0, v/iv) e

verificado que uma maior quantidade de acetato de etila proporcionava melhores
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recuperagdes. Entretanto, 2,0 mL foi a quantidade méxima de acetato de etila que pode ser
usada em 6,0 mL de acetonitrila de modo a obter uma fase unica.

Esta técnica apresenta muitas vantagens em relacdo aos métodos convencionais como
simplicidade, poucas etapas de execucdo e utilizacdo de pequenas quantidades de solventes
organicos. Entretanto, o tempo de analise é extremamente longo, pois demanda no minimo 6
horas de congelamento da fase aquosa, separando, desta forma, a fase organica contendo 0s
analitos. Este parametro compromete a abrangéncia da anélise, visto que em laboratorios de

rotina sdo necessarios métodos rapidos devido ao grande nimero de amostras.

2.3.2 QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)

Em 2003, Anastassiades et al. [61] com o objetivo de superar as limitacbes praticas
dos métodos de extragdo multirresiduos disponiveis na época, introduziram um novo
procedimento de preparo de amostras para extracdo de residuos de agrotoxicos denominado
QUEChERS que é o acronimo de (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe), cuja
traducdo significa rapido, facil, barato, efetivo, robusto e seguro. A metodologia QUEChERS
requer poucas etapas de manipulacdo da amostra, 0 que € muito importante, pois cada etapa
adicionada no processo de anélise é uma fonte potencial de erros sistematicos e aleatorios. O
método baseia-se no uso de sulfato de magnésio (MgSQ,) e cloreto de sodio (NaCl) para
extracao/separacao por salting out dos compostos de interesse e utilizacdo de extracdo em fase
solida dispersiva (d-EFS) para a limpeza das amostras [53, 62, 63].

Embora a primeira versdo do método tenha mostrado excelentes resultados para
centenas de agrotdxicos em dezenas de matrizes [61, 64, 65], experimentos posteriores
mostraram que alguns agrotdxicos tinham sua estabilidade e/ou recuperacdo aumentados em
funcdo do pH da matriz. Os autores originais do QUEChERS perceberam que um
tamponamento em pH-5 durante a extracdo permitia o equilibrio ideal para alcancar
recuperacdes suficientemente elevadas (>70%) para determinados agrotoxicos como
pimetrozina, imazalil e tiabendazol, independente da matriz [64, 65]. Lehotay et al. [65]
modificaram o método utilizando tampdo acetato, enquanto que Anastassiades et al. [64]
optaram por utilizar condi¢Ges mais brandas em termos de forca i6nica ao usar tampao citrato.

Vaérios trabalhos relatam o uso desta técnica na analise multirresiduo de agrotoxicos
em frutas e vegetais, entretanto seu uso em amostras de origem animal ainda é pouco
difundido. Stubbings e Bigwood [66] empregaram esta técnica na extragdo de 30

medicamentos veterinarios, pertencentes a seis classes diferentes (sulfonamidas,
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fluoroquinolonas, quinolonas, nitroimidazdis, iondforos e dinitrocarbanilidas) em carne de
frango. Neste trabalho foi feita uma avaliagdo criteriosa de solucdes extratoras, tampdes, sais
e sorventes para obtencdo de melhores respostas de extracdo e limpeza. O procedimento final
consistiu em uma etapa Unica de extracdao dos analitos com uma solucdo de acido acético 1%
em acetonitrila (v/v), adicdo de sulfato de magnésio anidro e uma etapa de limpeza com
extracdo em fase solida dispersiva utilizando-se sorvente bondesil NH,. J& para analise de
nitroimidazois, uma etapa envolvendo extracdo em fase solida, utilizando-se cartuchos de
troca catibnica, foi necessaria para diminuir as interferéncias de matriz na analise.

Frenich et al. [67] aplicaram a técnica para determinacdo de 10 micotoxinas
(Aflatoxina G2, Aflatoxina G1, Aflatoxina B2, citrinina, aflatoxina B1, ocratoxina A,
Beauvericin, Enniatin B1, Enniatin A1, Enniatin A) em amostras de ovos. Neste trabalho, a
composicdo da fase extratora, a presenca e auséncia de sais e etapas posteriores de limpeza,
como extracdo em fase solida, foram estudados. A extracdo final consistiu na adi¢cdo de uma
solucdo 1% de &cido acetico em metanol:agua (80:20, v/v), seguida por adi¢do dos sais sulfato
de sodio anidro e acetato de sddio e filtragdo com filtro nylon (0,20 pm). Os autores
verificaram que etapas posteriores de limpeza eram desnecessarias.

Villar-Pulido et al. [68] fizeram uso da técnica na analise simultanea de 13 residuos de
medicamentos veterinarios (cloreto de benzalcénio, etoxiquina, verde leucomalaquita, verde
malaquita, mebendazol, sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfametazina, sulfametizol,
sulfanilamida, sulfapiridina, sulfatiazol e trimetoprima) em camardes. Diferentes métodos de
extracdo e limpeza foram testados com base em um particionamento liquido dos analitos com
diferentes solventes de extracdo (1% de &cido formico em acetonitrila e &cido tricloroacético
20%), extracdo em fase solida (EFS) e dispersdo da matriz em fase solida. Dos quatro
procedimentos testados, 0 QUEChERS apresentou resultados mais satisfatorios em termos de
rendimentos de recuperacdo e menores interferéncias de constituintes da matriz. O método
final consistiu na adicdo de 10 mL de uma solucdo 1% de &cido acético em acetonitrila,
sulfato de magnésio e cloreto de sddio, seguido de uma limpeza com PSA. Uma etapa de

concentracgéo foi efetuada, seguida de uma filtragédo com filtros de PTFE de 0,45 pm.

2.4 Técnicas de analise

Nos ultimos anos, progressos importantes tem sido obtidos no campo da
Espectrometria de Massas (EM), visando atender, principalmente, os critérios de

detectabilidade e seletividade. Um espectrometro de massas pode ser entendido, via de regra,
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como um instrumento contendo uma fonte de ions, um analisador de massas e um detector
(Figura 2.1).

A fonte de ions é a parte do espectrometro responsavel pelo processo de ionizacao das
moléculas, ou seja, transformacao de moléculas neutras em ions. O analisador de massas, por
sua vez, é a parte do espectrometro responsavel pela separacdo dos ions de acordo com sua
razdo massa/carga (m/z), realizado através de aplica¢fes de campos elétricos e magnéticos. O
detector é a parte final de um espectrdmetro de massas, cuja funcdo é detectar os ions que
chegam até eles e amplificar o sinal. Os detectores funcionam pela conversdo dos feixes de

ions em sinais elétricos, que podem ser armazenados e traduzidos em imagens.

Fente de ions I - A“'::::::: o | - Detector I

Figura 2.1 Representacdo esquematica de um espectrémetro de massas

Geralmente, as técnicas espectrométricas sdo acopladas a sistemas de separacdo, como
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e Gasosa (CG). No passado, o
acoplamento da cromatografia liquida a espectrometria de massas era muito complicado,
devido a incompatibilidades relacionadas a vazao do eluente do sistema cromatografico com
relacdo a velocidade de bombeamento do sistema de vacuo e o projeto da fonte de ions do
espectrometro de massas. As vazles utilizadas em CLAE sdo relativamente grandes (da
ordem de 1,0 mL min™), de maneira que ndo é possivel bombear o eluente de um
cromatdgrafo a liquido diretamente para o interior da fonte do espectrdmetro de massas, que
opera a pressdes de cerca de 1,3 x 10™ Pa. Assim, uma das mais importantes funcées de uma
interface empregada em CLAE-EM é remover toda ou, pelo menos, uma parte significativa da
fase movel (FM). Além do problema existente com relacdo a vazao, os compostos que séo
separados por CLAE sdo relativamente pouco volateis e/ou sensiveis a temperatura, de
maneira que ndo é possivel ioniza-los utilizando as técnicas de ionizacdo que eram mais
comumente aplicadas na EM, como ionizagdo por impacto de elétrons. Desta forma, para o
acoplamento da CLAE a EM foi necessario o desenvolvimento de interfaces e de formas de
ionizagéo alternativas [69, 70].

Dentre as técnicas de ionizagdo que foram desenvolvidas para sistemas

cromatograficos liquidos podem-se citar as técnicas de ionizacdo a pressao atmosférica como
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Electrospray (ESI), que transfere ions do analito da fase liquida para a fase gasosa antes de
eles entrarem no analisador; a lonizacdo Quimica a Pressdo Atmosférica (APCI), que evapora
a amostra por meio de um nebulizador aquecido antes da ionizacao, a qual ocorre por meio de
uma descarga corona; e Fotoionizacdo a Pressdo Atmosférica (APPI) que é semelhante a
APCI, exceto que usa fétons para ionizar as moléculas do analito, aplicando, desta forma,
uma maior energia de ionizagdo. A escolha da técnica de ionizagdo depende da natureza
quimica de cada composto. Entretanto, atualmente séo disponibilizados no mercado
espectrometros de massas com as trés técnicas de ionizagdo citadas anteriormente, as quais
podem ser facilmente adaptadas antes das analises de acordo com as condicGes desejadas
[71].

No analisador de massas quadrupolar, os ions sdo separados de acordo com sua relacéo
massa/carga (m/z) baseados na estabilidade de suas trajetorias em um campo elétrico criado
por oscilacBes elétricas aplicadas nos cilindros metélicos (Figura 2.2). Um analisador de
massas quadrupolar consiste de quatro cilindros metalicos paralelos nos quais se aplicam uma
corrente elétrica do tipo DC (corrente continua) e um potencial RF (radio frequéncia)
alternante. Os ions produzidos na fonte de ionizacdo do instrumento sdo focalizados ao centro
da regido entre os quatro cilindros e atravessam o quadrupolo axialmente. A RF é variada para
que os ions de diferentes m/z obtenham uma trajetdria estdvel ao longo do quadrupolo

chegando ao detector, gerando assim um espectro de massas [70].

+ -
Fo?;:sde ‘ A P\/\/\ \/\/‘\/\/\ \J\—*'— Detector

e —4

Figura 2.2 Representagdo esquemdtica de um analisador de massas quadrupolar

O mecanismo de funcionamento pode ser explicado da seguinte forma: imagine dois
cilindros paralelos, onde séo aplicados um potencial fixo (DC) de polaridade negativa e uma
radio frequéncia oscilante, de modo que a radio frequéncia faga oscilar a polaridade dos dois
cilindros simultaneamente entre 0s modos positivo e negativo. Dois cations de m/z distintas,

por exemplo, 200 e 1000 sdo focalizados e forcados a atravessar esses cilindros pela regido
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central entre eles. A magnitude da carga é a mesma (+1), logo as forcas de atracdo e repulsdo
eletrostatica entre os ions e os cilindros sdo iguais para os dois cétions. Quando a RF faz com
que os dois cilindros tenham polaridade negativa os cations sdo atraidos em direcdo ao
cilindro, até 0 momento que a RF muda a polaridade dos cilindros para positivo. Quando isso
acontece, o cation de m/z 200, mais leve e &gil, faz a curva rapidamente e comeca a se afastar
do cilindro, enquanto que o cétion de m/z 1000, mais pesado e menos &gil, ndo consegue fazer
a curva e acaba colidindo com o cilindro. 1sso se repete até que o cation de m/z 200 atravesse
todo o quadrupolo e chegue ao detector. Este caso trata de um sistema simplificado de filtro
para massas baixas. Modificagcdes no tempo e na amplitude da RF e DC fazem o chamado
filtro para massas altas [72].

Os quadrupolos também sdo usados sequencialmente possibilitando a realizacdo de
estudos de fragmentacdo. Existe no mercado espectrometros do tipo triplo quadrupolo que
permitem a realizacdo de andlises sequenciais (EM"). Nestes dispositivos, trés quadrupolos
séo dispostos sequencialmente, como demonstrado na Figura 2.3.

Q1 q2 Q3

Figura 2.3 Representagdo esquematica de um triplo quadrupolo

O primeiro (Q1l) e o ultimo (Q3) quadrupolos operam ambos como um
filtro/selecionador de massas, isto €, os potenciais DC e RF operam normalmente, ja o
segundo quadrupolo (g2) opera apenas com a frequéncia RF. O g2 funciona como camara de
colisdo onde os ions precursores, selecionados de acordo com suas razées m/z no Q1, sdo
fragmentados por Dissociacdo Induzida por Colisdo (CID) ap6s colises sucessivas com um
gas inerte sob energia especifica. Otimizando o detector no modo Monitoramento Multiplo de
Reacdo (MRM), que consiste em trabalhar com os ions precursores e com 0s ions produtos,
selecionados em Q1 e Q3, respectivamente, gera-se um método confirmatério. Neste caso,

tem-se 0 que chamamos de transi¢do de razdo m/z especifica para o analito [70, 72].
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Desta forma, o emprego da técnica CL-EM/EM fornece informaces referentes ao
tempo de retencdo de cada composto, a obtencdo de duas ou mais transicbes que permitem
quantificar e confirmar o analito e elevada detectabilidade que permitem alcancar niveis de
confiabilidade em concordancia com os LMR estabelecidos [73]. Varios trabalhos tem sido
descritos na literatura e alguns exemplos séo citados a seguir.

Um metodo simples e répido foi desenvolvido para a analise simultdnea de
oxitetraciclina, tetraciclina, clorotetraciclina, penicilina G, ampicilina e naficilina em tecido
bovino e suino (musculo, figado e rim) usando a técnica CL-EM/EM [74]. A amostra foi
homogeneizada com agua, para extracdo dos analitos de interesse, seguida de uma ultra
filtracdo. O extrato foi injetado no equipamento utilizando fonte electrospray operada nos
modos positivo e negativo para tetraciclinas e penicilinas, respectivamente. A técnica analitica
foi utilizada no modo MRM, garantindo a seletividade do método. A recuperacdo obtida para
musculo, figado e rim de origem bovina e suina fortificada nos niveis 0,05 e 0,1 pg kg™ foi de
70-115%, com coeficiente de variacdo de 0,7 a 14,8% (n=5). O tempo de andlise, incluindo a
preparacdo de amostra e a determinacdo do analito, foi de 3 horas para cada amostra e o limite
de deteccdo para todos os antibi6ticos foi de 2 mg kg™. O método foi considerado satisfatdrio
para um rapido screening de residuos de tetraciclinas e penicilinas em tecido.

Outro trabalho foi desenvolvido para uma simples e rapida determinacdo e
quantificacdo de quatorze antimicrobianos de diferentes classes em leite: cinco B-lactamicos,
quatro sulfonamidas, trés tetraciclinas, um macrolideo e uma cefalosporina, utilizando CL-
EM/EM [75]. Esta técnica, também utilizada no modo MRM, permitiu a determinagdo dos
compostos na faixa de concentracdo de 0,75 e 9,77 pg L™, com curvas analiticas apresentando
coeficientes de linearidade maiores que 0,9960 e com tempo de analise menor que 10
minutos. O procedimento de extracdo e clean up consistiu basicamente da precipitacdo das
proteinas do leite com acetonitrila e estratégias de salting out. Em geral, os resultados de
recuperacdo foram de 65 a 125%, com valores estimados de desvio padréo relativo de 2,0 a
15%.

Uma eficiente metodologia para analise multirresiduo de 11 pB-lactamicos
(amoxicilina, ampicilina, cefazolina, cefalexina, desfuroilceftiofur-cisteina-disulfuro (DCCD),
cefapirina, dicloxacilina, cloxacilina, naficilina, oxacilina e penicilina G) em figado bovino
foi desenvolvida utilizando CL-EM/EM [76]. O método é baseado em uma simples extracdo
usando acetonitrila:agua (4:1, v/v), seguida por extracdo em fase dispersiva utilizando
sorvente Cig. A recuperacdo obtida para as amostras fortificadas foi de 87-103% para todos 0s

B-lactamicos, exceto para DCCD, que apresentou uma recuperacao de 60%.
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Uma répida metodologia para determinacdo multirresiduo de 42 agrotdxicos em
amostras de ch@, infusdo, e folhas para cha, utilizando a técnica CL-EM/EM foi desenvolvida
[77]. O método foi reprodutivel e validado nos niveis de 50 e 100 ng g*. As amostras foram
extraidas com uma mistura de acetato de etila:cicloexano (9:1, v/v) e os extratos submetidos a
uma etapa de limpeza através da técnica de extracdo em fase sélida dispersiva (d-EFS), na
qual uma mistura dos sorventes (amina priméria e secundaria (PSA), carbono preto
grafitizado e florisil) foi utilizada. As recuperacBes de todos 0s agrotoxicos permaneceram
entre 70 e 120% com estimativa de desvio padrdo relativo inferior a 15%. A curva analitica
apresentou boa linearidade que foi comprovada pelo coeficiente de determinacéo (r? > 0,99).
Estudos de efeito de matriz demonstraram a necessidade do uso de curvas matrizadas. Os
limites de quantificacdo (LQ) foram inferiores aos LMR estabelecidos para chas, como
recomendado pela Unido Europeia.

Um método para a determinacdo de cloranfenicol, enrofloxacina e 29 residuos de
agrotoxicos em leite bovino por CL-EM/EM foi desenvolvido [78]. Os analitos foram
extraidos a partir do leite com acetonitrila, sendo 0s extratos posteriormente submetidos a
uma etapa de limpeza por Extracdo em Fase Soélida (EFS), utilizando-se cartucho Cig. FoI
empregada uma fonte de ionizacdo electrospray utilizada no modo positivo ou negativo,
dependendo dos compostos. O método apresentou boa linearidade para todos os compostos
testados no intervalo de concentracdo estudado com coeficiente de correlacdo maior que
0,9910. Estudos de recuperacdo foram realizados em trés niveis de concentracdo (0,05; 0,10 e
0,19 mg kg™) e os resultados mostraram-se satisfatérios, com indices de recuperacéo entre 71
e 107%. A repetitividade também apresentou resultados aceitaveis com coeficientes de
variacdo (CV) inferiores a 13,7%. Os limites de quantificacdo para os analitos foram
estimados entre 0,03 e 14,5 pg kg™. O método proposto foi aplicado para a determinacéo dos
analitos em amostras reais e os resultados obtidos mostraram que residuos dos compostos:
fipronil, hexaflumuron, teflubenzuron, diflufenicdo e piperophos foram encontrados em
amostras de leite cru, entretanto em niveis inferiores aos LMR estabelecidos para estes
compostos.

Atualmente, muitos trabalhos tem utilizado a CLUE (Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia) acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial. Esta tecnologia ainda é bastante
recente e combina a utilizacdo de colunas recheadas com particulas de diametro menor que 2
KM e instrumentacdo que permite operar com altas pressdes da fase mével (6.000-15.000 psi),

0 que possibilita a diminuicdo significativa do tempo de anélise e, também, do consumo de
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solventes em comparacdo com a CLAE convencional [79]. A seguir é descrito um trabalho
que utiliza esta técnica.

Um método para a determinacdo simultanea de agrotoxicos e micotoxinas, totalizando
90 compostos, a partir de produtos organicos foi desenvolvido [80]. A extracdo dos analitos
foi feita empregando o método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)
que foi modificado pelo grupo de pesquisa, com a finalidade de obtencdo de melhores indices
de recuperacdo. O método foi baseado em uma Unica extracdo com acetonitrila acidificada,
seguido de particionamento com sais, evitando qualquer etapa de limpeza antes da
determinacdo por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas Sequencial. Estudos de validagdo foram realizados em pepino, trigo e vinho tinto
como matrizes representativas. As recuperac@es ficaram entre 70 e 120% (com precisao intra-
dia inferior a 20%) para a maioria dos compostos analisados, com exce¢do do picloram e
quinmerac. A precisdo inter-dias, foi menor que 24%. Limites de quantificacdo foram
inferiores a 10 ug kg™

2.5 Validacdo de métodos analiticos

Para garantir que um novo método analitico gere informacfes confidveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve ser submetido a uma avaliacdo denominada validacao.
No Brasil, os principais 6rgaos que regulamentam a validacdo de métodos analiticos sdo o
MAPA [81], a ANVISA [82] e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacéo e Qualidade
Instrumental (INMETRO) [83].

Os métodos validados podem ser quantitativos (fornecendo resultados de
concentracdo) ou qualitativos (indicando apenas a presenca ou auséncia dos analitos em uma
amostra). Geralmente, o objetivo principal de um método de andlise é quantificar, isto é,
determinar a concentragcdo de um determinado analito em uma amostra. Entretanto, quando se
tem uma normalizacdo em que limites de aceitabilidade sdo estipulados para determinados
compostos, métodos qualitativos (ou métodos de triagem) podem ser eficientemente
utilizados. A necessidade de decisdes rapidas e corretas, baseadas no uso de métodos de
triagem (que fornece apenas dois tipos de resposta contém ou ndo contém o analito), € uma
parte importante da atividade diaria de laboratorios analiticos. Os aspectos vantajosos de
métodos de triagem estdo relacionados a rapidez, baixo custo e simplicidade. Ensaios

microbioldgicos sdo amplamente utilizados para a triagem de drogas veterinarias em
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alimentos. Entretanto, sdo métodos pouco seletivos, pois ndo distinguem entre os membros de
uma classe de antibidticos [84].

Existem varias definicdes para a palavra validagdo: (1) comprovacdo, através do
fornecimento de evidéncia objetiva, de que 0s requisitos para uma aplicacdo ou uso
especificos pretendidos foram atendidos [85]; (2) processo com base em estudos de
laboratério sisteméticos através dos quais se evidencia que o método analitico possui
caracteristicas de desempenho adequadas para a aplicacdo que se deseja [86] e (3)
confirmacdo, mediante exame, e o fornecimento de provas cabais de que sdo respeitados 0s
requisitos especificos para uma determinada utilizagéo pretendida [44].

Embora ndo exista um consenso na definicdo da palavra, seu significado ¢é
extremamente claro, o qual consiste na determinacdo da qualidade do método analitico no
ambito de sua aplicacdo. Uma das formas de assegurar a aplicabilidade e o alcance do método
durante as operag@es de rotina de um laboratorio é estabelecendo os limites destes pardmetros
por meio da estimativa das figuras de mérito (caracteristicas de desempenho do método ou
parametros de validacdo). Tais pardmetros sdo os indicadores quantitativos do escopo e do
bom desempenho das técnicas e sdo descritas na literatura especializada (para métodos
quantitativos) como: especificidade e seletividade, faixa de trabalho e faixa linear de trabalho,
linearidade, sensibilidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo, veracidade, precisao,
robustez e incerteza de medicdo [87]. A decisdo 2002/657/CE ja aborda outros dois

parametros: limite de deciséo (CC,) e capacidade de detecgdo (CCp).

2.5.1 Especificidade e seletividade

Segundo a Decisdo 2002/657/CE [44] a especificidade € a capacidade de um método
distinguir a substancia a analisar de outras substancias. Ja a IUPAC (International Union of
Pure and Applied Chemistry) [88] e o Vocabulario Internacional Metrolégico (VIM) [86]
apresentam uma definicdo para seletividade que € a extensdo em que o método pode ser usado
para determinar certos analitos em uma mistura ou matrizes sem a interferéncia de outros

compostos semelhantes e ndo recomendam o termo especificidade.

2.5.2 Faixa de trabalho e faixa linear de trabalho

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentra¢Ges do analito ou

valores da propriedade no qual o método pode ser aplicado. Todo experimento de

32


http://www.iupac.org/dhtml_home.html
http://www.iupac.org/dhtml_home.html

Capitulo 2 Revisdo bibliogréafica

determinacdo da faixa de trabalho é iniciado pela escolha de uma faixa preliminar. A faixa de
trabalho deve cobrir a faixa de aplicagdo para a qual o ensaio vai ser usado e a concentracdo
mais esperada da amostra deve, sempre que possivel, se situar no centro da faixa de trabalho.
No limite inferior da faixa de concentracdo, o fator limitante € o valor do limite de
quantificacdo. No limite superior, os fatores limitantes dependem do sistema de resposta do
equipamento de medicdo. Dentro da faixa de trabalho pode existir uma faixa de resposta
linear e dentro desta, a resposta do sinal tera uma relacdo linear com o analito ou valor da
propriedade. A extensdo dessa faixa pode ser estabelecida durante a avaliacdo da faixa de
trabalho [83]. Esta faixa é preferencialmente requerida devido a facilidade proporcionada as
determinacGes analiticas. Segundo a International Conference Harmonization (ICH) [89], a
faixa de trabalho de um procedimento analitico é o intervalo entre a concentracao superior e
inferior do analito na amostra para os quais € demonstrado que o procedimento analitico tem
um nivel adequado de precisdo, veracidade e linearidade, devendo abranger a faixa de
aplicacdo para a qual o método vai ser usado.

Para estimar se 0s pontos experimentais se ajustam ou ndo a uma reta, calcula-se o

coeficiente de correlacdo que é dado pela Equacao 2.1.

_ T x)(y,y)} 2

1
{[Zi(xi'i)z][Zi(yi'y)z]} ’

Um minucioso estudo desta equagdo mostra que r pode variar em um intervalo
compreendido entre -1 < r < + 1, sendo que um valor de r -1 descreve uma correlagdo
negativa, enquanto que r +1 apresenta uma correlacéo positiva.

Muitos protocolos de validacdo apresentam valores minimos de r que devem ser
adotados como pardmetros, entretanto, uma prova estatistica (Equacdo 2.2) pode ser adequada
para verificar se o coeficiente de correlacéo é realmente significativo, considerando o nimero

de pares de valores usados em seu calculo.

_liy/@2)

N (2.2)

O valor de t calculado é comparado com o valor tabelado no nivel de significancia

desejado, usando uma prova t bilateral com n-2 graus de liberdade (n é igual ao numero de

33



Capitulo 2 Revisdo bibliogréafica

pontos da curva analitica). Neste caso, a hipotese nula € que ndo existe correlacdo entre x e y.
Se o valor de t calculado é maior que o valor de t tabelado, a hip6tese nula é rejeitada e,
portanto, se conclui que existe uma correlacéo significativa.

A quantificacdo requer que se conheca a dependéncia entre a resposta medida e a
concentragdo do analito. Desta forma, os resultados dos testes de linearidade devem ser
analisados por métodos estatisticos apropriados, por exemplo, pelo célculo de uma linha de
regressdo pelo Método dos Minimos Quadrados. Tais parametros podem ser obtidos por
padronizacdo interna ou externa e formulados como expressdo matematica usada para o

calculo da concentragdo do analito a ser determinado na amostra real [83, 89].
Método de regressao pelo método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO)

Uma vez que existe uma relacédo linear entre o sinal analitico (y) e a concentragdo (x), é
importante demonstrar o calculo da melhor reta, que passa através dos pontos experimentais,
cada um dos quais estd sujeito a um erro experimental. Embora existam algumas
controversias, assume-se que 0S erros experimentais se encontram apenas emy, e seleciona-se
uma reta que minimize os desvios entre 0s pontos experimentais de y e do valor de y
estimados. Como alguns desvios (tecnicamente conhecidos como residuos de y) sdo positivos
e outros negativos, é razoavel trabalhar com a soma dos quadrados dos residuos, de onde
deriva 0 nome regressdo pelo método dos minimos quadrados. A reta buscada se calcula
baseando-se no seguinte principio: a linha deve passar pelo “centro de gravidade” dos pontos
(%, ¥). Os parametros da reta, inclinacdo da reta e intercepto no eixo y, sdo calculados através

das EquacOes 2.3 e 2.4.

e 2l (xi-X)(y;-9)}
 ixX)?

(2.3)

a=y-bx (2.4)

E importante ressaltar que, neste caso, 0s erros sdo constantes em todos os pontos da
calibracdo (homocedasticidade).
Os erros aleatdrios nos valores do coeficiente angular e na ordenada que passa no

intercepto y s@o importantes e podem ser estimados a partir da Equacéo 2.5.
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Zi(yi's\’i)z
n-2

S

2.5)

Esta equacdo utiliza os residuos de y (y; — ¥;) onde os valores y; sdo 0s pontos sobre a
reta calculada, ou seja séo os valores de y ajustados ou estimados. O valor y; para um dado

valor de x pode ser calculado a partir da equacéo de regressdo. Depois de calcular sy /e pode-

se calcular os desvios padrdo do coeficiente angular e do intercepto em y de acordo com as

Equacdes 2.6 e 2.7.

Método de regressdo pelo método dos minimos quadrados ponderados (MMQP)

O ajuste da curva analitica pelo Método dos Minimos Quadrados Ponderados (MMQP)
deve ser feito nos casos em que a resposta instrumental € heterocedastica na faixa de
calibracdo, isto é, repetitividades diferentes, desvios-padrdo estatisticamente diferentes, nos
diversos niveis de concentracdo das solucbes de calibracdo. Neste caso, deve-se dar uma
ponderacdo adicional aqueles pontos em que 0s desvios Sd0 menores, ou Seja, € mais
importante que a reta calculada passe mais préxima dos pontos com menores erros
experimentais do que os pontos com maiores erros. Estes resultados podem ser facilmente
obtidos quando se da a cada ponto uma ponderagdo inversamente proporcional a variancia
correspondente (s%). Sendo assim, os pontos individuais se denotam por (X1,y1), (X2,y2), etc., e
0s correspondentes desvios padrdes sdo s, S, etc., e portanto, as ponderacfes individuais séo

W1, Wo, etc., dadas pela Equacéo 2.8.

— (2.8)
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A inclinacéo e a ordenada da origem s&o dadas pelas Equagdes 2.9 e 2.10.

XWXy, Xy Y

2 52

by,
2 Wi X{-nXy,

(2.9)

awzyw-bw)_(w (2 1 O)

Sendo que x,, e ¥, representam as coordenadas do centro de gravidade ponderado
(X, Yw) por onde deve passar a reta de regressdo ponderada. Estas coordenadas sdo dadas

pelas equacdes 2.11 e 2.12.

XiWiX;
X= 2.11
K== (2.11)
iWi Yy,
7. =2 e

O célculo do desvio padrdo do intercepto da curva analitica pode ser calculado pela

Equagéo 2.13.

s(ay)= i \/g (2.13)

X
2 y
N N 2 N
Lij-1 Wi Zij-1 WiXi,j'(Zi,jzl WiXi,j)

O desvio padrdo da inclinacdo da curva analitica pode ser calculado pela Equacéo 2.14.

ZN':l Wi ~
s(by)= | — — Sx 2 (2.14)
Zi,j:l Wi z:i,jzl Wixi,j'(zi,jzl WiXi,j)
A covariancia entre a e b pode ser calculada pela Equagéo 2.15.
N
ij=1 Wi Xij _
cov(a,b)= = 5 ><s§ (2.15)

N N 2 N
Z:i,jzl Wi Zi,jzl WiXi,j'(Zi,jzl WiXi,j)
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Teste de homocedasticidade

O teste F (Snedecor) pode ser aplicado para verificar a homocedasticidade das curvas
analiticas. A hipotese nula para o teste em questdo € que os dados sdo homocesdasticos, ou
seja, as variancias dos residuos da curva ajustada pelo MMQO sédo iguais. Um teste F
unilateral no nivel de 95% de confianga deve ser realizado conforme a Equacéo 2.16.

As hipoteses consideradas neste estudo séo:
e Hy=po=n1 (Fcarculado<FTabelado)- AS variancias sao iguais (homocedasticos).

o H;=po#1 (Fcarculado™FTabelado). AS variancias sdo diferentes (heterocedasticos).

ST
F= (2.16)

Sl

E importante ressaltar que as variancias devem ser dispostas de tal maneira que F seja
sempre >1.

Se for obtido um resultado onde Fcaiculado™FTabelado 0S dados sdo heterocedésticos.

2.5.3 Efeito de matriz

A matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da
medicdo pelo detector selecionado, sem causar um sinal visivel no teste de seletividade. Os
interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, e a magnitude do efeito também pode
depender da concentracdo. Varios testes e suas estatisticas correspondentes podem ser
utilizados para o estudo deste efeito. Caso este efeito seja detectado, curvas analiticas
matrizadas devem ser adotadas no experimento.

Para calcular o efeito de matriz, o teste F (Snedecor) pode ser satisfatoriamente
aplicado (Equacédo 2.16). Este teste compara as variancias das replicatas em cada nivel de
concentragdo das curvas analiticas em estudo. Se as variancias forem significativamente
iguais, sera aplicado um determinado teste estatistico para comparacdo de médias, enquanto
se forem estatisticamente diferentes, outro teste devera ser aplicado conforme descrito a
sequir.

As hipoteses consideradas neste estudo séo:
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e Hy=po=1 (Fcarculado<FTabelado)- AS variancias sao iguais.

o H;=py#(Fcaiculado>FTabelado). AS variancias sdo diferentes.

Se for obtido um resultado onde Fcaculado<FTabelado, @S Variancias podem ser
consideradas iguais, isto é, a matriz ndo tem efeito importante sobre a precisdo do método na
faixa de concentracdo em estudo. Assim, verifica-se se esse efeito de matriz é realmente nédo

significativo através das Equaces 2.17 e 2.18.

X1-X
R

2 JGr+a)

Sendo que s € a raiz quadrada da variancia conjunta que pode ser calculada pela

Equacéo 2.18.

2 (n;-Dsi+mp-1)s3
(n;+n,-2)

(2.18)

Em que: n,e n, sdo os tamanhos das amostras 1 e 2.

t tem n,; + n, — 2 graus de liberdade.

Se obtivermos um resultado onde Feaiculado™Frabelado @S Variancias ndo podem ser
consideradas iguais, ou seja, a matriz tem um efeito importante sobre a precisdo do método na

faixa de concentracdo em estudo, € 0 teaicutado € Obtido pela Equacdo 2.19.

t:ﬂ (2.19)

2 2
S S
Si.%
n; np

Sendo os graus de liberdade (v) calculados pela Equacgéo 2.20.
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Finalmente se tcaiculado< tiabelador POCe-se concluir que ndo ha efeito de matriz
significante. Por outro lado, Se tcaiculado>tiabelado POde-se concluir que a matriz tem um efeito
estatisticamente significante sobre o resultado. Para aceitacdo da ndo existéncia de efeito

matriz, ndo deve haver efeito matriz em nenhum nivel de concentracdo da curva analitica.

2.5.4 Sensibilidade, limite de Detecgédo (LD) e limite de quantificagéo (LQ)

A sensibilidade é um parametro que demonstra a variacdo da resposta em funcédo da
concentracdo do analito e pode ser expressa pela inclinacdo da curva de regresséo linear de
calibracdo [83]. A sensibilidade depende da natureza do analito e da técnica de deteccéo
utilizada.

Quanto ao limite de deteccdo (LD), existem varias definicBes e critérios para a
estimativa deste parametro. O Vocabulario Internacional Metroldgico (VIM), por exemplo,
define que o LD é o valor quantitativo, obtido por procedimento de medi¢édo, para o qual a
probabilidade de um resultado falso negativo de um composto em uma amostra é 8, dada uma
probabilidade de um falso positivo o, sendo que, geralmente, a=p=0,05 [84].

Jéa para o ICH [89] o limite de deteccdo (LD) de um procedimento individual analitico
é¢ a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser detectada, mas ndo
necessariamente quantificada como um valor exato. Pode ser estimado baseado na(o): (1)
avaliacdo visual, (2) relagdo sinal-ruido e (3) desvio padrdo da amostra e na inclinacdo da
curva analitica como descrito mais adiante.

(1)Com base na avaliacdo visual: o limite de detecgdo é determinado pela analise de
amostras com concentragdes conhecidas de analitos e estabelecendo o nivel minimo em
gue o analito pode ser confiavelmente detectado.

(2)Com base na relagdo sinal-ruido: Esta abordagem so pode ser aplicada a procedimentos
analiticos que apresentam ruido de linha de base, como os sistemas cromatograficos. A
determinacédo da relacdo sinal-ruido é realizada comparando sinais medidos a partir de

amostras com baixas concentragdes conhecidas do analito com os de amostras em
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branco e estabelecer a concentragdo minima em que o analito pode ser confiavelmente
detectado. A relagdo sinal-ruido entre 3 ou 2:1 é geralmente considerada aceitavel para a
estimativa do limite de deteccéo.

(3)Com base no desvio padrdo da resposta analitica e na inclinacdo o LD pode ser

calculado pela Equacdo 2.21.

Sendo: ¢ = desvio padrdo da resposta analitica e S = inclinacdo da curva analitica.

A inclinacdo (S) pode ser estimada a partir da curva analitica. A estimativa de ¢ pode
ser realizada de vérias maneiras como, por exemplo:
= A partir do desvio padrdo do branco, através da analise de um nimero adequado de
amostras em branco e calcular o desvio padrdo das respostas analiticas.
= Com base na curva analitica: a curva analitica especifica deve ser estudada utilizando
amostras contendo um analito na faixa de LD. O desvio padréo residual da linha de
regressdo ou o desvio padrdo de y-intercepto das linhas de regresséo pode ser usado como

0 desvio padrdo. Esta estimativa também é recomendada pela ANVISA.

2.5.5 Veracidade e preciséo

Segundo o INMETRO [83], a veracidade (tendéncia) do método € definida como
sendo a concordéncia entre o resultado de um ensaio e o valor de referéncia aceito como
convencionalmente verdadeiro. Os processos normalmente utilizados para avaliar a
veracidade de um meétodo sdo, entre outros: uso de Materiais de Referéncia Certificados
(MRC) e realizacdo de ensaios de recuperacao.

Os MRC (guando disponiveis) sdo os materiais de controle preferidos, pois estdo
diretamente relacionados com padrdes internacionais. O processo de avaliagdo por meio de
MRC consiste em analisar numero suficiente de replicatas desse material e comparar 0s
resultados obtidos com o valor certificado. Entretanto, o alto custo do MRC e abrangéncia
limitada de matrizes e analitos restringem seu uso [90].

O ensaio de recuperagdo constitui 0 metodo mais utilizado para validacao de processos

analiticos. O estudo da recuperacdo consiste na "fortificacdo™ da amostra, ou seja, na adicao
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de solucdes com diferentes concentracdes do analito de interesse, seguida pela determinagéo
da concentracdo do analito adicionado. Portanto, a recuperagdo mostra a eficiéncia da
extracdo de um método analitico, que é expressa como porcentagem da quantidade conhecida
de um analito, obtida da comparacdo dos resultados analiticos de amostras brancas acrescidas
de padrdo e submetidas ao processo de extracdo, com os resultados analiticos de solucdes
padrdo ndo extraidas [82]. E importante ressaltar que o erro sistematico ocorre pela perda da
substancia devido a baixa recuperacdo da extracdo, medidas volumétricas imprecisas ou
substancias interferentes na amostra, entre outros [90]. Calcula-se a quantidade percentual

recuperada pelo processo através da Equacgdo 2.22.

Concentracdo média experimental

Veracidade= —— %100 (2.22)
Concentracao tedrica

A precisdo é um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, em
condigdes definidas. E normalmente determinada para circunstancias especificas de medigo e
as trés formas mais comuns de expressa-la sdo por meio da repetitividade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade, sendo usualmente expressa pela estimativa do desvio

padréo relativo (DPR) ou coeficiente de variagdo (CV) [83].

100.
CV=—on-—- (2.23)
X

Em que: s é a estimativa do desvio padréo;

X é o valor médio das concentracdes;

Segundo o INMETRO [83], a repetitividade ¢ o grau de concordancia entre 0s
resultados de medicbes sucessivas de um mesmo mensurando, efetuadas sob as mesmas
condigdes de medicdo, chamadas de condicGes de repetitividade, como por exemplo:

mesmo procedimento de medicéo;

mesmo observador;

mesmo instrumento usado sob mesmas condicoes;

mesmo local, e

repeticdes em curto espaco de tempo.
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A precisdo intermediaria refere-se a precisdo avaliada sobre a mesma amostra,
amostras idénticas ou padrdes, utilizando o mesmo método, no mesmo laboratorio, mas
definindo exatamente quais as condi¢des a variar (uma ou mais), como: diferentes analistas;
diferentes equipamentos; diferentes tempos. Esta medida de precisdo representa a
variabilidade dos resultados em um laboratorio [83]. J& a reprodutibilidade remete a precisdo
entre dois laboratorios (comparacéo interlaboratorial) [82].

2.5.6 Robustez

Segundo a ANVISA, a robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade
em resistir a pequenas e deliberadas variacdes dos parametros analiticos. Sendo assim,
durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacdo da robustez.
Constatando-se a susceptibilidade do método a variagdes nas condi¢bes analiticas, estas

devem ser controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento [82].

2.5.7 Incerteza de medicao

A incerteza € um parametro associado ao resultado de uma medicdo e é caracterizada
como a dispersdo dos valores que podem ser razoavelmente atribuidos ao mensurando,
segundo o Guia para a Expressdo da Incerteza de Medicdo (VIM) [86]. Em uma medicdo
quimica pode-se citar diversas fontes que contribuem para a estimativa da incerteza como
amostragem ndo representativa, homogeneidade da amostra, solu¢Ges padrdes de valores
inexatos, instabilidade da solucdo, definicdo incompleta do mensurando, pesagem, pureza dos
reagentes, aproximacdes, entre outros [91]. A incerteza é avaliada pela combinacdo de um
namero de componentes de incertezas. Os componentes sdo quantificados pela avaliagdo dos
resultados de diversas medicOes repetidas ou por estimativa baseada em dados de registros,
medicdes previas, conhecimento do equipamento e experiéncia na medi¢do. Na maioria dos
casos, resultados de medigdes repetidas sdo distribuidas em torno da média conforme uma

distribuicdo normal®® (Figura 2.4).
¢

10 P, i . - . x x
A distribuicdo normal tem como caracteristicas fundamentais a média e o desvio padrdo, sendo a funcdo de
probabilidade da distribuicdo normal com média e variancia igual a:

—(x—p)?
flx) =

e 27 em que — 0<x<w

oV2m
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O método de combinar os componentes da incerteza é adequado para produzir uma
incerteza combinada (up) realista e ndo pessimista. Isto normalmente significa utilizar a raiz
quadrada da soma dos quadrados dos componentes separados (método da raiz quadrada da

soma dos quadrados), como pode ser observado na equacao 2.24.

u;/ﬁ+u§h@ﬁ (2.24)

Em que u, € a incerteza padronizada de cada fonte.

A incerteza expandida (U), Equacgdo 2.25, é a incerteza padrdo combinada multiplicada
pelo fator de abrangéncia (fator de cobertura). Quanto maior este fator, mais largo é o
intervalo de incerteza e, consequentemente, maior o nivel de confianca para que esse intervalo
possa conter o valor (o valor caia neste intervalo). Para um nivel de confianca de
aproximadamente 95% um fator de abrangéncia de 2 é utilizado. Quando se relata as

incertezas é importante indicar o fator de abrangéncia ou o nivel de confianca, ou ambos.

U=ku, (2.25)

fix)

X
Figura 2.4. Gréfico de distribuicdo

de probabilidade normal

2.5.8 Peculiaridades da Decisao 2002/657/CE

A Decisdo 2002/657/CE recomenda a determinagdo de parametros, como Limite de
Decisdo (CC,), Capacidade de Deteccdo (CCpg), entre outros, os quais sdo citados nos

préximos itens.

Sendo: p é a média populacional e indica a posicdo central da distribuicdo e o é o desvio padrdo populacional,
isto €, refere-se a dispersao da distribuicao.
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Limite de Decisédo (CC,) e Capacidade de Detecgédo (CCy)

Segundo a Decisdo 2002/657/CE [44], o limite de decisdo (CC,) € o limite a partir do
qual se pode concluir que uma amostra é no conforme com uma probabilidade de erro de a**.
Ja a capacidade de deteccéo (CCpg) é definida como o teor mais baixo de substancia que pode
ser detectado, identificado e/ou quantificado numa amostra com uma probabilidade de erro de
B'2. No caso de substancias em que ndo se encontre definido um limite permitido, a
capacidade de deteccdo é a concentracdo mais baixa a que o méetodo € capaz de detectar
amostras realmente contaminadas com uma certeza estatistica de 1 — B. No caso de
substancias com um limite permitido estabelecido, isto significa que a capacidade de deteccao
¢ a concentracdo a que o metodo é capaz de detectar concentracdes no limite permitido com

uma certeza estatistica de 1 — . Graficamente, CC, e CCy podem ser entendidos como mostra
a Figura 2.5.

2,33 sg 1,64 ss

Frequéncia

Resposta

Figura 2.5. Representacéo grafica de CC, e CCy para uma substancia para as quais se encontra um limite
definido- Legenda: xgz: Concentracdo média da amostra em branco. X,p: Concentragdo média da amostra
contendo a substancia a analisar no limite permitido. Xs: Concentracdo média da amostra contaminada.
spr. Desvio padrdo da amostra contendo a substancia a analisar no limite permitido. s,: Desvio padrdo da amostra
contaminada. o: taxa de falsos resultados ndo conformes. B: taxa de falsos resultados conformes. CC,: Resposta

com determinado erro e 50 % de erro. CCg: Resposta com um erro muito reduzido e um determinado erro
Fonte: Decisdo 657/2002/CE [44].

1 Erro alfa (o): probabilidade de a amostra analisada ser conforme apesar de se ter obtido um resultado néo
conforme (falsa decisdo ndo conforme).

2 Erro beta (B): probabilidade de a amostra analisada ser na realidade ndo conforme, apesar de se ter obtido um
resultado conforme (falsa decisdo conforme).
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CC, e CCg séo estimados conforme estabelecido pela ISO 11843 [92] utilizando os
dados experimentais nos ensaios de precisdo sob condi¢bes de repetitividade e
reprodutibilidade parcial. Os dados experimentais sdo analisados pelo MMQO, para dados
homocedasticos, ou pelo MMQP, para dados heterocedasticos. CC, é calculado de acordo

com a equagéo 2.26.

a
CCo= (2.26)

Sendo: y. o valor critico da variavel resposta e pode ser calculado pela equacdo 2.27.

1 (xpmr-X)?

Y, =atbX MR FSrestocn-2) J 1+ ot SR (2.27)

Em que x mr € @ concentracdo nominal no LRM para os analitos permitidos ou zero
para os analitos proibidos; (-2 € a estatistica t de Student com nivel de significancia 0,05
para analitos permitidos e 0,01 para analitos proibidos e CCy é estimado posteriormente por

resolucdo da equacéo 2.28 de forma iterativa.

1 (CCB”_‘)Z
Y8t et (P04 507

(2.28)

Sendo t(«n-2) a estatistica t de Student com nivel de significancia 0,05 para analitos

permitidos e proibidos.
Deteccéo por Espectrometria de Massas

Segundo a Decisdo 2002/657/CE quando se usa a técnica de Espectrometria de Massas
no modo MRM, as intensidades relativas dos ions detectados, expressas como percentagem da
intensidade do ion ou da transicdo mais intensa, devem corresponder as do padrdo de
calibracéo, quer se trate de solucdes de padrdo de calibracdo quer de amostras fortificadas, em
concentragfes comparaveis, medidas nas mesmas condi¢Bes, conforme as tolerancias

descritas na Tabela 2.10.
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Além disso, sempre que os fragmentos forem medidos com outra técnica que ndo a do
varrimento total, deve-se usar um sistema de pontos de identificagéo para interpretar os dados.
Para a confirmacdo das substancias enumeradas no grupo A (substancias com efeito
anabolizante e substancias ndo autorizadas) do anexo | da Diretiva 96/23/CE, é necessario um
minimo de quatro pontos de identificacdo. J& para a confirmacao das substancias enumeradas
no grupo B (medicamentos veterinarios e contaminantes) do mesmo anexo, é necessario um

minimo de trés pontos de identificacao.

Tabela 2.10 Tolerancias maximas permitidas para as intensidades relativas de ions (transicdo

de quantificacdo/transicdo de confirmacdo) para a técnica CL-EM/EM

Intensidade relativa Tolerancia maxima permitida
>50% +20%
>20 % - 50% + 25%
>10 % - 20% + 30%
<10% +50%

Fonte: Decisdo 2002/657/CE [44].

Na Tabela 2.11 é mostrado o numero de pontos de identificacdo que cada uma das
técnicas de Espectrometria de Massas pode proporcionar. Por exemplo, no caso de um sistema
triplo quadrupolo a selecdo de um ion precursor corresponde a 1 ponto, o qual deve ser
somado aos pontos provenientes dos dois produtos de transicdo monitorados (transicdo de
quantificacdo e confirmacdo), isto €, mais 3 pontos. Portanto, a técnica permite a obtencédo de
4 pontos, atendendo a Decisdo 2002/657/CE [44].

Tabela 2.11 Relagdo entre classes de fragmentos de massas e os pontos de identificagdo

Técnica de EM Pontos de identificacéo obtidos por ion
Espectrometria de massa de baixa resolucdo (EM-BR) 1,0
BR-EM" ion precursor 1,0
BR-EM" produtos de transicdo 1,5
Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢cdo (EM-AR) 2,0
AR-EM" fon precursor 2,0
AR-EM" produtos de transicio 2,5

Fonte: Decisdo 2002/657/CE [44].
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2.5.8 Valores recomendados em validacdo de métodos analiticos para determinacgdo de

residuos em alimentos

A qualidade da validacdo de métodos analiticos é conseguida pela comparacdo dos
resultados obtidos com valores estipulados como aceitaveis por 6rgdos nacionais e

internacionais, como por exemplo, pelo Codex Alimentarius (Tabela 2.12).

Tabela 2.12 Parametros de aceitabilidade para veracidade, repetitividade e precisdo

intermediaria recomendados pelo Codex Alimentarius

B L Veracidade Precisdo/Repetitividade  Preciséo intermediaria
Concentracéo (ug kg™) .

Recuperagéo (%0) CV (%) (%)
<1 50a120 35 53
>1a<10 60 a 120 30 45
>10a<100 70a120 20 32
>100 a <1000 70a110 15 23
>1000 70a110 10 16

Fonte: CODEX (2009) [93].
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Capitulo 3 Desenvolvimento e validacdo de métodos de anélise

Diante da emergente preocupagdo no que tange a seguranga alimentar, como
previamente discutida no capitulo 1, esta tese tem por objetivo desenvolver e validar novas
metodologias de extracdo e clean up para analise multirresiduo de medicamentos veterinarios
em alimentos e ragcdes para aves e suinos. Sendo assim, seis métodos foram desenvolvidos e
validados e, para maior compreenséo do leitor, as metodologias, resultados e discussdes foram
separados em trés itens:

(1) métodos de andlise multirresiduo de medicamentos veterinarios em alimentos
baseados em Extracdo Liquido-Liquido com Rapida Particdo a Baixa Temperatura
(ELL-RPBT);

(2) métodos de andlise multirresiduo de medicamentos veterinarios em alimentos
baseados em extracdo QUEChERS;

(3) método de analise multirresiduo em racéo de aves e suinos baseado em extracéo
QUEChERS.

3.1 Métodos de andlise multirresiduo de medicamentos veterinarios em alimentos
baseados em ELL-RPBT

Neste item € descrito o conjunto de trabalhos em que se empregou a técnica de ELL-

RPBT, sendo que trés métodos foram desenvolvidos e validados para:
(1) anélise quantitativa de sulfonamidas em figado suino;
(2) anélise quantitativa de 27 medicamentos veterinarios em leite bovino; e
(3) analise qualitativa de 37 medicamentos veterinarios em musculo suino.
3.1.1 Material e métodos

3.1.1.1 Reagentes e materiais

Os padrdes e reagentes utilizados neste trabalho foram descritos nas Tabelas 3.1 e 3.2.
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Tabela 3.1 InformacBes referentes aos padrbes utilizados na validacdo de métodos

empregando Extragdo Liquido-Liquido com Répida Parti¢do a Baixa Temperatura

Padréo (P(;O;eza Marca Padréo (Pogo;eza Marca
Ampicilina 99,1 Sigma Aldrich Sulfadiazina 99,6 Sigma Aldrich
Cefazolina 99,4 USP Sulfadimetoxina 99,4 Riedel de Haén
Clindamicina 98,0 Sigma Aldrich Sulfadoxina 99,9 Riedel de Haén
Clorotetraciclina 90,0 Fluka Sulfafenazol 99,0 Riedel de Haén
Cloxacilina 99,1 Fluka Sulfaguanidina 99,9 Sigma Aldrich
Enrofloxacina 99,8 Sigma Aldrich Sulfamerazina 99,6 Sigma Aldrich
Eritromicina 91,6 Sigma Aldrich Sulfametazina 99,9 Sigma Aldrich
Fenbendazol 99,6 Sigma Aldrich Sulfametizol 99,9 Sigma Aldrich
Flumequina 99,9 Riedel de Haen Sulfametoxazol 99,0 Globe Quimica
Lincomicina 98,0 Sigma Aldrich Sulfametoxipiridazina 99,8 Riedel de Héen
Marbofloxacina 98,8 Riedel de H&en Sulfanilamida 99,9 Sigma Aldrich
Naficilina 94,1 Sigma Aldrich Sulfapiridina 99,0 Sigma Aldrich
Oxacilina 95,0 Fluka Sulfaquinoxalina 95,0 Sigma Aldrich
Oxfendazol 98,9 Riedel de Héen Sulfatiazol 99,9 Sigma Aldrich
Oxitetraciclina 99,1 Sigma Aldrich Sulfisoxazol 99,9 Sigma Aldrich
Penicilina G 99,0 Sigma Aldrich Tetraciclina 98,2 Sigma Aldrich
Penicilina V 99,0 Sigma Aldrich Tiabendazol 99,9 Riedel de Haen
Sulfacetamida 99,5 Riedel de Haén Tilmicosina 93,2 Lilly
Sulfacloropiridazina 99,5 Sigma Aldrich Tilosina 84,6 Fluka

Tabela 3.2 Informacdes referentes aos reagentes utilizados na validacdo de métodos

empregando Extracdo Liquido-Liquido com Rapida Particdo a Baixa Temperatura

Reagente Marca Reagente Observacdes

Acetonitrila (Grau CLAE) Tedia Nitrogénio liquido -

Acetonitrila (Grau CLAE) Merck Agua d.c. Obtida através de sistema
Acido férmico (>98%)* Fluka Millipore (Milford, MA, USA).
Metanol (Grau CLAE) Tedia - -

%Pureza entre parénteses. "Destilada e deionizada

3.1.1.2 Materiais e equipamentos

Os materiais e equipamentos utilizados neste trabalho foram descritos na Tabela 3.3.
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Tabela 3.3 InformacOes referentes aos materiais e equipamentos utilizados na validacdo de

métodos empregando Extracdo Liquido-Liquido com Répida Particdo a Baixa Temperatura

Material

Marca/Descricdo

Agitador de tubos
Balanga analitica

Balanga analitica
Banho Maria
Centrifuga

Coluna Cromatogréafica
Filtros de membrana
Freezer

Micropipetas

Banho ultrassénico
Vials

Phoenix AP 56

Mettler/PK2000 (Sensibilidade 0,0001g)
SHIMADZU/AUW220D (Sensibilidade 0,00001g)
YAMATO/BT 25

THERMO/USC 4800

Coluna Zorbax Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm) 5um (Agilent)
Millipore/PTFE 0,45 um

SANYO/Biomedical Freezer

Eppendorf/Research Pro (Capacidades: 300, 1000, e 5000 pL)
UNIQUE/USC 4800

Waters/Capacidade: 1,5 mL

3.1.1.3 Instrumental

Foi utilizado um cromatdgrafo modelo Alliance 2795 da Waters com detector de
massas Quattro Premier XE (Waters) equipado com uma fonte de ionizagdo electrospray
usada no modo positivo. A aquisicdo de dados foi feita através do programa MassLynx®
(versdo 4.1). Os parametros da fonte de ionizacdo foram: voltagem do capilar: 2,8 kV;
temperatura da fonte: 120 °C; temperatura de dessolvatagdo: 400 °C; vazdo de gas pelo cone:
46 L h"; vazdo de gas de dessolvatagdo: 697 L h™*. Nitrogénio foi usado como gas de colisdo
para promover a dissociacdo induzida por colisdo (CID) dos ions precursores, sob uma
pressdo inferior a 1,0x10™ mbar, possibilitando a analise no modo MRM, sendo monitoradas
no minimo duas transi¢des (m/z) para cada composto. A transicdo com maior intensidade de
sinal foi usada para a quantificacdo e a segunda transi¢do de maior intensidade foi usada para
a confirmacdo do analito. A otimizacdo dos parametros espectrométricos (Tabela 3.4) foi
realizada mediante a infusdo de uma solugéo padrdo dos analitos de 50 pg mL™, a uma vazéo
de 10 uL min™.

Para a separacdo cromatografica utilizou-se uma coluna Zorbax Eclipse XDB C-18
(4,6 x 150 mm) 5um (Agilent). A fase movel utilizada consistiu de um gradiente das fases A:
0,1% de &cido férmico em agua:acetonitrila, 95:5 (v/v) e B: 0,1% de acido férmico em
agua:acetonitrila 5:95 (v/v). Os gradientes utilizados, para os métodos desenvolvidos neste
trabalho, sdo descritos na Tabela 3.5. A vazéo da fase mével foi de 0,3 mL min™ e o volume
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de injecdo foi de 50 pL. A temperatura da coluna e das amostras foram fixadas em
(30 £ 5) e (10 £ 5) °C, respectivamente.

Tabela 3.4 Condi¢des espectrométricas otimizadas para cada analito considerado na validagéo

de métodos empregando Extracéo Liquido-Liquido com Répida Parti¢do a Baixa Temperatura

Transicao de Transicado de Voltagem do
Analito quantificacao” confirmacao” Cone

(m/z) (m/z2) (V)
Cefazolina 455,0>156,0 (15) 455,0>323,0 (10) 15
Clorotetraciclina 479,1>444,1 (22) 479,1>462,1 (20) 28
Enrofloxacina 360,0>316,1(20) 360,0>342,0 (18) 25
Fenbendazol 300,0>268,0 (25) 300,0>158,9 (20) 30
Flumequina 262,0>244,0(20) 262,0>202,0 (30) 20
Lincomicina 407,5>126,0 (23) 407,5>359,0 (19) 30
Marbofloxacina 363,1>320,3 (15) 363,1>345,3 (18) 30
Naficilina 415,0>199,0 (20) 415,0>256,0 (24) 17
Oxfendazol 316,0>159,0 (30) 316,0>283,9 (15) 20
Oxitetraciclina 461,1>426,0 (18) 461,1>201,0 (35) 28
Sulfacetamida 215,0>155,8 (20) 215,0>108,0 (20) 15
Sulfacloropiridazina 284,9>155,8 (15) 284,9>91,9 (27) 26
Sulfadiazina 251,1>92,0 (25) 251,1>156,1 (25) 20
Sulfadimetoxina 311,0>155,8 (20) 311,0>245,0 (20) 30
Sulfadoxina 311,1>156,1 (25) 311,1>92,0 (25) 20
Sulfafenazol 314,7>159 (20) 314,7>222 (25) 38
Sulfaguanidina 215,0>156,0 (15) 215,0>108,0 (25) 21
Sulfamerazina 265,1>156,0 (18) 265,1>92,0 (18) 25
Sulfametazina 279,0>185,9 (16) 279,0>155,8 (18) 27
Sulfametizol 271,0>91,7 (24) 271,0>156,0 (24) 21
Sulfametoxazol 254,0 > 92,0 (25) 254,0>156,0 (25) 20
Sulfametoxipiridazina 281,0>155,8 (20) 281,0>125,9 (17) 25
Sulfanilamida 173,0>156,0 (16) 173,0>108,0 (11) 10
Sulfapiridina 249,9>155,8 (25) 249,9>184,4 (25) 18
Sulfaquinoxalina 301,0>155,8 (18) 301,0>91,9 (27) 27
Sulfatiazol 255,8>155,8 (14) 255,8>107,9 (14) 26
Sulfisoxazol 267,8>156,0 (25) 267,8>113,2 (25) 20
Tetraciclina 445,0>410,0 (20) 445,0>427,2 (12) 28
Tiabendazol 202,0>131,0(35) 202,0>175,0 (35) 40

“Energia de colisdo entre parénteses.
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Tabela 3.5 Gradientes das fases moveis utilizadas na validacdo de métodos empregando
Extracdo Liquido-Liquido com Rapida Particdo a Baixa Temperatura

Sulfonamidas em carne Qualitativo em carne e quantitativo em leite
Tempo Fase mével A*  Fase movel® Tempo Fase mdvel A® Fase mével® B

(min) (%) B (%) (min) (%) (%)
0 90 10 0 90 10
5 80 20 5 80 20
9 45 55 9 50 50
9,5 20 80 12 20 80
11,5 20 80 14 20 80
14 90 10 15 90 10
17 90 10 18 90 10

%0,1% de &cido férmico em agua:acetonitrila 95:5 (v/v). °0,1% de acido férmico em agua:acetonitrila 5:95 (V/v).
3.1.1.4 Preparo de solugdes

As solucdes estoque foram preparadas levando-se em consideracdo a pureza e a base
livre declarada no certificado de cada analito. Tais solucdes foram preparadas em baldes
calibrados de 50,00 mL e os solventes utilizados foram metanol para preparar as sulfonamidas
(1000 mg L), quinolonas (500 mg L™), benzimidazéis (500 mg L™) e macrolideos
(100 mg L™) e uma mistura acetonitrila:agua (1:1, v/v) para preparar beta-lactimicos
(100 mg L™) e tetraciclinas (100 mg L™). As solucdes foram armazenadas em freezer a -20 °C
sendo vélidas por 6 meses, exceto as solucfes de beta-lactdmicos e tetraciclinas cuja validade
era de apenas 1 més. As solucdes de trabalho foram preparadas semanalmente, sendo obtidas

através de diluicBes das solucdes estoque.

3.1.1.5 Obtencdo de amostras brancas

Amostras de figado e masculo suino disponiveis no LANAGRO-MG (MAPA) /Pedro
Leopoldo-MG foram submetidas a extracdo e clean up e posteriormente analisadas por CL-
EM/EM. Tais analises comprovaram a néo existéncia de residuos dos analitos de interesse nas
amostras.

J& as amostras de leite bovino foram obtidas da fazenda modelo do LANAGRO-MG
(MAPA) /Pedro Leopoldo-MG. Analises por CL-EM-EM comprovaram a ndo existéncia de

residuos dos analitos de interesse nas amostras.
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3.1.1.6 Preparo de amostra

— A amostra in natura foi pesada ou pipetada (2,00 g ou mL) em um tubo de polipropileno
de 15 ou 50,00 mL para amostra de leite ou carne, respectivamente;

— As amostras foram fortificadas nas concentraces desejadas e agitadas em vortex por 30 s;

— 4,00 mL de acetonitrila foram adicionados ao sistema;

— O sistema foi novamente agitado em vértex por aproximadamente 1 min ou, no caso de
amostras de carne, foi triturado em ultraturrax;

— O sistema foi centrifugado a 2600 g, a 10 °C, por 10 min;

— Os tubos contendo as amostras foram posicionados em um suporte e colocados,
cuidadosamente, em caixa de isopor contendo nitrogénio liquido. Aguardou-se
aproximadamente 15 s;

— O suporte foi retirado da caixa de isopor e verificado se houve o completo congelamento
da agua. A acetonitrila deveria apresentar-se na fase liquida;

— A fase orgénica foi transferida para tubo limpo, previamente identificado;

— Os extratos foram concentrados com o auxilio de fluxo de ar em banho-maria a 40 °C;

— Os residuos foram reconstituidos com 1 mL de solucdo aquosa de acido férmico 0,1%;

— Os tubos foram sonicados por aproximadamente 1 min e agitados em vortex por
aproximadamente 30 s;

— Os extratos foram ultracentrigugados (17898 g, a 10°C, por 10 min), filtrados utilizando-se
filtros de membrana PTFE de 0,45 um e transferidos para vials;

— Finalmente, 50 pL dos extratos foram injetadas no sistema CL-EM/EM;

Para melhor visualizagdo, o procedimento de extracdo e clean up foi simplificado na
Figura 3.1.
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2,00 g (ou mL) de amostra
N

Fortificacdo e agitacdo em vértex por 30 s
N2
Adicdo de 4,0 mL de acetonitrila

V

Agitacdo em vortex ou trituracdo em ultraturrax por 1 min

\
Centrifugacdo a 2600 g, 10°C, por 10 min.

\/

Congelamento das amostras com auxilio de nitrogénio liquido (155s)

\/

Separacao da fase organica e evaporacdo do extrato a secura

\

Reconstituicdo do residuo com solugdo de acido formico 0,1% (v/v)

V]
Sonicagdo por 1 min e agitacdo em vortex por 30s

N
Ultracentrifugacéo a 17898 g, 10°C, por 10 min.

Vi
Filtracdo e inje¢do em CL-EM/EM.

Figura 3.1 Representacdo esquemética do procedimento de extracdo
empregando Extracdo Liquido-Liquido com Répida Particdo a Baixa
Temperatura

3.1.1.7 Protocolo de validacao

3.1.1.7.1 Protocolo de validacéo para os métodos quantitativos

Para os métodos quantitativos: determinacdo de sulfonamidas em figado suino e
determinagdo multirresiduo de medicamentos veterinarios em leite bovino, o protocolo de
validacdo utilizado estd em conformidade com a Decisdo 2002/657/CE [44] e IN n° 24/2009
[81]. Os detalhes da validacao sdo descritos nos proximos itens.

Faixa de trabalho, linearidade e efeito de matriz

Amostras brancas de figado suino ou leite bovino (n=20) foram extraidas, conforme o

procedimento descrito na secdo 3.1.1.6, e posteriormente analisadas para verificar a

55



Capitulo 3 Desenvolvimento e validacdo de métodos de anélise

possibilidade de interferentes que pudessem comprometer as analises. Uma razdo sinal/ruido
inferior a 3 foi usada como um indicador da auséncia de interferentes na matriz.

A construcdo das curvas analiticas foi feita de acordo com a Decisdo 2002/657/CE
[44], que recomenda que a linearidade seja investigada na faixa que compreende 0s seguintes
pontos: 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 vezes o LMR. As curvas foram construidas utilizando-se a
razdo entre a area do pico do analito e a area do padrdo interno em funcdo da concentracdo
(g L™ sendo os padrdes internos: sulfapiridina™® utilizado para sulfonamidas (concentragéo
fixa em 100 pg L™, ciproloxacina-dg (concentracdo fixa em 75 ug L™) utilizada para beta-
lactamicos e quinolonas e ipronidazol-d; (concentracdo fixa em 10 pg L™ utilizada para
benzimidazois. Cada ponto da curva foi injetado trés vezes para avaliar o comportamento das
variancias ao longo da curva analitica.

O estudo do efeito de matriz foi feito comparando as curvas analiticas de padrdes
diretos, isto €, solucdes preparadas em solvente, e matrizada. Neste sentido, as médias das
respostas dos analitos das duas curvas analiticas (na mesma faixa de concentracdo), obtidas
em um mesmo experimento, foram comparadas utilizando os testes estatisticos F (Snedecor)
de homogeneidade de variancias e o teste t (Student) de comparacdo de médias [95]. Para
aceitacdo da ndo existéncia de efeito matriz, ndo deve haver efeito de matriz em nenhum nivel
de concentracdo da curva analitica. As curvas foram comparadas em trés ocasides distintas
(dias). Os testes estatisticos foram efetuados utilizando uma planilha Excel® validada pelo
LANAGRO-MG.

Veracidade, repetitividade e precisdo intermediaria

Para avaliar a veracidade, repetitividade e precisdo intermediaria do método, foram
feitos ensaios de recuperacdo em trés niveis de concentracdo que correspondem a 0,5; 1,0 e
1,5 vezes o LRM, como recomendado na Decisdo 2002/657/CE [44]. Neste procedimento,
amostras brancas de figado suino ou leite bovino, isto €, isentas do analito, foram fortificadas
em cada nivel de interesse e extraidas utilizando-se o procedimento descrito no item 3.1.1.6.
As analises em cada nivel foram feitas em replicatas (n=6). Este procedimento foi efetuado
em trés dias diferentes por um mesmo analista em condigdes de repetitividade. Para avaliar a
precisdo intermediaria, 0s ensaios descritos para avaliar a repetitividade foram igualmente

efetuados, porém variando-se o analista, que executou 0s ensaios de recuperacdo durante trés

3 A sulfapiridina foi utilizada como padrdo interno porque é uma sulfonamida que ndo é comercializada no
Brasil [94] e, portanto, ndo deve ser encontrada em amostras de carne brasileiras.
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dias diferentes. As concentracbes médias, estimativas de desvios padrdo e coeficientes de
variacdo obtidos para cada nivel foram calculados utilizando-se uma planilha Excel® validada
pelo LANAGRO-MG.

Limites de deteccdo (LD), quantificacdo (LQ) e decisdo (CC,), capacidade de deteccéo

(CCp) e incerteza de medicao

Os valores dos limites de decisdo (CC,), capacidade de deteccdo (CCg), LD e LQ
foram calculados de acordo com a norma BS 1SO 11843-2 [92], conforme as equacdes 2.26,
2.27 e 2.28 descritas no capitulo 2 (secdo 2.5.8). Entretanto, para calcular LD e LQ por estas
equacdes, utiliza-se zero ao invés de se utilizar o LMR. J& a incerteza de medicdo foi
calculada por composicao estratégica de Botton-up e Top-Down [95] usando os dados obtidos
a partir da validacdo do método, que inclui a incerteza da concentracdo do analito,
variabilidade de deteccdo cromatografica e espectrométrica, medidos como RSD. Os calculos
foram efetuados conforme descrito no capitulo 2 (se¢do 2.5.7). Estes pardmetros foram

calculados utilizando-se uma planilha Excel® validada pelo LANAGRO-MG.

Seletividade e robustez do método quantitativo para determinacdo de sulfonamidas em

figado suino

Segundo a Decisdo 2002/657/CE, é importante demonstrar a capacidade de
discriminacgdo entre a substancia a analisar e substancias aparentadas (isdmeros, metabdlitos,
produtos de degradacdo, substancias enddgenas, componentes da matriz, etc.). Para averiguar
esta capacidade, no terceiro dia de andlise do segundo analista, fez-se a adicdo de uma
solugédo-padrdo contendo macrolideos (compostos susceptiveis de serem encontrados em
amostras reais) a trés replicatas de cada nivel de recuperacéo estudado (50, 100 e 150 pg kg™)
com intuito de avaliar a seletividade do método. Tais analitos, assim como sua concentracao
final em cada replicata sdo descritos a seguir: tilmicosina (1000 ng kg?), clindamicina
(200 pg kg™), eritromicina (200 pg kg?), tilosina (1500 pg kg?), e lincomicina
(1500 ng kg™). As outras trés replicatas néo se adicionou a solugéo contendo macrolideos. As
amostras foram injetadas no sistema CL-EM/EM e os resultados tratados em planilhas do

Excel®.
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Segundo a Decisdo 2002/657/CE [44] a robustez pode ser avaliada considerando-se
pequenas variacdes de fatores susceptiveis de influenciarem os resultados de medicdo. Desta
forma, neste trabalho os efeitos de trés fatores foram avaliados simultaneamente: (1) marca do
solvente de extracdo, (2) temperatura do banho que auxilia na evaporacdo das amostras e (3)
tipo de congelamento, lento (usando freezer a -20 °C) ou rapido (usando nitrogénio liquido).
Embora a forma de congelamento seja uma variavel importante no método, esta foi incluida
na etapa de robustez para avaliar se 0 congelamento em freezer poderia ser usado em caso de
auséncia do nitrogénio liquido. Nesta avaliacdo, um planejamento fatorial 2° foi conduzido e
os efeitos avaliados pelas porcentagens de recuperacdao. As varidveis selecionadas para este
planejamento foram estudadas em dois niveis como mostrado na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 Niveis para as variaveis selecionadas para o estudo de robustez do método

quantitativo de determinacdo sulfonamidas em figado suino

Variaveis Nivel inferior (-) Nivel superior (+)
Marca do solvente de extracdo VETEC TEDIA
Temperatura do banho (°C) 40 50
Congelamento Freezer Nitrogénio liquido

Depois de selecionar os niveis de cada variavel, construiu-se a matriz de planejamento
como mostrado na Tabela 3.7. Os ensaios foram realizados em triplicata (n=3) e os resultados

foram tradados através de um programa estatistico Statistica®.

Tabela 3.7 Planejamento fatorial 22 realizado para avaliar a robustez do método quantitativo

de determinag&o de sulfonamidas em figado suino

Ensaio Marca do solvente Temperatura do banho (°C) Modo de congelamento
1 VETEC 40 Freezer
2 TEDIA 40 Freezer
3 VETEC 50 Freezer
4 TEDIA 50 Freezer
5 VETEC 40 Nitrogénio
6 TEDIA 40 Nitrogénio
7 VETEC 50 Nitrogénio
8 TEDIA 50 Nitrogénio
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Analise de amostras de leite de diferentes regibes do Brasil aplicando-se 0 método para

determinacéo de residuos de medicamentos veterinarios em leite bovino

O método desenvolvido para determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios
em leite bovino foi aplicado na andlise de 15 amostras obtidas de diferentes regides do Brasil.
A fim de garantir a qualidade dos resultados, um controle de qualidade interno foi realizado
em cada lote de amostras. Este controle implica no preparo de uma curva analitica matrizada,
um branco de reagente e uma amostra branca fortificada na concentragdo de 1,0xLMR, a fim
de avaliar a estabilidade do método proposto. Além disso, o tempo de retencdo dos
compostos, as transicdes (quantificacdo e confirmacao) e as intensidades relativas dos ions
detectados em amostras reais foram comparados com os padrdes de calibragéo para confirmar
a identidade dos analitos detectados usando os critérios estabelecidos pela Decisdo
2002/657/EC [44].

3.1.1.7.2 Protocolo de validagdo para o método qualitativo

Segundo a Decisdo 2002/657/CE [44] os métodos qualitativos de analise devem ser
validados contendo uma taxa de falsos conformes <5% (erro B) no nivel de interesse. No caso
de um resultado suspeito, este deve ser confirmado por um método de analise quantitativo.
Para validacédo qualitativa foram determinados os seguintes parametros: Threshold Value (T,),
limite de detecgdo (LD), fator de corte (Fc) e Capacidade de deteccdo (CCg). O protocolo de
validacdo esta em conformidade com as diretrizes para validacdo de métodos de triagem de

residuos de medicamentos veterinarios [96, 97].

Determinac&o do “Threshold Value” (T,)

O T, € o valor limite correspondente a resposta analitica (area) minima a partir da qual
é possivel detectar o analito. Para determinacdo deste parametro, 20 amostras brancas de
musculo suino foram extraidas de acordo com o0 método de extracdo descrito no item 3.1.1.6.
A resposta analitica do branco no tempo de retengéo referente a cada analito (£10% do tempo
de retencédo) foi determinada em cada cromatograma para as duas transi¢des (quantificacdo e
confirmagdo). A média dos ruidos e a estimativa do desvio padrdo referentes aos brancos

foram calculados. Finalmente, T, foi calculado de acordo com a Equagéo 3.1.
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Ty=Bm+1,64 xSg (3.1)

Sendo que B, e Sg sd0, respectivamente, a média e desvio padréo da &rea dos picos de

amostras brancas no tempo de retencao referente a cada analito.

Determinacgéo do Fator de Corte (F)

O fator de corte (F.) é a resposta analitica que indica que uma amostra contém uma
substancia com concentracao igual ou superior ao nivel de interesse. Para determinacdo deste
parametro 20 amostras brancas de musculo suino foram fortificadas em uma concentracao
referente a metade do LMR e avaliadas no mesmo dia. Este passo foi repetido duas vezes para
obter 60 dados independentes. As repeticdes foram realizadas em trés diferentes dias. A area
do pico foi determinada para cada analito (n=60) para as duas transi¢cbes (quantificacdo e
confirmacdo). Foram calculadas a média e a estimativa do desvio padrdo das respostas

instrumentais para cada analito. Finalmente, F foi estimado de acordo com a Equagéo 3.2.

Fe=Dm— 1,64 x Sp (3.2)

Sendo que Dy, e Sp sdo, respectivamente, a média e 0 desvio padrdo das areas dos

picos cromatogréaficos.

Determinacao do Limite de Detec¢do (LD)

Para estimar o LD, amostras de masculo suino (n = 20) foram fortificadas com os
analitos na concentracdo de 0 (brancos), 0,5 e 1,0 x LMR e posteriormente submetidas ao
processo de extracdo/limpeza, conforme descrito no item 3.1.1.6. Duas curvas analiticas
foram construidas para cada analito (uma para a transi¢cdo de quantificacdo e outra para a
transicdo de confirmacdo), plotando as &reas dos picos cromatograficos em funcdo da
concentracéo do analito. Finalmente, os dois LD para cada analito (um para cada transi¢éo de
m/z) foram estimados como a concentragcdo media das amostras em branco mais trés vezes a

estimativa do desvio padrdo da concentragdo dos brancos.
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Capacidade de Deteccéo (CCy)

De acordo com as diretrizes para validacdo de métodos de triagem [97] a capacidade
de deteccdo (CCgp) de métodos qualitativos pode ser avaliada apenas quando Fc>T,. Quando
essa condicdo for cumprida, CCg € definitivamente menor que o nivel de interesse. Por outro
lado, quando F.<T, mais de 5% das amostras s&o consideradas como negativas e,
consequentemente, CCg € realmente acima do nivel de interesse (neste estudo, este nivel foi
estipulado como 0,5x LMR para cada analito). Desta forma, CCg foi estimado a partir da

observacao dos resultados de T, e F¢,

Sensibilidade

Para determinar a sensibilidade do método, 20 amostras brancas fortificadas na
concentracdo referente ao LMR foram extraidas de acordo com o procedimento descrito no
item 3.1.1.6 e analisadas por CL-EM/EM. A resposta instrumental (area do pico), Ran,
referente a cada analito foi comparada com o F.

= Se Ry> F¢: A amostra é considerada ndo conforme, isto é, contém uma concentragédo
superior a metade do LMR.

» Se Ry< F¢: A amostra é considerada conforme, isto é, contém uma concentracdo
inferior a metade do LMR.

Neste caso, como todas as amostras sdo positivas, isto €, foram fortificadas no nivel do

LMR, a sensibilidade do método pode ser estimada a partir da Equacédo 3.3.

N° de amostras consideradas positivas

x100 (3.3)

N° de amostras positivas (20)

A sensibilidade deve estar acima de 95% para garantir um erro B inferior a 5%.

3.1.2 Resultados e discussao

Pequenas modificagcdes foram feitas no método original de Extracdo Liquido Liquido
com Particdo a Baixa Temperatura (ELL-PBT) [55]. A extracédo foi inicialmente aplicada para
amostras que seriam analisadas por cromatografia gasosa com deteccao de captura de elétrons

e, desta forma, percebeu-se que algumas etapas eram desnecessarias quando se utiliza a

61



Capitulo 3 Desenvolvimento e validacdo de métodos de anélise

técnica CL-EM/EM, como o uso de sulfato de sodio anidro para remogéo de tracos de agua.
Além disso, foi utilizada uma etapa de concentracdo das amostras. Entretanto, a principal
modificacdo consistiu em alterar a etapa de congelamento, pois esta exigia no minimo 6 horas
de resfriamento em freezer a -20 °C para que a fase aquosa congelada fosse separada da fase
organica contendo os analitos de interesse. Embora o método apresentasse grandes vantagens,
os laboratérios de rotina buscam rapidez de seus métodos de andlise devido ao grande nimero
de amostras que, geralmente, tem por analisar. Desta forma, pensou-se em uma alternativa
que pudesse acelerar o tempo de congelamento e para isso utilizou-se nitrogénio liquido para
congelar as amostras. Assim, o tempo de congelamento foi reduzido de 6 horas para apenas
15 segundos. Este método modificado foi denominado Extracéo Liquido-Liquido com Répida
Particdo a Baixa Temperatura (ELL-RPBT). Os resultados individuais para cada método

validado utilizando-se esta técnica sdo descritos nos préximos itens.

3.1.2.1 Validacéo de método quantitativo para determinacéo de sulfonamidas em figado

suino

Inicialmente, as condig¢Oes instrumentais foram otimizadas com a finalidade de obter
sensibilidade e seletividade adequadas. Obteve-se uma boa separacdo dos picos que foram
eluidos em 17 minutos de corrida cromatografica. A Figura 3.2 apresenta um cromatograma
no modo Cromatograma Total de fons (Total lon Chromatography - TIC) obtido para todas as
sulfonamidas.

A Figura 3.3 mostra o pico da sulfaguanidina (como representante das sulfonamidas)
que foi extraida de TIC, Cromatograma de fons Extraidos (“Extracted Ion Chromatography” —

EIC), obtidas para as duas transi¢fes (quantificacdo e confirmacao).
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Figura 3.2 Cromatograma total de fons (TIC) para uma solucdo padréo de sulfonamidas (50 ug L™) - Condigdes
cromatograficas: volume de injecdo: 50 L, coluna Zorbax Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm) 5um (Agilent);
fase mével: (A) 0,1% de acido féormico em &gua:acetonitrila 95:5 (v/v) e (B) 0,1% de acido férmico em
agua:acetonitrila 5:95 (v/v); programa de gradiente: 0 min - 90:10 va/vg; 5 min — 80:20 va/vg; 9 min — 45:55
ValVg; 9,5 min - 20:80 va/vg: 11,5 min - 20:80 va/vg. 14 min - 90:10 va/vg € 17 min - 90:10 va/vg; vazéo: 0,3
mL min™; as condig@es utilizadas no detector foram ajustadas conforme descrito na secdo 3.1.1.3 - Os analitos
sdo representados por ndmeros, cuja identificagdo € descrita como: 1 sulfaguanidina, 2 sulfanilamida, 3
sulfacetamida, 4 sulfadiazina, 5 sulfatiazol, 6 sulfapiridina (padrdo interno), 7 sulfamerazina, 8 sulfametazina, 9
sulfametizol, 10 sulfametoxipiridazina, 11 sulfacloropiridazina, 12 sulfadoxina, 13 sulfametoxazol, 14

sulfisoxazol, 15 sulfaquinoxalina e 16 sulfadimetoxina
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Figura 3.3 Cromatograma de fons extraidos (EIC) da sulfaguanidina para uma solucdo padrdo 50 pg L™ -
CondicGes cromatograficas: volume de injecdo: 50 pL, coluna Zorbax Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm) 5um
(Agilent); fase movel: (A) 0,1% de acido formico em agua:acetonitrila 95:5 (v/v) e (B) 0,1% de 4cido férmico
em éagua:acetonitrila 5:95 (v/v); programa de gradiente: 0 min - 90:10 va/vg; 5 min — 80:20 va/Vg; 9 min — 45:55
ValVg ; 9,5 min - 20:80 va/vg. 11,5 min - 20:80 Va/vg. 14 min - 90:10 va/vg € 17 min - 90:10 valve; vazéo:

0,3 mL min*; as condices utilizadas no detector foram ajustadas conforme descrito na secéo 3.1.1.3.
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3.1.2.1.1 Protocolo de validagao

Faixa de trabalho, linearidade e efeito de matriz

Amostras brancas de figado suino (n=20) foram analisadas para verificar a
possibilidade de interferentes. Foi observada uma razdo sinal/ruido inferior a 3, no tempo de
retencdo de cada analito, indicando auséncia de interferentes na matriz.

As curvas foram construidas utilizando-se a razdo entre a area do pico do analito e a
area do pico do padrdo interno (sulfapiridina) em fungdo da concentracdo. A Figura 3.4

mostra um exemplo de curva analitica que foi obtida para sulfacloropiridazina.
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Figura 3.4 Curva analitica da sulfacloropiridazina obtida pelo método

quantitativo de determinacdo de sulfonamidas em figado suino

Os resultados de regressédo mostraram que, na faixa de concentracao estudada os dados
de calibragdo sdo oriundos de variaveis linearmente correlacionadas, sendo que os analitos
sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfadoxina, sulfanilamida e sulfaquinoxalina apresentaram um
comportamento homocedastico e as curvas analiticas foram obtidas através de regressao pelo
Método de Minimos Quadradados Ordinarios (MMQO). Ja os analitos sulfacetamida,
sulfacloropiridazina,  sulfaguanidina,  sulfamerazina, sulfametazina,  sulfametizol,

sulfametoxazol, sulfametoxipiridazina, sulfatiazol, sulfisoxazol apresentaram um
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comportamento heterocedastico e as curvas analiticas foram obtidas através de regresséo pelo
Método de Minimos Quadrados Ponderados (MMQP).

Analises estatiticas, teste F (Snedecor) para analise de variancia e t (Student) para
analise das medias, indicaram que o Unico analito que apresentou efeito de matriz foi a
sulfaguanidina (Figura 3.5), que mostrou forte supresséo iénica, provavelmente decorrente de
uma interacdo do analito com os constituintes da matriz. Por este motivo, curvas matrizadas

foram utilizadas nas etapas posteriores de validacdo do método.
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Figura 3.5 Estudo do efeito de matriz para sulfaguanidina pelo método
guantitativo de determinacgdo de sulfonamidas em figado suino - B Curva

analitica em solvente puro ® Curva analitica matrizada

Os resultados de coeficiente de determinacdo sdo apresentados na Tabela 3.8. Como
podem ser observados, 0s resultados s&o satisfatorios, com r? superior a 0,9902, exceto para
sulfanilamida (0,9882) e sulfisoxazol (0,9884). Além do valor do coeficiente de determinagéo,
a qualidade das curvas analiticas foi averiguada a partir da prova estatistica descrita na
Equacdo 2.2 (secdo 2.5.2). E importante ressaltar que a hipotese nula é que ndo existe
correlagéo entre x e y. Em todos os casos, o valor de t calculado foi maior que o valor de t
tabelado e, portanto, a hipotese nula foi rejeitada, o que demonstra uma correlacdo

significativa.
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Tabela 3.8 Faixa do tempo de retencéo, razdo de ions, coeficiente de determinacéo, limite de

deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ), limite de decisdo (CCa) e capacidade de

deteccdo (CCP) obtidos para 0 método quantitativo de analise de sulfonamidas em figado

suino
Faixa do
Razéo de
Analito? Tempo ds fons 2 LD LQ CCa ccp
retengéo %) (Mokg")  (Hgkg!)  (Mgkg")  (ngkg™)
(min)
Sulfacetamida 6,44-6,63 58,0 0,9965 8,2 27,0 107,7 115,4
Sulfacloropiridazina  11,03-11,04 79,4 0,9966 10,8 35,8 109,7 1194
Sulfadiazina 7,00-7,01 12,2 0,9964 10,6 34,9 122,9 145,7
Sulfadimetoxina 12,19-12,20 10,8 0,9943 10,8 35,6 116,1 132,1
Sulfadoxina 11,25-11,26 14,4 0,9963 10,6 35,0 118,6 137,2
Sulfaguanidina 3,72-3,83 57,0 0,9927 7,3 24,0 128,7 157,3
Sulfamerazina 8,40-8,42 33,2 0,9977 7,3 24,1 110,9 121,9
Sulfametazina 9,52-9,55 46,0 0,9945 7,0 23,2 109,5 118,9
Sulfametizol 9,66-9,76 19,0 0,9911 5,6 18,4 110,7 121,5
Sulfametoxazol 11,42-11,43 73,1 0,9934 16,8 55,3 123,3 146,5
Sulfametoxipiridazina 9,79-9,82 34,2 0,9956 6,4 20,9 108,3 116,6
Sulfanilamida 4,33-4,49 55,0 0,9882 23,5 77,7 136,9 173,8
Sulfaquinoxalina 12,13-12,14 51,6 0,9902 5,6 18,4 116,0 131,9
Sulfatiazol 7,26-7,28 11,0 0,9919 11,3 37,2 113,8 127,6
Sulfisoxazol 11-67-11,68 69,0 0,9884 12,6 41,5 113,0 125,9

%_LMR das sulfonamidas em figado suino = 100 pg kg™. Faixa do tempo de retencdo (média do tempo de

retencdo + 3s (n=15)).

Veracidade, repetitividade e reprodutibilidade

Para avaliar a veracidade e repetitividade do metodo, foram feitos ensaios de

recuperacdo nos niveis 50, 100 e 150 pg kg como descritos no item 3.1.1.7.1. As

concentragfes meédias, estimativas de desvios padréo e coeficientes de variacdo obtidos para

cada nivel foram calculados e os resultados sdo mostrados na Tabela 3.9.
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Tabela 3.9 Porcentagens de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria obtidas para
os trés niveis de concentracdo estudados (50, 100 e 150 pg kg™) para 0 método quantitativo

de anélise de sulfonamidas em figado suino

Recuperacéo (%0)* (n=18) Precisdo Intermediaria (%) (n=36)
Analito 50 100 150 50 100 150

(Mg kg™) (Mg kg™) (Mg kg™) (Mokg™)  (Hgkg") (Mg kg?)
Sulfacetamida 89,8 (11,1) 91,9 (14,9) 84,1 (13,4) 12,0 14,1 14,3
Sulfacloropiridazina 84,0 (7,7) 86,0 (3,2) 85,7 (5,4) 7,8 54 7,8
Sulfadiazina 82,2(156) 93,6 (19,2) 91,2 (22,4) 20,0 17,3 18,4
Sulfadimetoxina 81,7 (12,9) 83,8 (5,3) 86,0 (5,6) 12,0 6,5 8,1
Sulfadoxina 93,5(7,9) 93,1 (5,3) 92,5 (7,5) 8,7 6,2 8,9
Sulfaguanidina 95,3(19,7)  101,2 (20,0) 83,2 (26,1) 28,0 23,3 21,7
Sulfamerazina 100,6 (8,9)  102,7 (10,8) 98,8 (10,5) 9,0 9,6 9,4
Sulfametazina 98,4 (11,1) 99,4 (13,4) 98,4 (11,8) 9,8 10,6 9,9
Sulfametizol 70,8 (11,4) 71,1 (5,1) 68,5 (8,3) 20,8 16,3 17,2
Sulfametoxazol 109,2 (25,1) 117,0(25,2)  102,9 (27,3) 19,5 19,8 22,2
Sulfametoxipiridazina 96,2 (8,1) 97,5(5,4) 95,1 (3,5) 9,2 1,7 5,6
Sulfanilamida 94,2 (157) 98,0 (15,2) 97,1 (14,3) 17,1 16,0 12,8
Sulfaquinoxalina 63,6 (15,7) 68,5 (6,8) 69,1 (10,7) 15,2 10,1 13,3
Sulfatiazol 84,4 (15,6)  82,1(19,2) 87,7 (22,8) 18,1 15,0 12,9
Sulfixozazol 754 (19,1)  78,5(16,0) 79,3 (11,7) 17,3 16,3 17,1

Coeficiente de variacdo para repetitividade entre parénteses. Valores recomendados pelo CODEX:
Concentracdo > 1 a < 10 pg kg™: Recuperagdo: 60 a 120%; Repetitividade: CV < 30% e Precisdo Intermediéria:
< 45%. Concentracdo > 10 a < 100 ug kg™: Recuperacdo: 70 a 120%; Repetitividade: CV < 20% e Precisio
Intermediaria: < 32%. Concentragdo > 100 a < 1000 pg kg™: Recuperacéo: 70 a 110%; Repetitividade: CV <

15% e Precisdo Intermediaria; < 23%.

Os resultados de recuperagdo, repetitividade e precisdo intermediaria foram
comparados com valores descritos como aceitaveis pelo Codex Alimentarius. De acordo com
os resultados obtidos, pode-se perceber que a sulfaquinoxalina apresentou indices de
recuperacdo inferiores ao recomendado para todos o0s niveis estudados. Entretanto, os
coeficientes de variagdo obtidos para repetitividade e precisdo intermedidria foram
satisfatorios, o que leva a concluir que a quantidade de analito extraida é repetitiva e proxima
ao recomendado. Por esta razdo, recomenda-se utilizar o método proposto para deteccao e
quantificacdo deste analito. Sulfametoxazol apresentou valores de coeficiente de variagéo

superiores ao recomendado para os trés niveis de concentragdo para o primeiro analista.
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Entretanto, observa-se que, para precisdo intermediaria, todos os valores foram satisfatorios.
Sulfadiazina, sulfaguanidina e sulfatiazol apresentaram coeficientes de variagdo de
repetitividade superiores ao recomendado no terceiro nivel estudado. Ja sulfametizol
apresentou uma recuperacdo inferior no terceiro nivel para o primeiro analista. Porém, para
estes quatro analitos todos os outros resultados sdo satisfatérios, o que nos leva a concluir que
tais resultados ndo comprometem a qualidade da validacdo por serem muito proximos aos
valores recomendados pelo Codex Alimentarius.

Além do tempo de retencdo de cada composto e observacdo da transicdo de
confirmacdo, o perfil e a intensidade relativa dos ions caracteristicos dos analitos pesquisados
foram calculados e comparados com os critérios de aceitabilidade da Decisdo 2002/657/CE
como mostrados na Tabela 2.10 (secdo 2.5.8). A razdo sinal/ruido obtida foi maior que 10
para todos 0s analitos pesquisados.

Resultados semelhantes foram obtidos por Cai et al. [98], que desenvolveram um
método multirresiduo para determinacgdo de 24 sulfonamidas em carne usando Cromatografia
Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial. As
recuperacdes permaneceram entre 67,8-113,9%. Entretanto, o método proposto é bastante
trabalhoso, envolvendo extracdo liquido-liquido convencional. Além disso, foram empregados
grandes volumes de solventes organicos, como, por exemplo, 20,0 mL de acetonitrila, usada
para extrair os analitos e também precipitar as proteinas presentes na matriz. Esta etapa foi
realizada em duas sequéncias de extracdo, usando 10,0 mL de acetonitrila cada.
Posteriormente, uma etapa de eliminagdo de gordura foi efetuada utilizando 20,0 mL de
hexano, sendo também realizada em duas sequéncias de extracdo. Finalmente, foi adicionado
ao sistema 10,0 mL de agua e 10,0 mL de acetato de etila. A fase acetato foi concentrada a
secura em evaporador rotatério e o residuo foi reconstituido com 1 mL de fase movel, seguida
de sonicacdo por 1 minuto, agitacdo em vortex, filtragdo e, por fim, injecdo da amostra.

Diante disso, pode-se verificar que o método proposto envolvendo ELL-RPBT é
promissor devido a facilidade de execucdo das etapas envolvidas no procedimento de
extracdo, & pequena quantidade de reagentes utilizados e & qualidade dos parametros de

recuperacao e precisdo obtidos.
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Limites de detecgcdo e quantificacdo, limite de decisao, capacidade de deteccéo e incerteza
de medicéo

Segundo a Decisdo 2002/657/CE [44] o resultado de uma analise deve ser considerado
ndo conforme caso exceda o CC, do método de confirmacdo para a substancia a analisar.
Desta forma, o método de ensaio deve apresentar valores de CC, 0 mais proximo possivel do
LMR. De acordo com os dados obtidos (Tabela 3.8), os resultados ficaram entre 107,7
(sulfacetamida) e 136,9 (sulfanilamida) pg kg™. Ja os valores de CCg variaram entre 115,4
(sulfacetamida) e 173,8 (sulfanilamida) pg kg™. Com relagdo ao LD e LQ (Tabela 3.8) pode-
se observar que todos os valores obtidos séo, respectivamente, menores que 12,6 e 41,5
ug kg™, exceto para sulfanilamida cujos limites encontrados foram de 23,5 e 77,7 pg kg™
Entretanto, todos os resultados sdo inferiores ao LMR estabelecido para sulfonamidas
(100 pg kg™).

A incerteza de medicdo foi calculada para os trés niveis estudados e sdo mostrados na
Tabela 3.10.

Tabela 3.10 Estimativa de incerteza expandida da medicdo determinados no procedimento de

validacdao do método quantitativo de anélise de sulfonamidas em figado suino

Estimativa da incerteza de medicédo (%)% (n=36)

Analito

50 (g kg™) 100 (ug kg™) 150 (ug kg™)
Sulfacetamida 10,0 10,9 12,1
Sulfacloropiridazina 11,3 11,4 11,9
Sulfadiazina 11,0 12,0 14,0
Sulfatiazol 11,9 11,9 12,4
Sulfametazina 10,3 10,4 11,1
Sulfadimetoxina 25,3 26,1 27,2
Sulfadoxina 10,8 11,2 11,7
Sulfaguanidina 11,1 11,5 12,0
Sulfamerazina 11,9 12,6 14,2
Sulfametoxazol 9,7 9,9 9,9
Sulfametoxipiridazina 13,2 14,0 14,4
Sulfanilamida 12,4 12,6 13,9
Sulfaquinoxalina 13,7 14,3 14,9
Sulfisoxazol 26,2 26,6 27,4

#fator de abrangéncia k = 2.
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Segundo as diretrizes sobre a incerteza na medigdo estabelecidas pelo Codex
Alimentarius [99], para concentracdes inferiores a 100 pg kg™ a incerteza expandida deve ser
inferior a 44%, enquanto que para concentracdes > 100 pg kg™ e < 1 mg kg™ a incerteza
expandida deve ser inferior a 32%. Como pode ser observado, a incerteza de medicéo foi

inferior a 27,4% em todos 0s casos.

Seletividade e robustez

Para avaliar a seletividade do método, os ensaios foram executados conforme descrito
na secdo 3.1.1.7.1. Inicialmente as variancias, de ambos os procedimentos (com e sem a
presenca de macrolideos) foram comparadas para depois realizar o teste estatistico mais
adequado para comparacdo das médias. A comparacdo das médias foi feita pelo teste t
(Student) com uma probabilidade de 95% de confianca (o = 0,05). Os resultados dos testes
mostraram que ndo hé diferenca estatistica significativa entre as médias das recuperacfes das
sulfonamidas em todas as amostras, indicando que o método € seletivo.

Para a robustez os ensaios, realizados em triplicata, geraram 24 respostas que
permitiram estimar os erros experimentais associados a determinacdo de cada resposta média.
Com essas repeticdes foi possivel, através de um programa estatistico Statistica®, calcular as
porcentagens de recuperacdo média, os efeitos de cada fator e as interacdes entre os fatores na
extracdo de cada uma das sulfonamidas. Os erros associados a cada efeito e suas interacdes
foram avaliados pelo teste t para 95% de confian¢a (o = 0,05). Resultados qualitativos estéo
descritos na Tabela 3.11.

De acordo com os resultados pode-se concluir que, nos niveis avaliados, o
congelamento foi uma variavel que afetou significativamente 12 sulfonamidas, exceto
sulfatiazol, sulfamerazina e sulfaquinoxalina. Para estes, nenhuma variavel, assim como a
interacdo entre elas, afetou significativamente a extracdo, indicando que as variaveis podem
ser utilizadas tanto no nivel inferior, quanto superior.

Percebe-se um efeito significativo e positivo para a variavel congelamento na extracdo
das sulfonamidas: sulfisoxazol, sulfacloropiridazina, sulfanilamida e sulfacetamida, indicando
que quando se utiliza o congelamento rapido (com nitrogénio liquido) ocorre um
favorecimento da extragdo. A interagéo entre as variaveis ndo apresentou efeito significativo a
95% de confianga.

A extragdo de sulfametoxipiridazina e sulfametizol mostrou ser afetada

significativamente pelas variaveis congelamento e temperatura. Segundo a anélise estatistica,
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ambas devem ser utilizadas no nivel superior, isto é, deve-se usar o congelamento rapido e
temperatura de 50 °C para o banho. Entretanto, a interacdo entre as duas variaveis também foi
significativa a 95% de confianca para sulfametoxipiridazina. Para este analito, € possivel
concluir que se obtém uma maior resposta quando se utiliza a variavel temperatura no nivel
() e o congelamento no nivel (+). Sulfametoxazol, sulfadiazina e sulfaguanidina

apresentaram comportamentos semelhantes.

Tabela 3.11 Resultados qualitativos do planejamento fatorial 2° realizado para avaliar a
robustez do método quantitativo de analise de sulfonamidas em figado suino (n=3)

Marca do
) Temperatura  Congelamento
Analito solvente D) e(2) 1)e®3) (2) e (3)
O (2) 3)

Sulfacetamida NS? NS? SG (+)° NS NS? NS?

Sulfacloropiridazina NS? NS? SG (+)° NS NS? NS?
Sulfadiazina NS? SG (+)° SG (+)° SG (+)° NS? SG (-)°

Sulfadimetoxina NS NS SG (0)° SG (0)° NS NS

Sulfadoxina NS NS SG (0)° NS NS NS
Sulfaguanidina NS SG (+)° SG (+)° NS SG (-)° SG (+)°

Sulfamerazina NS? NS? NS NS? NS? NS?

Sulfametazina NS? NS? SG (-)° NS? NS? NS?
Sulfametizol NS? SG (+)° SG (+)° NS? NS? SG (+)°
Sulfametoxazol NS? SG (+)° SG (+)° NS? SG (-)° SG (-)°
Sulfametoxipiridazina NS? SG (+)° SG (+)° NS? NS SG (-)°

Sulfanilamida NS NS SG (+)° NS NS NS

Sulfaquinoxalina NS NS NS NS NS NS

Sulfatiazol NS? NS? NS? NS? NS? NS?

Sulfisoxazol NS? NS? SG (+)° NS? NS? NS?

NS = Néo significativo. "SG(+) = Significativo e positivo. “SG(-) = Significativo e negativo.

A extragdo de sulfametazina, sulfadoxina e sulfadimetoxina apresentou um efeito
significativo e negativo para a variavel congelamento, indicando que o congelamento rapido
(com nitrogénio liquido) diminui a porcentagem de recuperacdo em 5,1; 6,4 e 5,3%,
respectivamente. Para estes analitos, o congelamento lento, com o auxilio de um freezer seria

favoravel a extracéo.
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De um modo geral, percebe-se que o congelamento rapido favorece a extracdo
multirresiduo, levando-se em consideracdo que o estudo de robustez indicou que 12
sulfonamidas sdo favoravelmente extraidas com o auxilio do nitrogénio liquido na etapa de
congelamento. O congelamento rapido diminui consideravelmente o tempo de andlise, pois
diminui a etapa de congelamento de seis horas para apenas 15 segundos. Além disso, percebe-
se que a temperatura do banho deve ser usada a 50 °C, sem o comprometimento da analise.
Deve-se levar em consideracdo que uma maior temperatura do banho favorece a secagem das
amostras na etapa de concentracdo, que muitas vezes € bastante demorada, diminuindo,
portanto, o tempo do preparo de amostra. A marca de solvente ndo foi um fator significativo,
indicando que as duas marcas de solvente ndo comprometeram o rendimento da extracao.

Para efeito ilustrativo é mostrado o grafico de Pareto que apresenta o efeito de cada

variavel estudada na extracdo de sulfacloropiridazina a partir de figado suino (Figura 3.6).

(3) Congelamento

3,563

(1) Marca

(1)e(@)

(2) Temperatura

(2)e@3)

1e()

p=0,05

Efeito estimado (Valor absoluto)

Figura 3.6 Gréafico de Pareto que relaciona o efeito das variaveis: (1)
marca do solvente, (2) temperatura do banho e (3) modo de
congelamento no processo de extracdo da sulfacloropiridazina a partir

do figado suino

3.1.2.1.2 Concluséo parcial

A CL-EM/EM mostrou ser uma técnica sensivel para a determinacdo das sulfonamidas
(sulfadiazina, sulfatiazol, sulfametazina, sulfadimetoxina, sulfacloropiridazina, sulfadoxina,

sulfaguanidina, sulfamerazina, sulfametizol, sulfametoxazol, sulfametoxipiridazina,
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sulfanilamida, sulfaquinoxalina, sulfisoxazol e sulfacetamida) em amostras de figado suino,
sendo que a anélise cromatografica ocorreu em 17 minutos.

A metodologia modificada de extracdo e clean up ELL-RPBT proposta para extracéo e
analise simultanea das sulfonamidas em figado suino é promissora e apresenta algumas
vantagens em relacdo aos métodos tradicionais. Esta metodologia é pratica e com nimero de
etapas reduzido, tornando-a de facil execucdo e evitando a possibilidade de perdas
consideraveis dos analitos. Além disso, 0 método é consideravelmente mais barato em relagédo
aos demais.

O estudo de robustez mostrou que o congelamento rapido deve ser aplicado ao método
e que o uso de uma temperatura de 50 °C para o banho de aquecimento, usado na etapa de
secagem e concentracdo das amostras ndo compromete o rendimento das recuperacfes dos
analitos. Com isso, pode-se concluir que as etapas modificadas no procedimento ELL-PBT
contribuiram para uma maior rapidez das analises, pois 0 tempo de extracdo e clean up foi
consideravelmente reduzido.

Os resultados do processo de validacdo demonstram que este método é adequado para
aplicacdo no Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC) para a
quantificacdo das sulfonamidas citadas anteriormente pelo Laboratério de Residuos de
Medicamentos Veterinarios do LANAGRO-MG exceto para sulfametoxazol e sulfanilamida

que apresentaram altos valores de LQ e CCa.

3.1.2.2 Validacdo de método quantitativo para determinacdo de medicamentos

veterinarios em leite bovino

Inicialmente, as condi¢des cromatograficas e espectrométricas foram otimizadas de

modo a maximizar a resposta analitica dos compostos de interesse (Tabela 3.12).
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Tabela 3.12 Limite Maximo de Residuos (LMR), faixa do tempo de retengdo e razao de ions
obtidos para cada analito considerado no método quantitativo para determinacdo de

medicamentos veterinarios em leite bovino

Analito LMR Faixa do tempo de retencéo? Razao de ions
(Mg L™) (min) (%)
Cefazolina 50 9,17-9,27 75,9
Clorotetraciclina 100 10,00-10,15 67,8
Enrofloxacina 100 7,86-7,97 10,0
Fenbendazol 10 13,50-13,60 40,2
Flumequina 50 13,44-13,54 46,2
Marbofloxacina 75 6,30-6,42 16,9
Naficilina 30 14,20-14,30 6,6
Oxfendazol 10 10,68-10,80 56,7
Oxitetraciclina 100 6,28-7,86 21,0
Sulfacloropiridazina 100 10,92-11,02 66,4
Sulfacetamida 100 6,28-6,35 54,2
Sulfadiazina 100 6,73-6,82 20,8
Sulfadimetoxina 100 12,29-12,38 10,6
Sulfadoxina 100 11,18-11,28 4,8
Sulfafenazol 100 12,45-12,53 14,3
Sulfaguanidina 100 3,63-3,66 79,3
Sulfamerazina 100 8,09-8,19 42,0
Sulfametazina 100 9,19-9,31 40,9
Sulfametizol 100 9,42-9,51 24,2
Sulfametoxazol 100 11,39-11,48 19,6
Sulfametoxipiridazina 100 9,53-9,61 34,8
Sulfanilamida 100 4,26-4,30 53,5
Sulfaquinoxalina 100 12,23-12,32 59,4
Sulfatiazol 100 7,00-7,10 18,7
Sulfisoxazol 100 11,68-11,78 5,8
Tetraciclina 100 7,79-7,92 39,2
Tiabendazol 100 5,69-5,79 45,6

# Faixa do tempo de retengdo (média do tempo de retengdo + 3s (n=15)).

A Figura 3.7 mostra Cromatogramas de fons Extraidos (“Extracted Ion
Chromatography” — EIC), obtidos para a transi¢do de quantificagdo de um representante de

cada classe de medicamento veterinario considerado neste estudo.
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Figura 3.7 Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para uma solugdo padrdo (1xLMR) contendo os seguintes
analitos (um representante de cada classe): oxitetraciclina (tetraciclinas), sulfametazina (sulfonamidas),
oxfendazol (benzimidazdis), flumequina (quinolonas) e naficilina (penicilinas) - Condi¢des cromatogréficas:
volume de injecdo: 50 pL, coluna Zorbax Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm) 5um (Agilent); fase movel: (A)
0,1% de acido férmico em &gua:acetonitrila 95:5 (v/v) e (B) 0,1% de &cido formico em agua:acetonitrila 5:95
(v/v); programa de gradiente: 0 min - 90:10 va/vg; 5 min — 80:20 va/vg; 9 min — 50:50 va/vg; 12 min - 20:80
ValVg: 14 min - 20:80 va/vg; 15 min - 90:10 va/vg € 18 min - 90:10 va/vg; vazdo: 0,3 mL min?; as condicGes

utilizadas no detector foram ajustadas conforme descrito na se¢do 3.1.1.3

3.1.2.2.1 Protocolo de validagao

Faixa de trabalho, linearidade e efeito de matriz

Analises de amostras brancas de leite bovino (n=20) indicaram uma raz&o sinal/ruido
inferior a 3, sugerindo, desta forma, auséncia de interferentes na matriz. Os pontos da curva
consistiram em: 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 e 1,5 vezes 0 LMR (neste caso, 0s compostos em estudo
apresentam LMR diferentes e sdo mostrados na Tabela 3.13).

Analises estatiticas, teste F (Snedecor) para analise de variancia e t (Student) para
analise das médias, indicaram que todos os analitos apresentaram efeito de matriz e, portanto,
curvas matrizadas foram utilizadas para validacdo do método. Para efeito ilustrativo sdo

mostradas as curvas analiticas (em solvente puro e matrizada) do oxfendazol na Figura 3.8.
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Figura 3.8 Estudo do efeito de matriz para oxfendazol pelo método
quantitativo de determinacéo de residuos de medicamentos veterinarios
em leite bovino - B Curva analitica em solvente puro ® Curva analitica

matrizada

A qualidade das curvas foi comprovada pelos coeficientes de determinago (%), cujos
valores foram superiores a 0,9904 (Tabela 3.13). Além do valor do coeficiente de
determinacédo, a qualidade das curvas analiticas foi averiguada a partir da prova estatistica
descrita na Equacdo 2.2 (secdo 2.5.2). E importante ressaltar que a hipdtese nula é que ndo
existe correlacdo entre x e y. Em todos os casos, o valor de t calculado foi maior que o valor
de t tabelado e, portanto, a hip6tese nula foi rejeitada, o que demonstra uma correlacdo

significativa.
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Tabela 3.13 Coeficiente de determinacéo (r?), limite de deteccéo (LD), limite de quantificacdo
(LQ), limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgdo (CCP) obtidos para o método

quantitativo de analise de medicamentos veterinarios em leite bovino

Analito LMR 2 LD LQ CC, CCy

(Mg kg™) (mgkg?)  (ngkg")  (Mgkg®)  (ugkg?)
Cefazolina 50 0,9964 2,3 4,0 51,6 53,3
Clorotetraciclina 100 0,9945 20,8 35,5 114,6 129,3
Enrofloxacina 100 0,9991 3,8 6,4 102,7 105,3
Fenbendazol 10 0,9905 1,2 2,1 10,9 11,7
Flumequina 50 0,9956 3,7 6,3 52,6 55,2
Marbofloxacina 75 0,9937 1,2 2,1 75,9 76,7
Naficilina 30 0,9926 4,6 7.8 33,2 36,5
Oxfendazol 10 0,9996 2,7 4,5 11,9 13,7
Oxitetraciclina 100 0,9976 3,8 6,5 102,9 105,4
Sulfacloropiridazina 100 0,9984 3,9 6,7 102,7 105,6
Sulfacetamida 100 0,9923 4,5 7,6 103,1 106,6
Sulfadiazina 100 0,9973 4,0 6,7 102,8 105,6
Sulfadimetoxina 100 0,9991 1,7 2,9 101,2 102,4
Sulfadoxina 100 0,9941 51 8,7 103,6 107,2
Sulfafenazol 100 0,9989 3,8 6,4 102,7 105,3
Sulfaguanidina 100 0,9912 2,4 4,1 101,7 103,4
Sulfamerazina 100 0,9921 4,2 7,1 102,9 105,9
Sulfametazina 100 0,9959 3,3 5,7 102,3 104,7
Sulfametizol 100 0,9907 1,9 33 101,4 102,7
Sulfametoxazol 100 0,9945 57 9,8 104,0 108,0
Sulfametoxipiridazina 100 0,9913 0,2 0,3 100,1 100,3
Sulfanilamida 100 0,9987 1,1 1,8 100,7 101,5
Sulfaquinoxalina 100 0,9968 0,7 1,2 100,5 101,1
Sulfatiazol 100 0,9987 55 9,3 103,8 107,7
Sulfisoxazol 100 0,9951 51 8,8 103,6 107,2
Tetraciclina 100 0,9904 14,0 23,8 109,8 119,7
Tiabendazol 100 0,9995 0,8 13 100,6 101,1

O calculo de regressdo para determinacdo dos parametros da curva analitica foi
efetuado a partir do Método dos Minimos Quadrados Ordinarios. A Figura 3.9 mostra um

exemplo de curva analitica que foi obtida para oxfendazol.
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Figura 3.9 Curva analitica de oxfendazol obtida pelo método quantitativo de

determinacgdo de residuos de medicamentos veterinarios em leite bovino

Veracidade, repetitividade e reprodutibilidade

Para avaliar a veracidade e repetitividade do método, foram feitos estudos de
recuperacdo em trés niveis de concentracdo que correspondem a 0,5; 1,0 e 1,5 vezes o LRM
como recomenda a Decisdo 2002/657/CE, como descrito na se¢do 3.1.1.7.1. A Tabela 3.14
apresenta os resultados obtidos.

Os resultados de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria foram
comparados com valores descritos como aceitaveis pelo Codex Alimentarius. Como se pode
ver, para o nivel de 0,5xLMR todos os resultados foram satisfatorios, com indices de
recuperacdo entre 70-120% (exceto para sulfatiazol) e coeficiente de variacdo para
repetitividade e precisdo intermediaria inferiores a 20 e 32%, respectivamente. Para o segundo
nivel (1,0xLMR), cefazolina e sulfaguanidina apresentaram coeficientes de variacdo de
repetitividade de 23,3 e 24,4%, respectivamente, sendo tais resultados superiores ao
recomendado. Para o terceiro nivel, marbofloxacina e tiabendazol apresentaram recuperacgdes
acima do recomendado (112,5 e 114,6%, respectivamente), enquanto que oxitetraciclina e
sulfanilamida apresentaram coeficientes de variacdo de 17,6 e 19,3%, respectivamente. Tais
valores sdo muito proximos do recomendado, e como 0S outros parametros apresentam
valores satisfatdrios, conclui-se que tais resultados ndo comprometem a qualidade da

validacéo.
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Tabela 3.14 Porcentagens de recuperacao, repetitividade e preciséo intermediaria obtidas para

os trés niveis de concentracdo estudados (50, 100 e 150 pg kg™) para o método quantitativo

de analise de medicamentos veterinarios em leite bovino

Recuperacéo (%0)*

Precisdo intermediaria (%)

Analito LMRl (n=18) (n=36)
(hg kg™)
0,5xLMR 1,0cLMR 1.5xLMR 0,5xLMR 1,0xLMR 1,5xLMR

Cefazolina 50 109,3(9,9) 94,4 (23,3) 1084 (15,0) 23,0 12,8 19,8
Clorotetraciclina 100  117,4(10,0) 102,3(14,9) 91,2 (15,0) 14,0 18,9 10,6
Enrofloxacina 100 107,1 (20,0) 93,1(17,7) 75,7 (10,4) 8,7 16,4 247
Fenbendazol 10 111,21 (12,6) 92,3(19,8) 94,9 (15,0) 14,5 14,2 21
Flumequina 50 71,2 (16,9) 84,5 (9,2) 94,5 (14,6) 20,2 13,2 9,6
Marbofloxacina 75 106,9 (13,6) 105,3(12,9) 112,5(5,6) 12,2 9,7 10
Naficilina 30 98,1(18,4) 86,3(16,7) 994 (144) 22,0 13,6 218
Oxfendazol 10 94,0 (20,0) 100,0 (17,9) 74,0 (15,0) 18,0 10,0 23,0
Oxitetraciclina 100  98,8(20,0) 87,2(18,7) 951 (17,6) 59 10,9 12,9
Sulacloropiridazina 100 89,4 (16,6) 93,3(145) 98,2 (7,4) 14,0 10,0 7,8
Sulfacetamida 100 80,1 (5,4) 87,8 (15,5) 92,7 (4,0) 19,1 91 11,8
Sulfadiazina 100 78,9(13,9) 958(134) 101,2(6,5) 13,9 9,4 9,9
Sulfadimetoxina 100 74,7 (10,7)  90,0(10,9) 101,8(8,7) 16,2 14,0 24,5
Sulfadoxina 100  102,2 (19,3) 97,8(11,8)  100,7 (8,4) 11,4 8,5 19,4
Sulfafenazol 100  84,3(14,6) 91,4(12,9) 106,7 (8,5) 14,6 14,0 16,4
Sulfaguanidina 100  71,5(18,3) 103,7(24,4) 86,9 (9,1) 15,2 14,3 12,9
Sulfamerazina 100 97,7(125) 994 (11,4) 1025 (6,6) 19,8 12,4 12,0
Sulfametazina 100 80,1(16,8) 92,3(10,7) 103,3(7,7) 17,2 14,3 14,1
Sulfametizol 100 77,6(8,8) 88,0(14,7)  90,3(6,8) 19,1 11,0 10,3
Sulfametoxazol 100 101,0 (16,4) 99,0 (10,4) 100,3 (7,0) 13,4 13,0 22,3
Sulfametoxipiridazina 100 100,3 (19,5) 99,7 (9,6) 100,1 (7,0) 13,0 13,2 19,2
Sulfanilamida 100  94,7(156) 105,3(150) 98,2 (19,3) 17,1 19,5 18,2
Sulfaguinoxalina 100 79,7(19.2) 93,3(94) 1045(92) 145 12,8 17,1
Sulfatiazol 100 67,4 (45) 948(123) 101,1(61) 157 115 13,3
Sulfisoxazol 100  107,2(14,6) 99,2(16,2) 100,3(85) 11,0 10,6 22,4
Tetraciclina 100  111,6 (13,4) 97,5(16,6) 101,1(14,3) 20,7 14,6 19,7
Tiabendazol 100  108,7(20,0) 110,5(9,3) 114,6(11,9) 13,8 75 15,3

®Coeficiente de variacdo para repetitividade entre parénteses. Valores recomendados pelo CODEX:

Concentracdo > 1 a < 10 pg kg™: Recuperagdo: 60 a 120%; Repetitividade: CV < 30% e Precisdo Intermediéria:

< 45%. Concentracdo > 10 a < 100 ug kg™: Recuperacdo: 70 a 120%; Repetitividade: CV < 20% e Precisio

Intermediaria: < 32%. Concentragdo > 100 a < 1000 ug kg™: Recuperacéo: 70 a 110%; Repetitividade: CV <

15% e Precisdo Intermediaria: < 23%.
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Como no método anterior, além do tempo de retengdo de cada composto e a
observacao das transi¢fes de quantificacdo e confirmacao, o perfil e a intensidade relativa dos
ions caracteristicos dos analitos pesquisados foram calculados e comparados com os critérios
de aceitabilidade da Decisdo 2002/657/CE como mostrados na Tabela 2.10 (Secdo 2.5.8). A
razdo sinal/ruido obtida foi maior que 10 para todos os analitos pesquisados.

Resultados semelhantes sdo descritos na literatura, como por exemplo, um método
multirresiduo foi desenvolvido por Becker et al. [100] para determinacdo e quantificacdo de
15 penicilinas e cefalosporinas em carne e em leite. Para a extracdo, amostras de leite cru
foram fortificadas com os analitos na concentracao de 0,5; 1,0 e 1,5xLMR. Depois a mistura
foi agitada em vortex (1 min) e mantida em temperatura ambiente (10 minutos). Trinta gramas
deste leite foram centrifugados (1500xg; 25 °C por 10 min). Dez gramas do leite
desengordurado foram pesados em um tubo de centrifuga de polipropileno (50 mL). O
volume foi ajustado para 30 mL com acetonitrila, agitado (15 s) e novamente centrifugado
(1500%g; 25 °C por 15 min). Posteriormente, 15 mL do sobrenadante foram pipetados e
submetidos a evaporagdo (37 °C). Quatro mililitros de uma solucdo saturada de cloreto de
sodio foram adicionados para evitar a formagdo de espuma durante a evaporacdo da
acetonitrila. O residuo foi dissolvido em 15 mL de uma soluc&o de 0,05 mol L™ de tamp&o
fosfato (pH 8,5). Apds a mistura, o pH do extrato foi reajustado para 8,5 utilizando uma
solucéo 0,2 mol L™ de hidréxido de sédio e finalmente submetido a uma etapa de limpeza por
EFS. As recuperacOes variaram entre 76 e 116%. A naficilina apresentou as seguintes
recuperacdes para os trés niveis de concentracdao 0,5; 1,0 e 1,5xLMR: 99,3; 84,7 e 75,6%,
respectivamente, enquanto que cefazolina apresentou os seguintes resultados: 98,4; 91,4 e
93,0%, respectivamente. Os indices de precisdo intra e inter-dia apresentaram-se em
conformidade com a Deciséo 2002/657/CE [44].

Outro procedimento de determinacdo e quantificacdo de seis sulfonamidas
(sulfadiazina,  sulfatiazol,  sulfametazina,  sulfametoxipiridazina,  sulfametoxazol,
sulfadimetoxina), trés tetraciclinas (tetraciclina, clorotetraciclina e oxitetraciclina) e
perimetamina em amostras de leite foi desenvolvido por Koesukwiwat et al. [101]. A
preparacdo da amostra consistiu na pesagem de 5,0 g de leite pasteurizado em um tubo de
polipropileno, seguida da adicdo de 2,0 mL de TCA 20% (m/v) e centrifugacdo por 2 min.
Posteriormente, 20,0 mL de tampdo Mcllvain foram adicionados a mistura e centrifugadas por
3 min em alta velocidade. O pH da soluc&o da amostra foi ajustado para 4,5 com 1,0 mol L™

de hidréxido de sodio. Finalmente, a mistura foi novamente centrifugada a 3800 rpm por
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cerca de 20 minutos e o sobrenadante foi submetido a uma etapa de limpeza com EFS. As
recuperacdes obtidas permaneceram entre 72,0 e 97,4%.

Diante do exposto, pode-se afirmar que a nova metodologia de extracdo e clean up
(ELL-RPBT) usada para quantificacdo simultanea de 27 medicamentos veterinarios em
amostras de leite é promissora, apresentando vantagens em relacdo as demais técnicas como
praticidade, rapidez, custo, nimero reduzido de etapas de manipulagdo da amostra e uso de

pequenas quantidades de solventes organicos.
Limites de deteccdo e quantificacdo, limite de decisdo, capacidade de deteccao.

Os valores dos limites de decisdo (CC,), capacidade de deteccdo (CCp), limites de
deteccdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram calculados de acordo com a norma BS ISO 11843-
2 [92], como descrito na se¢do 3.1.1.7.1. Os valores obtidos, mostrados na Tabela 3.13, para
CC,, ficaram entre 10,9 (fenbendazol) e 114,6 (clorotetraciclina) pg kg™, os quais sdo
coerentes com os respectivos LMR. Ja os valores de CCy variaram entre 11,7 e 129,3 pg kg™
para 0s mesmos analitos. Os resultados dos limites de deteccdo e quantificacdo foram
inferiores a 20,8 e 35,5 ug kg™ (oxitetraciclina), respectivamente. Todos os valores calculados

foram inferiores aos LMR estabelecidos para cada analito.
Incerteza de medicdo

A incerteza de medicao foi calculada por composicéo estratégica de Botton-up e Top-
Down [95] usando os dados obtidos a partir da validacdo do método. Tais parametros foram
calculados como descrito no item 2.5.7 para os trés niveis estudados e sdo mostrados na
Tabela 3.15.

Como mencionado anteriormente, segundo as diretrizes sobre a incerteza na medigéo
estabelecidas pelo Codex Alimentarius [99], para concentracdes inferiores a 100 pg kg™ a
incerteza expandida deve ser inferior a 44%, enquanto que para concentracdes > 100 pg kg™ e
< 1 mg kg™ a incerteza expandida deve ser inferior a 32%. Como pode ser visto na Tabela
3.15 a incerteza expandida calculada para os niveis 0,5 e 1,0 xLMR, todos os resultados
foram inferiores a 44%. Ja para o terceiro nivel, clorotetraciclina, oxitetraciclina e tetraciclina
apresentaram resultados insatisfatérios, enquanto que sulfadiazina e tiabendazol apresentaram

resultados ligeiramente superiores (>32%).
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Tabela 3.15 Estimativa de incerteza expandida da medicdo determinados no procedimento de

validacdo do método quantitativo de analise de medicamentos veterinéarios em leite bovino

) LMR Estimativa da incerteza de medigdo (%)® (n=36)
Analito (ug kg™) 0,5xLMR 1,0xLMR 1,5xLMR

Cefazolina 50 14,4 19,2 27,3
Clorotetraciclina 100 23,2 43,1 57,6
Enrofloxacina 100 34,2 31,3 23,2
Fenbendazol 10 1,9 4,9 5,3
Flumequina 50 7,6 131 23,0
Marbofloxacina 75 8,7 15,3 12,2
Naficilina 30 11,1 14,8 17,9
Oxfendazol 10 4,2 4,7 58
Oxitetraciclina 100 15,9 44,0 78,8
Sulacloropiridazina 100 91 12,5 20,9
Sulfacetamida 100 13,0 20,5 194
Sulfadiazina 100 8,9 15,0 35,4
Sulfadimetoxina 100 14,5 21,6 25,6
Sulfadoxina 100 9,4 11,8 30,0
Sulfafenazol 100 22,8 34,2 30,0
Sulfaguanidina 100 16,4 13,8 15,7
Sulfamerazina 100 16,1 131 16,6
Sulfametazina 100 10,3 18,5 23,5
Sulfametizol 100 7.3 21,4 11,5
Sulfametoxazol 100 13,5 17,9 21,7
Sulfametoxipiridazina 100 7,5 13,8 30,0
Sulfanilamida 100 11,8 22,7 20,8
Sulfaquinoxalina 100 10,5 15,0 26,0
Sulfatiazol 100 10,3 12,5 24,3
Sulfisoxazol 100 7,9 21,5 17,0
Tetraciclina 100 18,0 38,6 47,2
Tiabendazol 100 21,8 17,6 34,4

fator de abrangéncia k = 2.

82



Capitulo 3 Desenvolvimento e validacdo de métodos de anélise

Analise de amostras de leite de diferentes regides do Brasil

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacéao de residuos de medicamentos
veterinarios em 15 amostras de leite bovino, A; a Ajs, obtidas em fazendas de diferentes
regides do Brasil. Os resultados obtidos sdo indicados na Tabela 3.16.

Tracos de medicamentos veterinarios (sulfametazina e tetraciclina) foram encontrados
em concentracdes abaixo do limite de quantificacdo em duas amostras de leite. Apenas a
amostra 15 apresentou uma concentracdo de sulfametazina que pdde ser quantificada
19 + 2 ug kg* (Figura 3.10). Entretanto, a concentracdo encontrada est4 abaixo do LMR

estabelecido para sulfonamidas (100 pg kg™).

Tabela 3.16 Concentragdo (pg kg™) de medicamentos veterinarios encontrados em amostras

de leite bovino da regido de Minas Gerais

Amostra
. A A; Ass
Analito
Sulfametazina <LQ <LQ 18,7+1,9
Tetraciclina <LQ ND" ND"
"ND = Néo detectado
0.2
1007 2791852
1,67eR
a2
i
9,2
100N 270s 1558
6, 71e4
72
..‘.....‘......‘.‘.......Tempo
OB,O 8.2 8.4 8.6 8,8 0,0 0.2 04 0.6 0.8 w0 10,2 14 10,6 10,8 (min)

Figura 3.10 Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para uma amostra de leite

bovino positiva para sulfametazina

83



Capitulo 3 Desenvolvimento e validacdo de métodos de anélise

3.1.2.2.2 Concluséao Parcial

A CL-EM/EM mostrou ser uma técnica sensivel para a determinacdo de 27
medicamentos veterinarios pertencentes as classes: sulfonamidas, tetraciclinas, penicilinas,
benzimidazois e quinolonas. O método proposto separa os analitos com boa resolugdo numa
Unica corrida cromatografica de 18 min. As etapas de validacdo executadas estdo em
conformidade com os requisitos da Decisdo 2002/657/CE [44]. E importante ressaltar que 0s
resultados obtidos, expressos como indices de recuperacédo e precisdo, estdo em conformidade
com meétodos descritos na literatura. Para o terceiro nivel estudado (1,5xLMR), todas as
tetraciclinas apresentaram resultados insatisfatdrios de incerteza expandida. Entretanto, para
concentracdes inferiores a 1,0xLMR, todos os resultados foram aceitaveis e, portanto, o
método € recomendado para tais analitos também. Caso concentracGes acima de 1,0xLMR
sejam encontradas para as tetraciclinas, recomenda-se a diluicdo da amostra para que a
concentracdo seja abrangida pelos niveis que foram considerados aceitaveis. Finalmente, o
método validado foi aplicado na analise de 15 amostras obtidas de diferentes regiGes de Minas
Gerais, sendo encontrados tracos de sulfametazina e tetraciclina em duas amostras, outra

amostra apresentou a concentracéo de 19 + 2 pg kg™ de sulfametazina.

3.1.2.3 Validagdo de método qualitativo para determinacdo de medicamentos

veterinarios em musculo suino

A rapidez proporcionada pela nova metodologia de extracédo e clean up (ELL-RPBT)
fez com que se pensasse na validacdo de um método de triagem para atender a demanda dos
laboratdrios de rotina que tem necessidade de fornecer resultados rapidos e confiaveis a um
grande nimero de amostras.

Os métodos de triagem sdo muito mais rapidos na emissdo de laudos, pois o0s
resultados se baseiam na resposta conforme (concentracdo do analito menor que o LMR) ou
ndo conforme (concentracdo do analito maior que o LMR). Para que isto seja possivel, alguns
parametros como fator de corte sdo determinados. Este pardmetro vai indicar se a amostra
contém/ou ndo o analito em concentracdo superior ao LMR, ou seja, 0s métodos de triagem
sdo semiquantitativos. Como na grande maioria das vezes as amostras sao conformes, 0s

laudos podem ser emitidos com maior rapidez.
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Sendo assim, as condigdes cromatograficas e espectrométricas foram otimizadas de
modo a maximizar a resposta analitica dos compostos de interesse. A Figura 3.11 mostra 0s
Cromatogramas de fons Extraidos (“Extracted Ion Chromatography” — EIC), obtidos para a
transicdo de quantificacdo de um representante de cada classe de medicamento veterinario
considerados neste estudo. O tempo total de corrida cromatogréafica foi de 18 minutos e os
tempos de retencdo para cada composto, assim como seus LMR, sdo mostrados na Tabela
3.17.

135 300> 268
100 277eb
2 % /\ Fenbendazol
0 S T T T R T T T T T T T T e T T T e e e e T e
12,7 3352:160
100 5
i /\ Penicilina & 21424
%
0] T T R L o o L ALAAaan: T T T
123 301> 1558
mii /\ Sulfaquinoxalina 7.90e5
0] LRAAAN LA LR AR LA Eanay T T L B L B I L L L I L L A L Rl Rl LA AR RN CAR) Rinns eany
10 7346 > 158
100 5 o 8.06e5
52 3 /\ Eritromicina
L L B L L L Ly L L L L L L m ) W B L B ) Ly L L Lt ML La ) Ly AR LR ALY AN R AR RARAY AR MR R
7.9 360> 3161
100
333 [\ Enrofloxacina L16eé
0 ST T T T T T T T e T R T T T T T e T e e
7.8 445> 410
10; % Metr‘ociclinu 5.49e5
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00 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 (min)

Figura 3.11 Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para uma amostra de musculo suino que foi fortificada com
0s seguintes analitos (um representante de cada classe) no nivel 0,5 x MRL: tetraciclina (tetraciclinas),
enrofloxacina (quinolonas), eritromicina (macrolideos), sulfaquinoxalina (sulfonamidas), penicilina G
(penicilinas) e fenbendazol (benzimidazois) - Condicbes cromatograficas: volume de inje¢do: 50 pL, coluna
Zorbax Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm) 5um (Agilent); fase movel: (A) 0,1% de &cido férmico em
agua:acetonitrila 95:5 (v/v) e (B) 0,1% de &cido férmico em agua:acetonitrila 5:95 (v/v); programa de gradiente:
0 min - 90:10 va/vg; 5 min — 80:20 va/vg; 9 min — 50:50 Va/vg; 12 min - 20:80 va/Vg. 14 min - 20:80 va/vg. 15
min - 90:10 va/vg e 18 min - 90:10 va/vg; vazdo: 0,3 mL min™; as condicBes utilizadas no detector foram

ajustadas conforme descrito na sec¢éo 3.1.1.3
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Tabela 3.17 Limite Maximo de Residuo (LMR), faixa do tempo de retengdo e raz&o de ions
obtidos para cada analito considerado no método qualitativo para determinacdo de

medicamentos veterinarios em musculo suino

) LMR Faixa do tempo de Raz&o de fons
Analito

(ug kg™ retengdo (min)? (%)
Ampicilina 50 5,94-6,06% 11,2
Cefazolina 300 9,17-9,27 93,3
Clorotetraciclina 100 10,00-10,15 80,1
Clindamicina 180 9,96-10,08 8,7
Cloxacilina 300 10,04-10,16 10,0
Enrofloxacina 100 7,86-7,97 24,2
Eritromicina 200 10,93-11,04 18,4
Fenbendazol 50 13,50-13,60 35,6
Flumequina 50 13,44-13,54 46,2
Lincomicina 100 4,91-4,98 31,7
Marbofloxacina 75 6,30-6,42 26,8
Naficilina 300 14,20-14,30 7,2
Oxacilina 300 13,58-13,67 40,9
Oxfendazol 50 10,68-10,80 69,0
Oxitetraciclina 100 6,28-7,86 32,6
Penicilina G 50 12,64-12,74 51,8
Penicilina V 25 13,21-13,29 52,2
Sulfacetamida 100 6,28-6,35 49,8
Sulfacloropiridazina 100 10,92-11,02 70,1
Sulfadiazina 100 6,73-6,82 16,4
Sulfadimetoxina 100 12,29-12,38 9,9
Sulfadoxina 100 11,18-11,28 3,2
Sulfafenazol 100 12,45-12,53 14,9
Sulfaguanidina 100 3,63-3,66 68,1
Sulfamerazina 100 8,09-8,19 55,7
Sulfametazina 100 9,19-9,31 39,4
Sulfametizol 100 9,42-9,51 20,6
Sulfametoxazol 100 11,39-11,48 19,8
Sulfametoxipiridazina 100 9,53-9,61 34,3
Sulfanilamida 100 4,26-4,30 37,9
Sulfaquinoxalina 100 12,23-12,32 56,3
Sulfatiazol 100 7,00-7,10 20,1
Sulfisoxazol 100 11,68-11,78 7,3
Tetraciclina 100 7,79-7,92 31,3
Tiabendazol 100 5,69-5,79 65,8
Tilmicosina 50 10,03-10,15 15,1
Tilosina 100 11,10-11,20 4,2

# Faixa do tempo de retencéo (média do tempo de retengdo * 3s (n=15)).
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Determinacdo do “Threshold Value” (T,), Fator de Corte (F;) e Limite de Detecgdo (LD)

Os parametros: Ty, F¢, LD, CCg e sensibilidade foram estimados como descrito no item
3.1.1.7.2 e os resultados sdo mostrados na Tabela 3.18. Como pode ser observado, 0s Unicos
analitos que ndo apresentaram F.>T, foram ampicilina, clindamicina e eritromicina, indicando
que CCg>NI e, desta forma, mais de 5% de amostras néo conformes podem apresentar um
resultado conforme. Por outro lado, o estudo da sensibilidade, que foi efetuada na
concentracdo de 1,0xLMR, apresentou resultado de 100% para todos os analitos, o que nos
leva a concluir que o método demonstra sua aplicacdo para monitoramento dos analitos cujo
F.<T,. Entretanto, uma nova validacdo deve ser feita calculando F. e T, no nivel de
1,0xLMR. Possivelmente, resultados satisfatorios devem ser obtidos.

Além do tempo de retencdo de cada composto e observacdo das transi¢bes de
quantificacdo e confirmacdo, o perfil e a intensidade relativa dos ions caracteristicos dos
analitos pesquisados foram calculados e comparados com os critérios de aceitabilidade da
Decisdo 2002/657/CE [44] como mostrados na Tabela 2.10 (Secdo 2.5.8.). A razdo sinal/ruido

obtida foi maior que 10 para todos os analitos pesquisados.
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Tabela 3.18 Limite de deteccdo (LD), Threshold Value (T,), fator de corte (F¢) e sensibilidade
estimados a partir da validacdo do método qualitativo para determinacdo de medicamentos

veterinarios em musculo suino

Transicdo de quantificacdo Transicdo de confirmacao

Analito LD . . Sens. ¢ . Sens. ¢
(Mg kg™ FJ T, CGCy %) FJ T CCy %)
Ampicilina 5,36° F.<T, CCp>NI 100 F.<T, CCBp>NI 100
Cefazolina 11,52° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Clorotetraciclina 9,26" F.>T, CCB<NI 100 Fc>T, CCB<NI 100
Clindamicina 0,39% Fo<T, CCB>NI 100 F.<T, CCp>NI 100
Cloxacilina 2,30 F.>T,  CCB<NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Enrofloxacina 0,472 F.>T, CCB<NI 100 Fe>T, CCB<NI 100
Eritromicina 11,96° F.<T, CCp > NI 100 F.<T, CCp>NI 100
Fenbendazol 0,48° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Flumequina 0,39% F.>T, CCB<NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Lincomicina 8,83° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Marbofloxacina 3,04° F.>T,  CCB<NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Naficilina 7,16° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Oxacilina 1,48° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Oxfendazol 5,79° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Oxitetraciclina 4,39 F.>T,  CCBP<NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Penicilina G 3,70° Fe>T, CCP <NI 100 Fe>T, CCB<NI 100
Penicilina V 1,49" Fe>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Sulfacetamida 1,57 F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Sulfacloropiridazina 2,38° F.>T, CCB<NI 100 Fe>T, CCB<NI 100
Sulfadiazina 4,09 F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Sulfadimetoxina 2,81° F.>T, CCB<NI 100 Fc>T, CCBP<NI 100
Sulfadoxina 0,472 F.>T, CCB<NI 100 Fc>T, CCBP<NI 100
Sulfafenazol 2,66° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Sulfaguanidina 5,28° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Sulfamerazina 2,81° F.>T, CCB<NI 100 Fe>T, CCB<NI 100
Sulfametazina 0,93° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Sulfametizol 3,35% F.>T, CCB<NI 100 F.>T, CCP<NI 100
Sulfametoxazol 0,94° F.>T, CCB<NI 100 Fe>T, CCB<NI 100
Sulfametoxipiridazina 0,68% F.>T, CCB<NI 100 Fe>T, CCB<NI 100
Sulfanilamida 1,88° F>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Sulfaguinoxalina 6,07° Fe>T, CCB<NI 100 Fe>T, CCB<NI 100
Sulfatiazol 0,30% F>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Sulfisoxazol 6,29° F.>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Tetraciclina 5,00% F.>T, CCB<NI 100 Fe>T, CCB<NI 100
Tiabendazol 3,56° F.>T, CCB<NI 100 Fe>T, CCB<NI 100
Tilmicosina 1,59° F>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100
Tilosina 0,41% F>T, CCB <NI 100 F.>T, CCB<NI 100

Nota: Analitos que ndo cumprem os requisitos para inclusdo no método de triagem sdo mostrados em negrito.
® Valor estimado a partir da transicdo mais intensa (transicdo de quantificacdo). *Valor estimado a partir da

transicdo menos intensa (transicdo de confirmacéo). © NI significa: Nivel de Interesse. *Sensibilidade.
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3.1.2.3.1 Concluséo parcial

A CL-EM/EM mostrou ser uma técnica sensivel para a determinacdo dos compostos
de interesse. O método proposto separa os analitos com boa resolu¢cdo numa Unica corrida
cromatografica de 18 minutos. Como relatado nos métodos anteriores, a metodologia
modificada de extracdo e clean up (ELL-RPBT) apresentou algumas vantagens como
praticidade, nimero de etapas de manipulacdo da amostra reduzido, tornando-a de féacil
execucdo e evitando a possibilidade de perdas consideraveis dos analitos e custo. Os
resultados demonstraram que o método pode ser aplicado para a deteccdo e identificacdo 34
drogas veterinarias (sulfacetamida, sulafacloropiridazina, sulfadiazina, sulfatiazol,
sulfametazina, sulfadimetoxina, sulfadoxina, sulfaguanidina, sulfamerazina, sulfametizol,
sulfametoxazol, sulfametoxipiridazina, sulfanilamida, sulfaquinoxalina, sulfisoxazol,
sulfafenazol, penicilina G, penicilina V, cloxacilina, cefazolina, naficilina, marbofloxacina,
enrofloxacina, tiabendazol, fenbendazol, oxfendazol, tetraciclina, oxitetraciclina,
clorotetraciclina, eritromicina, tilosina, tilmicosina, clindamicina e lincomicina) ndo sendo
aplicavel somente para a ampicilina, flumequina e oxaciclina. Para os casos em que F. < T,
mais de 5% das amostras s@o consideradas negativas, e desta forma, CCp > NI. Para estes
analitos novos estudos de concentracdo acima do nivel de interesse (no caso 0,5 x LMR)

devem ser realizados, com o intuito de melhorar os resultados obtidos.

3.2 Métodos de andlise multirresiduo de medicamentos veterinarios em alimentos

baseados em extracdo QUEChERS

Neste item é descrito o conjunto de trabalhos em que se empregou a técnica

QUEChERS, sendo que dois métodos foram desenvolvidos e validados para:

(1) andlise quantitativa de 21 residuos de medicamentos veterinarios em carne de
frango;
(2) andlise quantitativa de 32 residuos de medicamentos veterinarios em peixe Sparus

aurata.
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3.2.1 Material e métodos

3.2.1.1 Reagentes e materiais

Os padrdes e reagentes utilizados neste trabalho foram descritos nas Tabelas 3.19 e

3.20, respectivamente.

Tabela 3.19 Informacgdes referentes aos padrdes utilizados na validacdo de métodos

empregando procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)

Reagente Pureza Marca Reagente Pureza Marca

(%) (%)
Albendazol 96,6 LGC Standars Oxfendazol 98,4 Sigma-Aldrich
Ampicilina 99,0 Fluka Oxitetraciclina 98,1 Fluka
Benzatina 98,1 Sigma-Aldrich Penicilina G 99,7 Fluka
Clorotetraciclina 90,0 Riedel de H&en Peniclina V 98,3 Fluka
Cloxacilina 98,9 Fluka Sarafloxacina 98,6 Riedel de H&en
Danofloxacina 99,9 Riedel de Haen Sulfacloropiridazina 99,5 Riedel de Haen
Dicloxacilina 98,2 Fluka Sulfadiazina 98,0 Dr. Ehrenstorfer
Doxiciclina 99,5 Fluka Sulfadimetoxina 99,4 Riedel de Héen
Emamectina 99,1 Riedel de H&en Sulfametazina 99,9 Sigma-Aldrich
Enrofloxacina 99,6 Riedel de Héen Sulfaquinoxalina 98,3 Riedel de Héen
Eritromicina 99,9 Fluka Sulfatiazol 99,9 Fluka
Fenbendazol 98,0 Sigma-Aldrich Tetraciclina 97,3 Riedel de Haen
Flumequina 99,0 Dr. Ehrenstorfer Tiabendazol 99,5 Sigma-Aldrich
Josamicina 99,8 Fluka Tilmicosina 99,0 Sigma-Aldrich
Levamizol 99,9 Riedel de H&en Tilosina 99,9 Sigma-Aldrich
Marbofloxacina 98,8 Riedel de H&en Trimetoprima 99,5 Sigma-Aldrich
Mebendazol 99,9 Riedel de Héen

Tabela 3.20 Informacgbes referentes aos reagentes utilizados na validacdo de meétodos

empregando procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)

Reagente ® Marca Reagente Marca
Acetonitrila (Grau CLAE) Sigma Aldrich | Metanol (Grau CLAE) Sigma Aldrich
Acido férmico (>99,0) Fluka PSA sorvente (40-60 pg) Sharlab
Citrato de sédio dibasico (99,0) Sigma Aldrich | Sulfato de magnésio anidro (97,0) Panreac
Citrato de sédio diidratado (99,0) J T Backer

®Pureza (%) entre parénteses.
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3.2.1.2 Materiais e equipamentos
Os materiais e equipamentos que foram utilizados neste trabalho foram descritos na

Tabela 3.21.

Tabela 3.21 Informacdes referentes aos materiais e equipamentos utilizados na validacédo de

métodos empregando procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and

Safe)

Material Marca/Descricdo

Agitador de tubos VELP SCIENTIFICA

Balanca METLER TOLEDO PB602-S (Sensibilidade 0,01g)
Balanca analitica METLER TOLEDO AB204-S (Sensibilidade 0,0001g)
Centrifuga P SELECTA/Centronic — BL 11

Coluna Cromatogréafica Coluna Acquity UHPLC BEH C18 column (100 mmx2,1 mm) 1,7 (Waters)
Filtros de membrana Millipore/Nylon 0,20 um

Freezer Horizontal PHILIPS

Micropipetas FINNPIPETTE/Capacidades: 5000, 1000, e 300 pL
Triturador de alimentos Sammic

Vials Waters/Capacidade: 1,5 mL

3.2.2 Instrumental

Foi utilizado um equipamento UPLC ACQUIT® da Waters com detector de massas
ACQUIT® TQD (Waters) equipado com uma fonte de ionizacéo electrospray usada no modo
positivo. A aquisicdo de dados foi feita através do programa MassLynx (versdo 4.1). Os
parametros da fonte de ionizacdo foram: voltagem do capilar: 3,0 kV; temperatura da fonte:
120 °C; temperatura de dessolvatagdo: 350 °C; vazdo de gas pelo cone: 80 L h™; vazdo de gas
de dessolvatacdo: 600 L h™. Argénio foi usado como gés de colisdo para promover a
dissociacdo induzida por colisdo (CID) dos ions precursores, sob uma pressao inferior a
4,0x10™ mbar, possibilitando a analise no modo MRM, sendo monitoradas no minimo duas
transi¢Oes (m/z) para cada composto. A transicdo com maior intensidade de sinal foi usada
para quantificacdo e a segunda transi¢do de maior intensidade foi usada para confirmacéo do
analito. A otimizacdo dos parametros espectrométricos, foram realizadas mediante a infuséo

de uma solucdo padrdo de 50 pg mL™ a uma vazéo de 10 pL min™. Os resultados para todos
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0s métodos empregando QUEChERS sdo mostrados na Tabela 3.22, visto que tais condi¢Bes

sdo as mesmas, modificando apenas o numero de compostos presentes no método.

Tabela 3.22 Condigdes espectromeétricas otimizadas para cada analito considerado na

validacdo de métodos empregando procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,

Ruged and Safe)

Analito

Transi¢do de
guantificagéo®
(m/z)

Transicdo de
confirmacgéo®
(m/z)

Voltagem do cone

V)

Albendazol
Ampicilina
Benzatina
Clorotetraciclina
Cloxacilina
Danofloxacina
Dicloxacilina
Doxiciclina
Emamectina
Enrofloxacina
Eeritromicina
Fenbendazol
Flumequina
Josamicina
Levamizol
Marbofloxacina
Mebendazol
Oxacilina
Oxfendazol
Oxitetraciclina
Acido oxolinico
Penicilina G
Penicilina V
Sarafloxacina
Sulfacloropiridazina
Sulfadiazina
Sulfadimetoxina
Sulfametazina
Sulfaquinoxalina
Sulfatiazol
Tetraciclina
Tiabendazol
Tilmicosina
Trimetoprima
Tilosina

266,0>234,2 (20)°
350,0>106,2 (30)
241,6>91,3 (25)
479,3>444,3 (20)
436,2>160,1 (15)
358,3>340,3 (32)
470,2>160,1 (20)
445,3>428,3 (18)
886,6>158,2 (30)
360,3>342,3 (20)
717,1>158,2 (30)
300,0>268,2 (20)
262,3>244,3 (20)
829,3>174,2 (32)
205,0>123,1 (29)
363,1>320,4 (15)
296,2>264,2 (25)
402,3>160,1 (15)
315,9>191,3 (22)
461,4>443,3 (13)
262,3>244,3 (20)
335,2>160,1 (15)
351,3>160,1 (15)
386,2>368,4 (22)
285,1>156,2 (15)
251,0>156,0 (17)
311,1>156,2 (20)
279,1>92,1 (30)
301,2>156,1 (35)
256,2>156,1 (15)
445,4>410,2 (20)
201,8>175,2 (27)
870,4>174,3 (45)
291,4>261,3 (25)
917,4>174,3 (18)

266,0>101,1 (35)
350,0>160,1 (10)
241,6>134,3 (15)
479,3>462,3 (18)
436,2>277,2 (15)
358,3>255,2 (38)
470,2>311,1 (15)
445,3>154,2 (28)
886,6,3>82,2 (30)
360,3>316,3 (20)
717,1>116,2 (45)
300,0>159,1 (35)
262,3>202,2 (20)
829,3>109,1 (40)
205,0>117,2 (27)
363,1>345,4 (20)
296,2>77,1 (46)
402,3>243,1 (15)
315,9>1509,2 (35)
461,4>426,3 (10)
262.3>216.2 (34)
335,2>176,3 (15)
351,3>114,3 (35)
386,2>348,4 (30)
285,1>80,2 (50)
251,0>92,0 (25)
311,1>245,3 (18)
279,1>124,2 (20)
301,2>108,1 (30)
256,2>92,2 (25)
445,4>427,3 (13)
201,8>131,2 (32)
870,4>696,9 (45)
291,4>230,2 (25)
917,4>101,1 (45)

32
30
30
35
25
38
20
30
60
38
35
32
20
55
36
35
37
20
35
28
25
25
15
45
32
20
60
35
32
30
28
30
18
20
35

®Energia de colisdo entre parentes.
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Para a separagdo cromatogréfica utilizou-se uma coluna Acquity UPLC BEH C18 (100
mm x 2,1 mm) 1,7 um (Waters). A fase mdvel utilizada consistiu de um gradiente das fases
A: 0,1 % de acido formico (v/v) e B: 0,1 % de acido formico em acetonitrila (v/v). Os
gradientes utilizados, para os dois métodos quantitativos sdo mostrados na Tabela 3.23. A
vazéo da fase mével foi de 0,3 mL min™ e o volume de injecdo foi de 5 pL. A temperatura da
coluna e das amostras foram fixadas em (30 + 5) e (10 + 5) °C, respectivamente.

Tabela 3.23 Gradientes das fases moéveis utilizadas nos métodos envolvendo procedimento
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)

Tempo Fase maével aquosa (A) Fase mdvel organica (B)
(min) (%) (%)
0 90 10
0,5 80 20
6,5 45 55
7,0 20 80
8,5 20 80

3.2.3 Preparo de solucdes

As solucdes estoque foram preparadas levando-se em consideracdo a pureza e a base
livre declarada no certificado de cada analito. Tais solu¢cdes foram preparadas em baldes
calibrados de 50,00 mL e os solventes utilizados foram metanol (para preparar solucGes
estoques de 200 mg L* de: sulfonamidas, macrolideos, benzimidazéis, avermectinas,
diamino-derivados, imidazotiazois e quinolonas) e acetonitrila:agua (1:1, v/v) (para preparar
solugBes estoques de 200 mg L™ de tetraciclinas e penicilinas). As solucdes foram
armazenadas em freezer a -20 °C sendo validas por 6 meses, exceto as solucdes de beta-
lactdmicos e tetraciclinas, cuja validade era de apenas 1 més. As solugdes de trabalho foram

preparadas semanalmente, sendo obtidas atraves de dilui¢bes das solucdes estoque.

93



Capitulo 3 Desenvolvimento e validacdo de métodos de anélise

3.2.4 Obtencéo de amostras brancas

Amostras brancas de musculo de frango e de peixe Sparus aurata foram obtidas em
supermercados locais de Almeria-Espanha. Analises por CL-EM-EM comprovaram a néo

existéncia de residuos dos analitos de interesse nas amostras.

3.2.5 Preparo de amostra

Os preparos de amostra dos métodos de analise em carne de frango e em pescado
consistiram em algumas modificaces do método QUEChERS original [61], os quais estdo

relatados nos proximos itens.

3.25.1 Método quantitativo para determinacdo de residuos de medicamentos

veterinarios em carne de frango

— As amostras previamente trituradas e homogeneizadas foram pesadas (5,00 g) em tubo
de polipropileno de 50 mL;

— As amostras foram fortificadas nas concentracBes desejadas e agitadas em vortex por
30s;

— 5,0 mL de agua Milli Q foram adicionados ao sistema;

— 10,0 mL de acido acético 0,1% em acetonitrila:agua (80:20, v/v) foram adicionados ao
sistema;

— O sistema foi agitado por 15 min;

— Os sais citrato de sodio dibasico (0,5 g), citrato de sddio dihidratado (1,0 g) e sulfato
de magnésio anidro (4,0 g) foram adicionados ao sistema;

— O sistema foi agitado por mais 15 min;

— O sistema foi centrifugado a 4136 g por 5 min;

— 1,0 mL do sobrenadante foi filtrado utilizando-se filtros de membrana de nylon 0,20
Hm;

— 500 pL do filtrado foram transferidos para um vial de 1,5 mL contendo 500 pL de
uma mistura (1:1, v/v) das fases moveis A: solugdo aquosa de acido férmico 0,1%
(v/v) e B: &cido formico 0,1% em acetonitrila (v/v), e agitado em vortex.

— Finalmente 5 pL do extrato foram injetadas no sistema CLUE-EM-EM.

94



Capitulo 3 Desenvolvimento e validacdo de métodos de anélise

Para melhor visualizagéo, o procedimento de extracdo e clean up foi simplificado na
Figura 3.12.

5 g de amostra previamente triturada

\/
Fortificacdo e agitagdo em vortex por 30's

Vi
Adicdo de 5 mL de agua Milli Q

\/
Adicéo de 10mL de HAc 0,1% em acetonitrila:agua (80:20, v/v)

Vi
Agitacdo em shaker por 15 min

|

Adicdo de 0,5 gde citrato de sodio dibasico, 1,0 g de citrato de
sddio diidratado e
4,0 g de sulfato de magnésio anidro
\/
Agitacdo em shaker por 15 min.

%
Centrifugagdo a 4136 g por 5 min.

!

Filtracdo de 1 mL do sobrenadante

|2

Mistura de 500 pL do filtrado e 500 pL de uma mistura (1:1, v/v)
das fasesmoveis A: solugdo aquosa de &cido formico 0,1% (v/v) e
B: acido férmico 0,1% em acetonitrila (v/v) e agitado em vortex.
Vi
Filtracdo e injecdo em CLUE-EM/EM.

Figura 3.12 Esquema do procedimento de QUEChERS modificado

para extracdo de medicamentos veterinarios em carne de frango

3.25.2 Meétodo quantitativo para determinacdo de residuos de medicamentos

veterinarios em peixe Sparus aurata

— A amostra de peixe Sparus aurata previamente triturada foi pesada (5,00 g) em tubo

de polipropileno de 50 mL;
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— 2,0 mL de agua Milli Q foram adicionados ao sistema;

— 10 mL de acetonitrila:metanol (75:25, v/v) foram adicionados ao sistema;

— O sistema foi agitado por 15 minutos;

— Os sais sulfato de magnésio anidro (4,0 g) e acetato de sodio anidro (0,5 g) foram
adicionados;

— O sistema foi agitado por mais 15 minutos;

— O sistema foi centrifugado a 4136 g por 5 min;

— 4 mL do sobrenadante foram evaporados até a secura;

— O residuo foi reconstituido com 1 mL de &cido formico 0,1% em acetonitrila:metanol
(75:25, viv);

— Os extratos foram filtrados utilizando-se filtros de membrana de nylon 0,45 pm e
transferidos para vials;

— Finalmente as amostras foram injetadas no sistema CLUE-EM-EM.

Para melhor visualizagdo, o procedimento de extracdo e clean up foi simplificado na
Figura 3.13.
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5 g de amostra da amostra previamente triturada
\/
Fortificacéo e agitacdo em vortex por 30's
\/
Adicdo de 2 mL de agua Milli Q
N
Adicdo de 10 mL de acetonitrila:metanol (75:25, v/v)
\/

Agitacdo em shaker por 15 min. |

Adicéo de 4,0 g de sulfato de magnésio anidro + 0,5 g de acetato
de sodio anidro

W/
Agitacdo em shaker por 15 min.

\
Centrifugacéo a 4136 g por 5 min.

\/

Evaporagdo de 4 mL do sobrenadante a secura

\/

Reconstituicdo do residuo com 1 mL de HCOOH0,1%em
acetonitrila:zmetanol (75:25, v/v)

\/
Filtracdo e injecdo em CLUE-EM/EM.

Figura 3.13 Esquema do procedimento de QUEChERS modificado

para extracdo de medicamentos veterindrios em peixe Sparus aurata

3.2.6 Protocolo de validacao

A validagdo dos métodos foi efetuada em conformidade com um protocolo interno de
validacdo do laboratério de residuos de medicamentos veterinarios da Universidade de
Almeria (Espanha).

Faixa de trabalho, linearidade e efeito de matriz

Amostras brancas de musculo de frango ou de peixe Sparus aurata (n=20) foram
extraidas, conforme os procedimentos descritos nas se¢des 3.2.5.1 e 3.2.5.2, respectivamente
e posteriormente analisadas para verificar a possibilidade de interferentes que pudessem
comprometer as analises. Uma razéo sinal/ruido inferior a 3, foi utilizada como indicador da

auséncia de interferentes na matriz.
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Para 0 método de determinacdo multirresiduo de medicamentos veterindrios em carne
de frango, a linearidade foi investigada na faixa de concentracéo de 10-250 pg kg™. Ja para o
método de determinacdo multirresiduo de medicamentos veterinarios em peixe Sparus aurata,
a linearidade foi investigada na faixa de concentracdo 10-150 pg kg™. As curvas foram
construidas utilizando-se a area do pico do analito em funcdo da concentracdo (ug kg™),
sendo que cada ponto da curva foi injetado apenas uma vez.

O estudo do efeito de matriz foi feito comparando a razédo das inclinacGes das curvas
de calibracdo (matrizada/solvente). Uma razdo compreendida entre 0,8 a 1,2 é considerada
toleravel, enquanto que resultados acima de 1,2 (aumento de sinal) ou abaixo de 0,8
(supresséo de sinal) apresentam forte efeito de matriz e a curva matrizada deve ser utilizada
[77].

Veracidade, repetitividade e precisao intermediaria

A veracidade, repetitividade (precisdo intradia) e precisdo intermediaria (precisao
interdias) foram avaliadas através de ensaios de recuperacdo. Os niveis de validacdo foram
selecionados de maneira a obter a menor concentracdo do analito que fornecesse dados
reprodutiveis. Neste intuito, amostras brancas de musculo de frango ou peixe Sparus aurata
foram fortificadas no nivel de interesse em replicatas (n=5) e posteriormente submetidas ao
procedimento de extracdo descrito na secdo 3.2.5. A repetitividade foi estimada avaliando-se
o coeficiente de variacdo dos resultados de recuperacdo das réplicas obtidas em um mesmo
dia (em cada nivel de concentracdo). A precisdo intermediaria foi estimada avaliando-se o
coeficiente de variacdo dos resultados de recuperacdo obtidos em cinco dias diferentes para

cada nivel de concentracéo.

Limites de deteccédo (LD), de quantificacdo (LQ), de decisdo (CC,), capacidade de deteccéo
(CCp) e incerteza de medicao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados a partir do método visual,
em que amostras brancas de musculo de frango ou de peixe Sparus aurata foram fortificadas
nos niveis de 1, 2, 5, 10, 20, 25, 30 e 50 pg kg™ e extraidas pelo método otimizado especifico
para cada matriz (n=3). Tais parametros foram obtidos para as menores concentragdes do

analito que proporcionavam uma relacdo sinal/ruido de 3 (para LD) e 10 (para LQ). CC, e
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CCg foram calculados de acordo com a BS I1SO 11843-2 [92], conforme as equaces 2.26,
2.27 e 2.28 descritas no capitulo 2 (se¢éo 2.5.8).

Ja a incerteza de medicdo foi calculada por composicdo estratégica de Botton-up e
Top-Down [95] usando os dados obtidos a partir da validacdo do método, que inclui a
incerteza da concentragdo do analito, variabilidade de deteccdo cromatogréfica e
espectrométrica, medidos como RSD. Os célculos foram efetuados conforme descrito no

capitulo 2 (secdo 2.5.7).

3.2.7 Anélise de amostras da regidao de Almeria — Espanha

Os métodos desenvolvidos foram aplicados na analise de amostras reais obtidas em
supermercados locais Almeria (Espanha). A fim de garantir a qualidade dos resultados, um
controle de qualidade interno foi realizado em cada lote de amostras. Este controle de
qualidade implica em uma calibracdo de matriz, um branco de reagente e uma amostra branca
fortificada na concentragdo de 30 ug kg™ (para amostras de frango) e 50 pg kg™ (para
amostras de peixe), a fim de avaliar a estabilidade do método proposto. Além disso, o tempo
de retencdo dos compostos, as transi¢cdes (quantificacdo e confirmacdo) e as intensidades
relativas dos ions detectados em amostras reais foram comparados com os padrdes de
calibracdo para confirmar a identidade dos analitos detectados usando o0s critérios
estabelecidos pela Decisdo 2002/657/EC [44].

3.2.8 Resultados e discussao

E importante ressaltar que o procedimento QUEChERS original [61] foi inicialmente
empregado em amostras com alto teor de &gua em sua composicdo e matrizes relativamente
menos complexas que tecidos e racdes (como, por exemplo, vegetais e frutas). Sendo assim,
pequenas modificacdes foram investigadas no metodo a fim de ampliar o uso desta
metodologia para outras matrizes como produtos de origem animal, com altos teores de
gordura, proteinas, entre outros. Desta forma, de acordo com o0s resultados que serdo
discutidos nos proximos itens, pequenas modificacdes foram feitas no método original, como,
por exemplo, a utilizagdo de combinagfes de solventes organicos na fase extratora, cuja
finalidade foi extrair um maior numero de compostos; uso de etapas de concentracdo dos

extratos, devido a baixa detectabilidade de alguns compostos como penicilinas; e, finalmente,
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0 estudo da possibilidade de eliminacdo da etapa de limpeza, que envolve o uso de sorventes

dispersivos como PSA.

3.2.8.1 Validacdo de método quantitativo para determinacédo de drogas veterinarias em

carne de frango
3.2.8.1.1 Otimizacao das condicdes instrumentais
Inicialmente, as condi¢Bes espectrométricas foram otimizadas a partir de infusdo direta

dos analitos no detector de massas como descrito na sec¢do 3.2.2. Posteriormente, as condicoes

cromatograficas foram ajustadas com a finalidade de maximizar a detectabilidade do sinal

analitico.
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Figura 3.14 Cromatogramas de fons extraidos (EIC) para uma solugdo padrdo (100 pg kg™) com os seguintes
analitos (um representante de cada classe): benzatina (penicilinas), trimetoprima (diamino derivados),
sulfadimetoxina (sulfonamidas), albendazol (benzimidazois), flumequina (quinolonas), josamicina (macrolideos)
e emamectina (avermectinas) - Condigdes cromatograficas: volume de injecdo: 5 uL, coluna Acquity UPLC
BEH C18 (100 mm x 2,1 mm) 1,7 um (Waters); fase mével: (A) solugdo aquosa de acido férmico 0,1 % (v/v) e
(B) 0,1 % de &cido formico em acetonitrila (v/v); programa de gradiente: 0 min - 90:10 va/vg; 0,5 min — 80:20
ValVg; 6,5 min — 45:55 va/vg; 7 min - 20:80 va/vg. 8,5 min - 20:80 va/vg; vazéo: 0,3 mL min™; as condicdes

utilizadas no detector foram ajustadas conforme descrito na se¢éo 3.2.2.
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Sendo assim, diferentes fases moveis orgénicas consistindo em solucbes acidas de
acido formico em metanol ou em acetonitrila foram testadas, sendo as concentracdes 4cidas
estudadas de 0,01 e 0,1% (v/v). Foi observado que a acetonitrila forneceu uma maior
detectabilidade em relacdo ao metanol. Ademais, uma maior concentracdo de acido formico
(0,1%, v/v) em ambas as fases mdveis (orgdnica e aquosa) proporcionou um aumento
significativo na detectabilidade dos picos cromatogréficos dos compostos de interesse.

O gradiente foi otimizado de modo a proporcionar uma separacdo adequada dos
analitos em menos de 9 min. Outros parametros, como temperatura da coluna, vazéo e volume
de injecdo foram testados a fim de obter uma separacdo rapida e confidvel, sendo que o0s
resultados otimizados sdo descritos na secdo 3.2.2. Para evitar efeito de carry-over durante a
analise cromatografica, diferentes composicbes das solucbes utilizadas para a lavagem da
agulha de amostragem foram estudadas. Foi observada que uma composicdo de 800 uL de
acetonitrila:dgua 10:90 (v/v) para strong solvent e 600 pL acetonitrila:dgua 90:10 (v/v) para
weak solvent proporcionaram o0s melhores resultados. A Figura 3.14 apresenta um

cromatograma obtido para os medicamentos veterinarios estudados.

3.2.8.1.2 Otimizacao e preparo de amostra

Como comentado anteriormente, o procedimento QUEChERS foi inicialmente
desenvolvido para extracdo de compostos em matrizes contendo altos teores de agua
(aproximadamente 90%). Embora o musculo de frango contenha em sua composi¢cdo
aproximadamente 70% de agua, uma quantidade extra de &gua (5,0 mL para 5,0 gramas de
musculo de frango) foi adicionada ao sistema para facilitar a limpeza dos extratos, levando-se
em consideracdo que compostos mais polares, presentes na matriz, seriam preferencialmente
extraidos por esta fase. A primeira etapa de otimizacdo do sistema de extracdo e clean up
consistiu em selecionar uma solucdo extratora, sendo avaliados diferentes solventes organicos
acidificados com &cido acético 1% (v/v), como metanol, acetonitrila e uma mistura de
acetonitrila e metanol (1:1, v/v). Foi observado que os melhores indices de recuperacao foram
obtidos em presenca de acetonitrila (dados ndo mostrados). Finalmente, observou-se que a
utilizacdo de uma mistura de acetonitrila:agua (80:20, v/v) promovia um leve aumento das
recuperacdes dos analitos, sendo por esta razdo mantida na execugéo das etapas posteriores.

Alguns trabalhos relatam que o 4acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) pode
melhorar a extracdo de alguns medicamentos veterinarios [102], visto que alguns analitos

podem ser complexados por metais presentes na matriz. Desta forma, a adicdo de uma
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aliquota de solucdo Na;EDTA (0,125 mol L™) & solugdo extratora foi avaliada. Pode-se
observar (Figura 3.15) que a adicdo de EDTA aumentou a recuperacdo de benzimidazois
(albendazol, mebendazol, oxfendazol e tiabendozol), duas sulfonamidas (sulfacloropiridazina
e sulfadiazina), trés macrolideos (eritromicina, tilmicosina e tilmicosina) e trimetoprima.
Entretanto, a extragdo de benzatina foi significativamente reduzida. Os outros analitos néo

apresentaram diferencas expressivas nas recuperagoes.
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Figura 3.15 Resultados da otimizacdo QUEChERS para extracdo de medicamentos veterinarios em musculo de
frango - Os analitos sdo representados por nimeros, cuja identificacdo é descrita como: 1. Acido oxolinico, 2.
Albendazol, 3. Benzatina, 4. Emamectina, 5. Eritromicina, 6. Fenbendazol, 7. Flumequina, 8. Josamicina, 9.
Levamisol, 10. Mebendazol, 11. Oxfendazol, 12. Sulfacloropiridazina, 13. Sulfadiazina, 14. Sulfadimetoxina, 15.
Sulfametazina, 16. Sulfaquinoxalina, 17. Sulfatiazol, 18. Tiabendazol, 19. Tilmicosina, 20. Tilosina, 21.

Trimetoprima

E importante ressaltar que compostos interferentes presentes na matriz podem ser co-
extraidos durante a extracdo, reduzindo, desta forma, a vida util da coluna cromatografica, e
interferindo na detecgdo dos compostos alvo, suprimindo os sinais analiticos. Considerando
gue uma maior limpeza diminui o efeito de matriz e, consequentemente, aumenta a
disponibilidade dos compostos na fase de ionizacdo, um procedimento de limpeza foi
avaliado. Neste caso, foi utilizado PSA (Amina Primaria e Secundaria) como fase sélida

dispersiva (d-EFS). PSA ¢é muito eficiente na remocdo de acidos graxos e outros acidos
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organicos presentes nos alimentos [103]. Para cada mililitro de extrato foi utilizada uma
massa de 150 mg de PSA. Esta etapa de limpeza foi avaliada na presenca e auséncia de EDTA
durante o processo de extracdo. Os resultados podem ser visualizados na Figura 3.15.

Uma analise detalhada da Figura 3.15 permite observar que quando se utiliza a etapa
de limpeza com PSA, ocorre uma melhora na resposta de recuperacdo de 14 compostos,
provavelmente decorrente da eliminacdo de grande parte dos interferentes, sendo que 10
analitos apresentaram melhores resultados sem a adicdo de EDTA (emamectina, eritromicina,
fenbendazol, memendazol, &cido oxolinico, sulfacloropiridazina, sulfaquinoxalina, sulfatiazol,
tilmicosina e trimetoprima). Para os outros quatro analitos (albendazol, flumequina, levamisol
e oxfendazol), a recuperacdo ndo foi expressivamente afetada na auséncia de EDTA
(recuperacGes maiores que 70%). Dentre os analitos que apresentaram menores respostas de
recuperacdo quando se utiliza a etapa de limpeza (benzatina, josamicina, sulfadimetoxina,
sulfametazina, sulfadiazina e tiabendazol), pode-se perceber que a recuperacdo é maior que
70% quando ndo se utiliza EDTA.

De acordo com os resultados obtidos, péde-se concluir que a etapa de limpeza era
importante ser mantida no procedimento de extracdo, enquanto que a etapa de adicdo de
EDTA poderia ser excluida sem o comprometimento das analises. O procedimento otimizado
foi descrito na secéo 3.2.5.1.

3.2.8.1.3 Validacao do método

Faixa de trabalho, linearidade e efeito de matriz

Amostras brancas de mdusculo de frango (n=20) foram extraidas, conforme
procedimento descrito na secdo 3.2.5.1, e posteriormente analisadas para verificar a
possibilidade de interferentes que pudessem comprometer as analises. No tempo de retencédo
de cada analito, foi apresentada uma razédo sinal/ruido inferior a 3, indicando auséncia de
interferentes na matriz.

A linearidade foi verificada para as curvas matrizadas na faixa de concentracdo de 10-
250 pg kg*, sendo que 17 analitos apresentaram linearidade adequada nesta faixa de
concentracdo, exceto para benzatina, cido oxolinico, flumequina, sulfametazina, tiabendazol,
tilmicosina e trimetoprima cuja faixa de concentracdo ficou compreendida entre 20 e 250
ng kg’ e tilosina (30-250 pg kgl). A qualidade das curvas foi avaliada através dos
coeficientes de determinacdo (r?) que ultrapassaram 0,9904 em todos 0s casos (Tabela 3.24).
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Tabela 3.24 Faixa do tempo de retencdo, limite maximo de residuo (LMR), razdo de ions,
coeficiente de determinagdo (r?), limites de deteccdo (LD), quantificacdo (LQ) e decisdo
(CC,) e capacidade de detecgdo (CCg) para cada analito considerado no método quantitativo

para determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios em musculo de frango

Faixa do
Razéo

_ tempo de LMR _ ) LD LQ® CC, CCs

Analito 3 4. deions r 1 4 4 4
retencdo  (ug kg”) %) (g kg™) (ugkg™) (ngkg™) (ugkg™)
(min)?

Acido oxolinico 2,87-3,25 100 9,0 0,9934 6,4 20 108,9 117,8
Albendazol 3,21-3,43 N 36,8 0,9914 3,2 10 24,5 38,4
Benzatina 0,76-0,96 N 105,5 10,9983 6,4 20 33,1 46,2
Emamectina 4,56-4,66 N 6,4  0,9904 3,2 10 18,5 26,3
Eritromicina 3,35-3,46 200 19,0  0,9910 3,2 10 207,8 215,6

Fenbendazol 3,64-3,82 --P 91,6  0,9955 3,2 10 17,8 25
Flumequina 3,48-3,72 400 5,7 0,9957 6,4 20 411,8 423,6
Josamicina 3,60-3,70 ---P 84,1 0,9922 3,2 10 19,3 28,7
Levamisol 1,97-2,23 10 59,7 0,9930 3,2 10 19,4 28,7
Mebendazol 3,11-3,41 N 80,2 0,9938 3,2 10 17 24,1
Oxfendazol 2,87-2,89 N 38,2 0,9958 3,2 10 18,6 26,5
Sulfacloropiridazina  2,71- 2,99 100 8,3  0,9909 3,2 10 107,4 114,7
Sulfadiazina 1,71-2,23 100 83,6 0,9961 3,2 10 116,9 133,8
Sulfadimetoxina 3,01-3,39 100 12,2 0,9941 3,2 10 106,8 113,6
Sulfametazina 2,36-2,60 100 56,1 0,9984 6,4 20 1111 122,2
Sulfaquinoxalina 3,06-3,34 100 6,8 0,9978 3,2 10 120,1 140,3
Sulfatiazol 2,03-3,13 100 72,4  0,9966 6,4 20 106 112,1
Tiabendazol 1,93-2,13 — 73,5  0,9966 6,4 20 32,4 43,6
Tilmicosina 2,76-2,92 75 32 0,9980 6,4 20 111,5 148,1
Tilosina 3,02-3,22 100 16,7 0,9976 10 30 108,2 116,5
Trimetoprima 2,16-2,24 50 60,7  0,9906 6,4 20 60,05 70,1

“Faixa do tempo de retencdo (média do tempo de retencdo + 3s (n=15)). °LMR n#o estabelecido para este
composto na matriz avaliada. “Para analitos que ndo possuem LMR estabelecido, o LQ foi usado para estimar
CC,e CC;.

As curvas analiticas foram obtidas atraves da regresséo linear da area dos picos versus
concentracdo pelo Método de Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO). A Figura 3.16

mostra um exemplo de curva analitica que foi obtida para sulfadiazina.
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Figura 3.16 Curva analitica da sulfadiazina obtida pelo método
quantitativo de determinagdo de multirresiduos de medicamentos

veterinarios em carne de frango

O estudo do efeito de matriz foi feito comparando-se a razdo das inclinagdes das
curvas analiticas matrizada/solvente na faixa de concentracdo dlinear. A Figura 3.17 mostra
os resultados obtidos para cada composto. Uma razdo compreendida entre 0,8 a 1,2 é
considerada toleravel, enquanto que resultados acima de 1,2 (aumento de sinal) ou abaixo de
0,8 (supressdo de sinal) apresentam forte efeito de matriz e a curva matrizada deve ser
utilizada. Pode-se observar que um efeito de matriz significativo foi observado para
benzatina, emamectina, flumequina, josamicina, sulfadiazina e sulfaquinoxalina, enquanto

que um efeito de matriz toleravel foi observado para os demais analitos.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21

Figura 3.17 Razdo das inclinagdes das duas curvas (matrizada/solvente) para cada medicamento veterinario em
musculo de frango - A faixa de efeito de matriz toleravel é ressaltada (0,8 a 1,2) - Os analitos sdo representados
por nimeros, cuja identificacio é descrita como: 1 Acido oxolinico, 2 Albendazol, 3 Benzatina, 4 Emamectina, 5
Eritromicina, 6 Fenbendazol, 7 Flumequina, 8 Josamicina, 9 Levamisol, 10 Mebendazol, 11 Oxfendazol, 12
Sulfacloropiridazina, 13 Sulfadiazina, 14 Sulfadimetoxina, 15 Sulfametazina, 16 Sulfaquinoxalina, 17

Sulfatiazol, 18 Tiabendazol, 19 Tilmicosina, 20 Tilosina e 21. Trimetoprima

Sensibilidade, limite de detec¢do (LD) e limite de quantificacdo (LQ), limite de decisdo
(CC,) e capacidade de detec¢do (CCp)

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados a partir do método visual,
como descrito na se¢do 3.2.6. Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 3.24. Pode ser
visto que os LD e LQ foram inferiores a 6,4 pg kg™e 20,0 pg kg™, respectivamente, exceto
para a tilosina (10,0 e 30,0 pg kg™). No entanto, estes resultados sio inferiores a0 LMR da
tilosina em musculo de carne de frango, que é de 100 ug kg™.

CC, e CCg foram calculados de acordo com a BS ISO 11843-2 [92] (Tabela 3.24).
Para os analitos que ndo possuiam LMR estabelecidos (albendazol, benzatina, emamectina,
fenbendazol, josamicina, mebendazol, oxfendazol e tiabendazol), CC, e CCg foram calculados
a partir do LQ estabelecido para cada analito. Para estes compostos, 0s maiores valores
encontrados foram obtidos para benzatina (33,1 e 46,2 pg kg' para CC, e CGC;,
respectivamente). Para os compostos com LMR definido, os valores variaram de 19,4 pg kg™
(levamisol) para 411,8 pg kg* (flumequina) para CC, e de 28,7 pg kg™ (levamisol) para
423,6 ug kg™ (flumequina) para CCy.
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Veracidade, precisdo e incerteza de medicao

A veracidade do método foi estimada através de ensaios de recuperacao nos niveis: 20,
50 e 100 pg kg?, exceto para tilosina, cujo menor limite estudado foi de 30 pg kg?, como

descrito na se¢éo 3.2.5. Os resultados estdo mostrados na Tabela 3.25.

Tabela 3.25 Limite Maximo de Residuo (LMR), porcentagens de recuperacao, repetitividade
e precisdo intermediaria obtidas para os trés niveis de concentracdo estudados (20, 50 e 100
ng kg') para o método quantitativo para determinacdo de residuos de medicamentos

veterinarios em musculo de frango

LMR Recuperagao (%) Precisdo intermediaria (RSD %)?
Analito . 20 50 100 20 50 100

MK kg (oke) ok (kg (uokg?)® (hg kg
Acido oxolinico 100  757(19,3) 73,8(166) 118,3(9,8) 12,2 9,2 272
Albendazol 91,0 (8,1) 92,5 (3,1) 105,6 (1,6) 12,3 2,7 8,3
Benzatina 656(8,2) 72,8(14,8) 81,9(9.1) 37,8 27,0 20,4
Emamectina 99,7(4,7) 96,6 (41) 112,5(1,2) 14,5 10,3 10,2
Eritromicina 200 111,9(9,3) 1058(7,8) 117,0 (4,1) 16,0 16,3 43
Fenbendazole 94,7 (54)  93,7(55) 110,3 (4,4) 10,5 6,6 7,0
Flumequina 400 90,4 (19,2) 89,2 (8,8) 89,0 (13,0) 27,4 21,4 18,7
Josamicina 95,6 (10,5) 102,0 (46) 111,9 (4,6) 4,5 7,2 10,8
Levamisol 10 92,4 (17,7) 97,8(18,6) 111,5(13,4) 149 8,8 21,6
Mebendazol 975(28) 940(72) 112,6 (54) 19,3 8,9 9,3
Oxfendazol 96,7 (11,9) 90,2 (6,8) 1084 (4,3) 9,0 6,6 18,2
Sulfacloropiridazina 100  78,0(22,1)  73,3(11,8) 117,9(3,0) 10,2 12,7 12,2
Sulfadiazina 100  86,5(21,2) 88,0(14,7) 107,3(11,0) 119 11,4 14,3
Sulfadimetoxina 100 1102 (7,1) 107,4(8,9) 106,9 (7,2) 21,0 12,0 8,4
Sulfametazina 100 76,0 (13,00 82,2(153) 69,0(12,4) 13,2 51 12,9
Sulfaquinoxalina 100  96,2(17,2) 104,9(14,0) 96,3 (115) 13,2 10,3 45
Sulfatiazol 100  91,0(182) 884 (113) 1094 (7,6) 19,8 13,4 23,6
Tiabendazol 91,1(75)  937(9,9 1142 (2,7) 20,5 8,1 13,6
Tilmicosina 75 755(11,9) 81,4(18,1) 90,1 (19,4) 16,5 22,0 16,1
Tilosina® 100  83,2(205) 91,6 (20,6) 754 (14,5) 24,1 19,5 12,7
Trimetoprima 50 89,6 (16,2) 85,8(10,5) 88,8(10,7) 12,8 13,3 16,7

*NUmero de repeticdes = 5. "Precisdo intradia é dada entre parénteses como desvio padréo relativo (n = 5). °A
menor concentracdo (menor nivel) para este composto foi de 30 pg kg™. Valores recomendados pelo Codex
Alimentarius: Concentracdo > 1 a <10 pg kg™': Recuperagéo: 60 a 120%; Repetitividade: CV < 30% e Precis&o
Intermediaria: < 45%. Concentracéo > 10 a < 100 pg kg™: Recuperagdo: 70 a 120%:; Repetitividade: CV < 20% e
Precisdo Intermediaria: < 32%. Concentragdo >100 a < 1000 ug kg™: Recuperacdo: 70 a 110%; Repetitividade:

CV < 15% e Precisdo Intermediéria: < 23%.
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Pode-se observar que as recuperacdes permaneceram entre 70 e 120% para todos 0s
compostos nos trés niveis de concentracdo, exceto para benzatina (recuperacdo de 65,6% no
nivel de 20 pg kg™) e sulfametazina (recuperacdo de 69,0% no nivel de 100 pg kg™).
Entretanto, tais resultados sdo muito proximos dos valores recomendados.

Embora 0 LMR do levamisol seja 10 pg kg™ os estudos de recuperacio e precisio
foram efetuados em niveis superiores a este valor. Portanto, o0 método ndo é seguro para
quantificacdo deste composto. Entretanto, 0 método detecta tal analito em concentracdes > 3,2
g kg™ e, desta forma, pode ser utilizado para uma avaliacdo qualitativa. Caso o analito seja
detectado, outro método quantitativo deve ser aplicado para a sua confirmacdo. Outro fator
que deve ser levado em consideracdo € que os limites de validacdo foram inferiores aos LMR
da eritromicina e flumequina (200 e 400 pg kg™, respectivamente). Neste caso, porém, a
deteccdo de tais analitos em concentragdes superiores ao nivel estudado (100 pg kg™),
indicam que uma diluicdo da amostra deve ser efetuada para que a concentracdo do analito na
amostra seja abrangido pelo método validado.

Os resultados obtidos para repetitividade (precisdo intradia) e da precisdo intermediaria
(preciséo interdias) estdo apresentados na Tabela 3.25. Para a repetitividade, pode-se observar
que os coeficientes de variacdo foram sempre inferiores a 20% para todos o0s niveis
analisados, exceto para sulfacloropiridazina e sulfadiazina (CV = 22,1 e 21,2%,
respectivamente a 20 ug kg™) e tilosina (CV = 20,5% e 20,6 % para os niveis 30 e 50 pg kg,
respectivamente). Para a precisdo intermediaria, os valores de CV foram menores do que
32%, exceto para benzatina em 20 pg kg™ (37,8%).

A incerteza de medicdo foi calculada e os resultados obtidos para os trés niveis
estudados sdo mostrados na Tabela 3.26. De acordo com as diretrizes sobre a incerteza na
medicdo estabelecidas pelo Codex Alimentarius [99], para concentracdes inferiores a 100
g kg a incerteza expandida deve ser inferior a 44%, enquanto que para concentracdes >100
ug kgt e < 1 mg kg™ a incerteza expandida deve ser inferior a 32%. Pode-se observar que
todos os resultados foram satisfatorios, exceto para tilmicosina (46,0%) e tilosina (46,2%) no
nivel de 20 pg kg™, cujos resultados séo superiores a 44%.
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Tabela 3.26 Estimativa de incerteza expandida da medigcdo determinados no procedimento de

validacdo do meétodo quantitativo de andlise de medicamentos veterinarios em musculo de

frango
Analito LMR Estimativa da incerteza de medigdo (%)% (n=25)
(g kg™ 20 (Mg kg™) 50 (Hg kg™) 100 (ug kg™)
Acido oxolinico 100 19,5 12,0 8,1
Albendazol --- 16,2 9,9 7,0
Benzatina --- 40,7 23,9 13,6
Emamectina --- 31,1 18,4 11,0
Eritromicina 200 39,0 23,1 13,3
Fenbendazol 26,2 15,6 9,6
Flumequina 400 32,4 19,0 11,3
Josamicina 24,7 14,8 9,2
Levamisol 10 42,6 25,2 14,7
Mebendazol 17,5 10,5 7,1
Oxfendazol 17,3 10,5 7,3
Sulfacloropiridazina 100 17,2 10,2 6,8
Sulfadiazina 100 14,9 9,4 6,7
Sulfadimetoxina 100 34,3 20,1 11,8
Sulfametazina 100 7,7 6,2 55
Sulfaquinoxalina 100 251 15,0 9,2
Sulfatiazol 100 24,9 14,7 9,4
Tiabendazol 31,2 18,3 10,9
Tilmicosina 75 46,0 40,7 16,0
Tilosina 100 46,2 27,2 15,4
Trimetoprima 50 23,1 13,9 8,8

fator de abrangéncia k = 2.

Andlise de amostras de frango da regido de Almeria — Espanha

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacédo de residuos de medicamentos
veterinarios em onze amostras de musculo de frango, A; a A, obtidas em supermercados
locais de Almeria (Espanha). Os resultados obtidos sdo indicados na Tabela 3.27. Tragos de
medicamentos veterinarios (levamisol, mebendazol, sulfadiazina, tilosina e tiabendazol)
foram observados em concentracdes abaixo do limite de quantificacdo em 8 amostras de
musculo de frango. Apenas benzatina foi detectada acima do LQ, encontrando-se uma

concentracdo de 30 + 12 ug kg™ (Figura 3.18).
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Tabela 3.27 Concentracdo (ug kg™*) de medicamentos veterinarios encontrados em amostra de

musculo de frango (da regido de Almeria - Espanha)

Amostra

Al AZ A3 A4 A5 A7 AQ AlO All
Analito

Benzatina ND" ND" ND" ND" ND" ND" ND" 30 12 ND"
Levamisol ND” <LQ ND" <LQ <LQ <LQ ND" ND” ND"
Mebendazol <LQ ND <LQ <LQ <LQ ND" <LQ ND" <LQ
Sulfadiazina ND" ND" ND" <LQ ND" ND" ND" ND ND”
Tiabendazol ND” ND” ND" ND” ND” ND” ND" <LQ ND"
Trimetoprima ~ ND” ND" ND” ND" ND" <LQ ND" ND" ND"
Tilosina ND" ND" ND" <LQ ND ND ND" ND" ND"

"ND = N&o detectado.

100
241.6>134.3
1.30e3

of

100
241.6>91.3
1.25e3

o

Tempa (min)

Figura 3.18 Cromatogramas de ions extraidos (EIC)
para uma amostra de masculo de frango (da regido

de Almeria - Espanha) positiva para benzatina

3.2.8.1.4 Conclusao Parcial

A deteccdo/quantificacdo por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas sequencial demonstrou ser uma técnica sensivel para a
determinacdo dos compostos de interesse. A eluicdo dos compostos no sistema

cromatogréafico foi de apenas 8,5 minutos. O método de extracdo e limpeza empregando a
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técnica QUEChERS (incluindo a etapa de limpeza com PSA) apresentou-se simples, barato,
rapido, reprodutivel e sensivel.

O método, depois de otimizado, foi validado de acordo com as diretrizes internacionais
e bons critérios de desempenho foram obtidos através da analise dos parametros de
linearidade, recuperagéo, preciséo, LD, LQ, CC,, CCg e incerteza expandida. O método é agil
para quantificacdo de 20 analitos em amostras de frango, exceto para levamisol. Entretanto,
este analito pode ser incluido na analise para uma avaliacdo qualitativa.

O meétodo proposto é capaz de extrair 15 amostras em menos de 1 h, e os extratos
podem ser analisados em menos de 2 horas e meia. Diante do exposto, pode-se concluir que o
método QUEChERS modificado é promissor em analises de medicamentos veterinarios em
carne de frango e pode ser satisfatoriamente incluido em analises de rotina.

Finalmente, 0 método foi aplicado na analise de onze amostras de musculo de frango
sendo encontrados tracos de levamisol, mebendazol, sulfadiazina, tilosina e tiabendazol em 8
amostras. Uma amostra apresentou uma concentracdo de benzatina acima do LQ,

encontrando-se uma concentrago de 30 + 12 ug kg™

3.2.8.2 Validagdo de método quantitativo para determinacdo de drogas veterinarias em

pescado

3.2.8.2.1 Otimizacao das condicdes instrumentais

As condi¢des instrumentais foram inicialmente otimizadas, sendo neste caso, realizada
apenas para os analitos que ndo foram considerados no método anterior (determinacédo
multirresiduo em musculo de frango), os quais sdo: ampicilina, clorotetraciclina, cloxacilina,
danofloxacina, doxicilina, enrofloxacina, marbofloxacina, oxacilina, oxitetraciclina, penicilina
G, penicilina V, sarafloxacina e tetraciclina. Os parametros espectrométricos otimizados sao
mostrados na Tabela 3.22 e as condi¢Ges cromatograficas foram mantidas as mesmas do
método anterior Tabela 3.23 (se¢do 3.2.2). A Figura 3.19 apresenta cromatogramas obtidos

para 0s medicamentos veterinarios estudados.
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Figura 3.19 Cromatogramas de fons extraidos (EIC) para uma solugdo padrdo (100 pg kg™) com os seguintes
analitos (um representante de cada classe): tiabendazol (benzimidazéis), levamisol (imidazotiazois),
trimetoprima (diamino derivados), tetraciclina (tetraciclinas), sulfadimetoxina (sulfonamidas), flumequina
(quinolonas), josamicina (macrolideos), cloxacilina (penicilinas), emamectina (avermectina) - Condicfes
cromatograficas: volume de injecdo: 5 pL, coluna Acquity UPLC BEH C18 (100 mm x 2,1 mm) 1,7 um
(Waters); fase mdvel: (A) solucdo aquosa de &cido formico 0,1 % (v/v) e (B) 0,1 % de &cido férmico em
acetonitrila (v/v); programa de gradiente: 0 min - 90:10 va/vg; 0,5 min — 80:20 va/Vg; 6,5 min — 45:55 va/vg; 7
min - 20:80 Va/vg € 8,5 min - 20:80 Va/vg; vazdo: 0,3 mL min™; as condicBes utilizadas no detector foram

ajustadas conforme descrito na secéo 3.2.2.

3.2.8.2.2 Otimizacao e preparo de amostra

O método QUEChERS original contém duas etapas, uma de extracdo promovida pela
técnica salting-out e uma etapa de limpeza envolvendo uma extracdo em fase soélida
dispersiva [61]. No entanto, muitos trabalhos descrevem que a etapa de limpeza nem sempre é
necessaria [104] e, portanto, ndo foi aplicada neste trabalho. Outros fatores criticos, por sua
vez, tais como as solucbes extratoras e 0 uso de determinados sais e tampdes podem

influenciar consideravelmente na porcentagem de recuperagdo dos compostos de interesse.
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Sendo assim, tais variaveis foram avaliadas neste estudo, com a finalidade de otimizar o
método de extracdo para 0s compostos desejados.

Um planejamento fatorial 2° de dois niveis (sendo a codificacdo +1 expressa para o
nivel superior e a codificacdo -1 expressa para o nivel inferior), totalizando 8 experimentos,
foi desenvolvido com a finalidade de estudar o efeito de trés variaveis. A matriz de
planejamento pode ser visualizada na Tabela 3.28. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Os ensaios, portanto, geraram 24 respostas que permitiram estimar 0S erros
experimentais associados a determinacdo de cada resposta média. As variaveis estudadas
foram: Variavel 1: (+) adicdo de 2 mL de EDTA-Na; 0,125 mol L™ e (-) sem a adigdo desta
solucdo. Variavel 2: (+) adicdo de 10 mL de uma solucdo de 1% de &cido acético em
acetonitrila e (-) adicdo de 10 mL de acetonitrila. Varidvel 3: (+) adi¢do de sais citrato e (-)
sem adicdo de sais citrato. A analise estatistica foi feita utilizando planilhas do Excel®
desenvolvidas por um grupo de pesquisa da UNICAMP [105]. Os estudos foram realizados
em amostras brancas de peixe Sparus aurata na concentracdo de 100 pg kg™ e comparados

com uma curva analitica em solvente.

Tabela 3.28 Planejamento fatorial 2° realizado para otimizar o método quantitativo de

determinacéo sulfonamidas em figado suino

Ensaio Agente complexante Composicéo da solugdo extratora Sistema tampéo
1 - Acetonitrila -
2 2 mL de EDTA 0,125 mol L™ Acetonitrila -
3 - HAc 1% em acetonitrila -
4 2 mL de EDTA 0,125 mol L™ HAc 1% em acetonitrila -
5 - Acetonitrila Tampédo citrato
6 2 mL de EDTA 0,125 mol L™ Acetonitrila Tampao citrato
7 - HAc 1% em acetonitrila Tampdo citrato
8 2mL de EDTA 0,125 mol L™ HAc 1% em acetonitrila Tampdo citrato

A adicdo de EDTA foi avaliada a fim de verificar se sua adi¢cdo aumenta a capacidade
de extragcdo das tetraciclinas, evitando a complexacdo destes compostos com cations que
podem estar presentes na matriz [102]. Além disso, a adicdo de acido acético na solucdo
extratora foi avaliada, considerando-se que ele pode melhorar a extra¢do de certos compostos,
através do tamponamento promovido pelo sistema acetato/acido acético (pH=5,0) e,

finalmente, os tipos de sais para induzir a particdo foram avaliados, tendo em conta que 0s
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métodos oficiais usados na Europa [65] e nos Estados Unidos [61] empregaram diferentes

sais, como tampao citrato e tampao acetato, respectivamente.

Tabela 3.29 Resultados dos planejamentos fatoriais 2° e 2° realizados na etapa de otimizagéo
do método de determinacdo de drogas veterinarias em peixe Sparus aurata

Planejamento 2° (n=3) Planejamento 2° (n=3)
Analito Agente Composicéo da Sistema | Quantidade Composicéo da
complexante® solucdo extratora® tamp&o® agua’ solugao extratora®
Albendazol NS NS' NS' NS’ NS'
Ampicilina NS’ NS’ NS’ SG ()" Ns'
Clorotetraciclina NS’ NS NS NS SG (+)°
Cloxacilina NS’ NS' NS' NS' SG (-)
Danofloxacina NS’ NS NS SG (+)° NS
Dicloxacilina NS’ NS’ NS’ NS’ SG ()"
Doxiciclina NS’ NS’ NS’ NS’ SG (+)°
Emamectina NS’ NS’ NS’ NS’ SG ()"
Enrofloxacina NS’ NS SG (+)° NS SG (+)°
Eritromicina NS’ NS' NS' NS' SG ()"
Fenbendazol NS’ NS NS NS SG ()"
Flumequina NS’ NS’ NS’ NS’ NS’
Josamicina NS’ NS’ NS’ NS’ SG (-)"
Levamisol NS’ NS’ NS’ NS’ SG (-)"
Marbofloxacina NS’ SG (+)° SG (+)° NS SG (+)°
Mebendazol NS’ NS NS’ NS’ SG ()"
Oxacilina NS’ NS NS’ NS' NS'
Oxfendazol NS’ NS’ NS’ NS’ SG (-)"
Acido oxolinico NS’ SG (+)° SG (+)° NS’ NS’
Oxitetraciclina NS’ NS’ NS’ NS’ SG (+)°
Penicilina G NS’ NS' NS' NS' SG ()"
Penicilina V NS’ NS' NS' NS' SG ()"
Sarafloxacina NS’ NS NS NS SG (+)°
Sulfacloropiridazina NS NS' NS' NS' SG ()"
Sulfadiazina SG (+)° SG ()" SG ()" NS' SG ()"
sulfadimetoxina NS NS' NS' NS' SG ()"
Sulfametazina NS’ NS NS’ NS’ SG (-)"
Sulfaquinoxalina NS NS' NS' NS' SG ()"
Sulfatiazol SG (+)° NS' NS' NS' SG ()"
tetraciclina NS NS' NS' NS' SG (+)°
tiabendazol NS NS' NS' NS' SG ()"
Trimetoprima NS NS' NS' NS' SG ()"

(+) Adicdo de EDTA; (-) Sem EDTA. °(+) Adicdo de 4cido acético; (-) Sem adicdo de 4cido acético. °(+)
Adicdo de tampdo citrato; (-) Sem adicéo de tampéo citrato. %(+) Adicéo de 5 mL de agua; (-) Adicdo de 2 mL de
4gua. °(+) Adicdo de acetonitrila:metanol (50:50, v/v) :(-) Adicdo de acetobnitrila:metanol (100:0, v/v). NS'

=Efeito nao significativo. SG (+)¢ = Efeito significativo e positivo. SG (-)" = Efeito significativo e negativo.
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Os resultados qualitativos estdo mostrados na Tabela 3.29. Pode-se observar que a
maioria dos compostos ndo mostrou efeito significativo para essas variaveis, exceto o acido
oxolinico, que mostrou efeitos significativos e positivos para as varidveis 2 e 3 e sulfadiazina,
que mostrou efeito significativo e negativo para as variaveis 2 e 3.

Levando em consideragédo os resultados obtidos, considerou-se que seria melhor usar o
nivel inferior de todas as variaveis, ja que a maioria dos analitos ndo mostrou significancia (a
95% de confianca) para as variaveis estudadas e o custo da andlise seria reduzido devido ao
menor consumo de reagentes. Além disso, deve-se ressaltar que os compostos pertencentes as
quinolonas (marbofloxacina, enrofloxacina, danofloxacina e sarafloxacina) e as tetraciclinas
(tetraciclina, clorotetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina) ndo foram extraidos.

Vistos os resultados que foram obtidos anteriormente, uma nova solucdo de extracédo
foi investigada e, portanto, um novo planejamento fatorial de 2> foi desenvolvido, variando as
solucBes de extracdo e a quantidade de agua adicionada no procedimento a fim de extrair
quinolonas e tetraciclinas. A matriz de planejamento pode ser visualizada na Tabela 3.30.
Metanol foi incluido na solugdo de extracdo, considerando que as quinolonas e tetraciclinas
sdo mais sollveis em metanol. Embora a acetonitrila e 0 metanol tenham polaridades
semelhantes, 0 metanol pode fazer ligagdes de hidrogénio com os grupos OH presentes nas
tetraciclinas. Os niveis para as variaveis foram para a variavel 1: (+) adi¢do de 5 mL de &4gua e
(-) adicdo de 2 mL de 4gua e para a variavel 2: (+) adicdo de 10 mL de acetonitrila: metanol
(50:50, v/ V) e (-) adicdo de 10 mL de acetonitrila.

Tabela 3.30 Planejamento fatorial 22 realizado para otimizar o método quantitativo de

determinacdo sulfonamidas em figado suino

) Variavel 1 Variavel 2
Ensaio . 3 .
Quantidade de 4gua (mL) Composicdo da solucgdo extratora
1 2 Acetonitrila
2 5 Acetonitrila
3 2 Acetonitrila:zmetanol (1:1, v/v)
4 5 Acetonitrila:zmetanol (1:1, v/v)

Os resultados obtidos estdo mostrados na Tabela 3.29 e observa-se que as quinolonas e

tetraciclinas mostraram efeito positivo significativo para a segunda variavel (composi¢do da
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solugdo extratora), indicando que a presenca de metanol aumentou a extracdo destes
compostos. Para efeito ilustrativo, € mostrado o grafico de Pareto que apresenta o efeito de
cada variavel estudada na extracdo de enrofloxacina a partir de peixe Sparus aurata (Figura
3.20).

(2) Acetonitrila:Metanol
(75:25, v/v)

(1e(2)

2,579

(1) Quantidade de 4gua 1,461

p=0,05
Efeito Estimado (Valor absoluto)

Figura 3.20 Gréafico de Pareto que relaciona o efeito das variaveis: (1)
quantidade de agua e (2) composi¢do da fase extratora processo de extracdo

da enrofloxacina a partir do mdsculo de frango

No entanto, 19 compostos demonstraram um efeito significativo e negativo para a
segunda variavel, indicando que o uso do metanol diminuiu a extracdo destes compostos. Ndo
obstante, deve-se salientar que o uso desse solvente na composicdo da fase de extracdo nédo
reduziu a recuperacao destes compostos em niveis inferiores a 70%. No entanto, 0s extratos
apresentaram-se muito “sujos”, pois 0 metanol co-extrai muitos componentes presentes na
matriz. Desta forma, a fim de obterem extratos mais “limpos”, algumas porcentagens de
metanol na composi¢cdo da solugdo extratora foram avaliadas. As concentragcOes estudadas
foram acetonitrila:metanol (100:0, v/v), acetonitrilazmetanol (75:25, v/v) e acetonitrila:
metanol (50:50, v/v). Os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 3.21.

Pode-se observar que apenas acetonitrila ndo extraiu as quinolonas e tetraciclinas. Em
contrapartida, a adicdo de metanol aumentou a recuperacdo destes analitos, porém, quanto

maior a quantidade de metanol, mais intensa € a presenca de constituintes da matriz no
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extrato. Assim, a composicao da solucdo extratora foi mantida em acetonitrila:metanol (75:25,
v/v). Finalmente, 0 método otimizado foi descrito na secéo 3.2.5.

160,0

140,0

120,0

100,0

80,0

Recuperagéo (%)

40,0

20,0

0,0
12 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32

O Acetonitrila:metanol (100:0, v/v) u Acetonitrila:metanol (50:50, v/v) B Acetonitrila:metanol (75:25, v/v)

Figura 3.21 Resultados da otimizacdo da solucdo extratora para extracdo de medicamentos veterinarios em
pescado - os analitos s&o representados por numeros, cuja identificagio é descrita como: 1 Acido oxolinico, 2
Albendazol, 3 Ampicilina, 4 Clorotetraciclina, 5 Cloxacilina, 6 Danofloxacina, 7 Dicloxacilina, 8 Doxiciclina, 9
Emamectina, 10 Enrofloxacina, 11 Eritromicina, 12 Fenbendazole, 13 Flumequina, 14 Josamicina, 15
Levamisol, 16 Marbofloxacina, 17 Mebendazol, 18 Oxacilina, 19 Oxfendazol, 20 Oxitetraciclina, 21 Penicilina
G, 22 Penicilina V, 23 Sarafloxacina, 24 Sulfacloropiridazina, 25 Sulfadiazina, 26 Sulfadimetoxina, 27

Sulfametazina, 28 Sulfaquinoxalin, 29 Sulfatiazol, 30 Tetraciclina, 31 Tiabendazol e 32 Trimetoprima

3.2.8.2.3. Validagédo do método

Faixa de trabalho, linearidade e efeito de matriz

A seletividade do método foi avaliada injetando extratos de amostras brancas de peixe
Sparus aurata (n = 20). No tempo de retencdo de cada analito, foi apresentada uma razdo
sinal/ruido inferior a 3, indicando auséncia de interferentes na matriz.
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Tabela 3.31 Faixa do tempo de retencéo, Limite Maximo de Residuo (LMR), razdo de ions,
coeficiente de determinagdo (r?), limites de deteccdo (LD), quantificacdo (LQ) e decisdo
(CC,) e capacidade de detecgdo (CCg) para cada analito considerado no método quantitativo

para determinacdo de residuos de medicamentos veterinarios em peixe Sparus aurata

Faixa do Razao
Analito tempo de LMR de ions r’ - Le Cea cCp
retencio (MO kg™) (Mo kg™) (Mg kg™) (Hokg™) (ugkg™)
(%)

_ (min)?

Acido oxolinico 3,01-3,07 100 9,0 0,9983 7,5 25,0 109,0 118,0
Albendazol 3,33-3,38 100 70,0 0,9987 3,0 10,0 106,5 112,9
Ampicilina 2,13-2,18 50 44,0 0,9984 3,0 10,0 59,9 69,8

Clorotetraciclina 2,55-2,87 100 16,0 0,9970 7,5 25,0 103,5 107,0
Cloxacilina 3,80-3,89 300 76,0 0,9982 7,5 25,0 308,0 315,9

Danofloxacina 2,06-2,37 100 77,0 0,9997 15,0 50,0 107,8 115,6
Dicloxacilina 3,62-4,38 300 24,0 0,9956 7,5 25,0 313,3 326,5
Doxiciclina 2,81-2,88 100 46,0 0,9995 7,5 25,0 109,3 118,6
Emamectina 4,72-4,89 100 17,0 0,9958 3,0 10,0 108,4 116,7
Enrofloxacina 2,20-2,48 100 6,0 0,9948 3,0 10,0 110,5 120,9
Eritromicina 3,22-3,69 200 7,0 0,9937 7,5 25,0 210,7 221,3
Fenbendazol 3,74-3,78 50 11,0 0,9931 3,0 10,0 61,2 72,5
Flumequina 3,55-3,60 600 89,0 0,9988 7,5 25,0 605,7 611,5
Josamicina 3,68-3,75 200 6,0 0,9954 7,5 25,0 215,3 230,7
Levamisol 2,07-2,14 10 86,0 0,9932 3,0 10,0 16,7 23,5

Marbofloxacina 2,05-2,30 150 51,0 0,9978 7,5 25,0 150,8 151,5
Mebendazol 3,29-3,33 60 85,0 0,9938 3,0 10,0 67,0 73,9

Oxacilina 3,56-3,81 300 74,0 0,9941 7,5 25,0 310,6 321,2
Oxfendazol 2,80-2,85 50 31,0 0,9953 3,0 10,0 64,9 79,8

Oxitetraciclina 1,92-2,63 100 26,0 0,9910 15,0 50,0 110,0 120,0
Penicilina G 3,30-3,62 50 28,0 0,9934 7,5 25,0 63,2 76,4
Penicilina V 3,50-3,62 25 51,0 0,9925 7,5 25,0 31,8 38,6

Sarafloxacina 2,16-3,06 30 10,0 0,9840 15,0 50,0 37,5 45,0
Sulfacloropiridazina  2,79-2,86 100 9,0 0,9982 3,0 10,0 106,9 113,9
Sulfadiazina 1,96-2,09 100 75,0 0,9970 3,0 10,0 102,4 104,8
Sulfadimetoxina 3,19-3,22 100 9,0 0,9942 7,5 25,0 123,7 147,3
Sulfametazina 2,39-2,55 100 45,0 0,9944 3,0 10,0 110,4 120,8

Sulfaquinoxalina 3,12-3,29 100 59,0 0,9945 7,5 25,0 1151 130,2
Sulfatiazol 2,07-2,24 100 4,0 0,9943 3,0 10,0 107,4 114,8
Tetraciclina 2,08-2,60 100 87,0 0,9928 15,0 50,0 1111 1221
Tiabendazol 2,04-2,11 100 42,0 0,9911 3,0 10,0 108,7 117,4

Trimetoprima 2,17-2,26 50 61,0 0,9982 3,0 10,0 54,8 59,5

# Faixa do tempo de retengdo (média do tempo de retengdo + 3s (n=15)).

A linearidade foi verificada para as curvas matrizadas na faixa de concentracdo de 10-

150 pg kg?, sendo que 28 analitos apresentaram linearidade adequada nesta faixa de
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concentragéo, exceto danofloxacina, oxitetraciclina, tetraciclina e sarafloxacina cuja faixa de
concentracdo linear permaneceu entre 50 e 150 pg kg™. A qualidade das curvas foi avaliada
através dos coeficientes de determinacéo (r?) que ultrapassaram 0,9840 (Tabela 3.31).

As curvas analiticas foram obtidas através da regressdo linear da area dos picos versus
concentracdo pelo Método de Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO). A Figura 3.22

mostra um exemplo de curva analitica que foi obtida para trimetoprima.
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Figura 3.22 Curva analitica da trimetoprima obtida pelo método
quantitativo de determinagdo de multirresiduos de medicamentos

veterinarios em peixe Sparus aurata

O estudo do efeito de matriz foi feito comparando-se a razdo das inclinacdes das
curvas analiticas (matrizada/solvente) na faixa de concentracdo linear. A Figura 3.23 mostra
os resultados obtidos para cada composto. Uma razdo compreendida entre 0,8 a 1,2 ¢
considerada toleravel, enquanto que resultados acima de 1,2 (aumento de sinal) ou abaixo de
0,8 (supressao de sinal) apresentam forte efeito de matriz e a curva matrizada deve ser
utilizada.

Pode-se observar que um efeito de matriz significativo foi observado para a maioria
dos compostos incluidos, exceto para clorotetraciclina, danofloxacina, enrofloxacina,
josamicina, oxfendazol, acido oxolinico, sarafloxacina, sulfametazina, sulfatiazol e

tetraciclina. Portanto, curvas matrizadas foram utilizadas para fins de quantificagéo.
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Figura 3.23 Razdo das inclinagdes das duas curvas (matrizada/solvente) para cada medicamento veterinrio em
peixe dourado (Sparus aurata) - A faixa de efeito de matriz toleravel é ressaltada (0,8 a 1,2). Os analitos séo
representados por nimeros, cuja identificacéo é descrita como: 1 Acido oxolinico, 2 Albendazol, 3 Ampicilina, 4
Clorotetraciclina, 5 Cloxacilina, 6 Danofloxacina, 7 Dicloxacilina, 8 Doxiciclina, 9 Emamectina, 10
Enrofloxacina, 11 Eritromicina, 12 Fenbendazole, 13 Flumequina, 14 Josamicina, 15 Levamisol, 16
Marbofloxacina, 17 Mebendazol, 18 Oxacilina, 19 Oxfendazol, 20 Oxitetraciclina, 21 Penicilina G, 22 Penicilina
V, 23 Sarafloxacina, 24 Sulfacloropiridazina, 25 Sulfadiazina, 26 Sulfadimetoxina, 27 Sulfametazina, 28

Sulfaquinoxalina, 29 Sulfatiazol, 30 Tetraciclina, 31 Tiabendazol e 32 Trimetoprima

Veracidade, repetitividade, precisao intermediaria

A veracidade, repetitividade e precisdo intermedidria foram avaliadas através de
ensaios de recuperacdo como descrito na secdo 3.2.6. Os niveis de concentracdo desejados
foram: 10 pg kg™ para 13 analitos (albendazol, emamectina, enrofloxacina, fenbendazol,
levamisol, mebendazol, oxfendazol, sulfacloropiridazina, sulfadiazina, sulfametazina,
sulfatiazol, tiabendazol e trimetoprima), 25 pg kg™ para 28 analitos (exceto para
danofloxacina, oxitetraciclina, sarafloxacina e tetraciclina) e finalmente 50 e 100 pg kg™ para

todos os analitos. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.32.
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Tabela 3.32 Limite M&ximo de Residuo (LMR), porcentagens de recuperacao, repetitividade
e precisdo intermediéria obtidas para os quatro niveis de concentragdo estudados (10, 25, 50 e
100 pg kg™) para o método quantitativo para determinacéo de residuos de medicamentos

veterinarios em peixe Sparus aurata

Recuperacéo (%0)*

Precisdo intermediaria®

Analito LMR b b b b
10 25 50 100 10 25 50 100
Acido oxolinico 100 NQ° 89,5(8,2) 109,1(58) 116,1(135) NQ 232 96 151
Albendazol 100 106,5(14,4) 954(8,4)  94,2(8,8) 705 (14,1) 21,4 101 113 245
Ampicilina 50 NQ° 1058 (8,1) 117,6(7,8) 92,9(1100 NQ 145 191 165
Clorotetraciclina 100 NQ° 97,3(10,0) 124,8(1,8) 1166(96) NQ 88 32,0 206
Cloxacilina 300 NQ® 104,7 (11,9) 108,7(9,6) 103,8(10,5) NQ 14,7 134 168
Danofloxacina 100 NQ° NQ° 111,2(1,2) 1150(14,5) NQ NQ 150 199
Dicloxacilina 300 NQ° 110,1 (11,00 984(6,9)  1053(82) NQ 146 131 172
Doxiciclina 100 NQ° 848(34) 936(141) 891(69 NQ 48 216 90
Emamectina 100 78,5(10,0) 102,6(19,8) 79,9(20,0) 1122(57) 43 157 21,7 142
Enrofloxacina 100 112,0(16,0) 81,1(14,6) 109,3(10,3) 109,3(109) 65 125 7,8 146
Eritromicina 200 NQ° 1244(80) 132,0(1,2) 101,2(11,3) NQ 241 181 222
Fenbendazol 50 108,8(16,4) 71,1(2,8) 96,0 (9,9) 91,0 (9,8) 18,8 158 10,5 18,0
Flumequina 600 NQ° 88,2 (7,9) 101,5(2,3) 111,2(10,5) NQ 19,7 86 134
Josamicina 200 NQ° 949(1,8) 1094 (7,1) 961(157) NQ 42 113 16,0
Levamisol 10 765(19,3) 87,2(42)  99,6(3,9) 89,4(59) 202 125 53 117
Marbofloxacina 150 NQ° 99,8(5,9) 112,3(105) 1184(52) NQ 30 164 26,7
Mebendazol 60 109,8(5,1) 78,2(4,7) 85,7 (8,6) 69,4 (176) 186 259 184 23,0
Oxacilina 300 NQ° 1094 (6,2) 113,8(13,7) 111,3(11,9) NQ 116 170 158
Oxfendazol 50 93,2(114) 1082(4,8) 96,9 (6,0) 944 (8,1 194 126 151 157
Oxitetraciclina 50 NQ° NQ° 111,1(63) 925(52) NQ NQ 196 13,6
Penicilina G 25 NQ° 99,7(6,0)  755(8,2) 745(700 NQ 68 144 199
Penicilina V 30 NQ° 123,0(10,2) 933(10,6) 1104(700 NQ 19,1 20,3 13,0
Sarafloxacina 100 NQ° NQ° 71,4 (17,2) 102,3(20,00 NQ NQ 18,0 237
Sulfacloropiridazina 100 95,9 (2,7) 91,7 (3,7) 93,4 (1,3) 94,0 (7,3) 156 57 141 1772
Sulfadiazina 100 77,2(1,1) 91,9(9,7) 1030(32)  87,3(2,6) 170 172 122 180
Sulfadimetoxina 100 NQ° 757(11,9) 755(52)  107,8(123) NQ 131 266 278
Sulfametazina 100 90,6 (12,0) 93,4 (4,4) 97,6 (7,4) 96,6 (45) 22,9 132 131 94
Sulfaquinoxalina 100 NQ° 86,5(1,2) 963(10,9) 89,0(133) NQ 72 159 228
Sulfatiazol 100 81,8(6,4) 93,8 (2,0) 91,9 (9,9) 96,2 (6,1) 46 74 123 213
Tetraciclina 100 NQ® NQ° 95,3 (7,1) 113,7 (5,3) NQ NQ 11,1 158
Tiabendazol 50 97,0 (7,9) 95,3 (3,5) 96,6 (7,9) 758(172) 298 79 66 178
Trimetoprima 50 116,1(55) 99,9 (56) 1146(56)  99,8(8,3) 264 92 160 12,9

“NGmero de replicatas = 5. °A precisdo intradia esta entre parénteses como estimativa do desvio padréo relativo
(n = 5). ©N&o quantificavel. Valores recomendados pelo Codex Alimentarius: Concentracdo > 1 a < 10 ug kg™:
Recuperacdo: 60 a 120%; Repetitividade: CV < 30% e Precisdo Intermediaria: < 45%. Concentracdo > 10 a <
100 pg kg™: Recuperacdo: 70 a 120%; Repetitividade: CV < 20% e Precisdo Intermediaria: < 32%.
Concentracdo >100 a < 1000 pg kg™: Recuperacdo: 70 a 110%; Repetitividade: CV < 15% e Precisio

Intermediaria: < 23%.
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O fato de alguns analitos ndo terem sido quantificados em alguns niveis de
concentragdo, ndo se torna um problema, visto que os LMR sdo superiores a tais
concentracdes em todos os casos. Além disso, como no método anterior, para alguns casos, 0s
niveis de validagdo foram inferiores aos LMR como: cloxacilina (300 pg kg™), dicloxacilina
(300 pg kg™), eritromicina (200 pg kg™), flumequina (600 pg kg™), josamicina (200 ug kg™),
marboloxacina (150 pg kg™) e oxacilina (300 pg kg™). Neste caso, a deteccdo de tais analitos
em concentracdes superiores ao nivel estudado (100 pg kg™?) indica que uma diluicdo da
amostra deve ser efetuada para que a concentracdo do analito na amostra seja abrangido pelo
método validado.

Para o nivel de 10 pg kg™, as recuperacdes variaram de 76,5% (levamisol) a 116,1%,
(trimetoprima), e as precisdes intradia foram inferiores a 19,3%. E importante ressaltar que o
método ndo foi validado para os demais analitos, pois tais compostos ndo apresentaram
detectabilidade suficiente neste nivel de concentracdo. Na concentracdo de 25 pg kg, a
precisdo intradia foi menor que 19,8% e as recuperagdes variaram de 71,1% (fenbendazol) a
110,1% (dicloxacilina), exceto para penicilina V (123,0%) e eritromicina (124,4%).
Semelhantemente, neste nivel, quatro analitos (danofloxacina, oxitetraciclina, sarafloxacina e
tetraciclina) ndo apresentaram detectabilidade satisfatoria para a validag&o.

Em contrapartida, excelentes resultados foram obtidos para todos os analitos nos niveis
de 50 e 100 pg kg™. As recuperacées ficaram entre 70,5% (albendazol no nivel 100 pg kg™) e
118,4% (marbofloxacina no nivel de 100 pg kg™), exceto para eritromicina (132,0% no nivel
50 pg kg™). A precisdo intradia foi inferior a 20%, enquanto que a preciséo intermediaria foi
menor do que 32,0% (clorotetraciclina) para todos os analitos nos niveis de concentracdes

estudados.

Limites de deteccdo (LD), quantificacdo (LQ), decisdo (CC,) e capacidade de deteccéo
(CCp) e incerteza de medicao

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram determinados a partir do método visual,
com o descrito no na se¢do 3.2.6. Os LD e LQ estimados sdo apresentados na Tabela 3.31,
podendo ser observado que tais parametros foram inferiores a 7,5 e 25,0 ug kg,
respectivamente, exceto para danofloxacina, oxitetraciclina, sarafloxacina e tetraciclina, cujos
resultados foram 15,0 e 50 pg kg™, respectivamente.

CC, e CCgp foram calculados com base em um modelo de regresséo linear de acordo
com a BS 1S011843-2 [92] (Tabela 3.31). Pode-se observar que CC, variou de 16,7-605,0
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ug kg, enquanto que CCg variou de 23,5 e 611,5 ug kg™ para levamisol e flumequina,

respectivamente. Todos os resultados sdo coerentes com 0s LMR, exceto o levamisol que

apresentou uma variagdo de CC, e CCg de 67 e 135 % em relagdo ao LMR, respectivamente.
Finalmente, a estimativa da incerteza expandida (U) foi avaliada utilizando os dados

obtidos a partir da validacdo do método (Tabela 3.33), como descrito na se¢do 2.5.7.

Tabela 3.33 Estimativa de incerteza expandida da medicdo determinados no procedimento de

validacdo do método de determinacédo de sulfonamidas em peixe Sparus aurata

) LMR Estimativa da incerteza de medicédo (%) (n=25)
Analito (hg kg 10(ugkg™) 25 (ugkg™)® 50 (ugkg®) 100 (ug kg?)

Acido oxolinico 100 NQ" 14,0 15,0 6
Albendazol 100 30,0 33,8 34,1 11,8
Ampicilina 50 NQ" 14,5 15,8 6,8
Clorotetraciclina 100 NQ® 11,2 14,9 6,1
Cloxacilina 300 NQb 24,8 25,3 9,1
Danofloxacina 100 NQ® NQ® 26,6 9,6
Dicloxacilina 300 NQP 9,4 10,4 5,8
Doxiciclina 100 NQP 5,7 9,6 5,0
Emamectina 100 5,0 5,8 10,6 5,2
Enrofloxacina 100 12,0 11,9 12,5 6,1
Eritromicina 200 NQ® 14,9 15,8 6,9
Fenbendazol 50 32,0 31,3 31,6 11,0
Flumequina 600 NQ" 38,2 38,3 12,8
Josamicina 200 NQ° 6,1 7.3 5,8
Levamisol 10 35,0 35,2 35,2 11,8
Marbofloxacina 150 NQ® 5,7 8,1 5,6
Mebendazol 60 58 59 8,5 59
Oxacilina 300 NQb 24,8 25,6 9,2
Oxfendazol 50 13,0 13,7 14,6 6,1
Oxitetraciclina 50 NQ° NQ° 15,2 6,5
Penicilina G 25 NQ° 6,8 7.8 5,6
Penicilina V 30 NQb 13,0 13,6 7,8
Sarafloxacina 100 NQ® NQ® 18,7 11,7
Sulfacloropiridazina 100 24,0 24,5 26,6 16,2
Sulfadiazina 100 17,4 17,4 20,7 16,1
Sulfadimetoxina 100 NQ® 20,8 35,1 21,2
Sulfametazina 100 22,7 22,6 28,9 20,0
Sulfaquinoxalina 100 NQ® 26,2 36,9 29,6
Sulfatiazol 100 28,3 28,1 36,6 26,8
Tetraciclina 100 NQ® NQ® 37,7 28,2
Tiabendazol 50 35,4 35,2 39,7 34,3
Trimetoprima 50 33,9 33,7 47,0 30,0

®fator de abrangéncia k = 2. "NQ: néo quantificavel.
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De acordo com as diretrizes sobre a incerteza na medicdo estabelecidas pelo Codex
Alimentarius [99], para concentracdes inferiores a 100 pg kg™ a incerteza expandida deve ser
inferior a 44%. De acordo com os resultados, somente trimetoprima apresentou um resultado

superior (47%) para o nivel de 50 pg kg™.
Analise de amostras de peixe Sparus aurata da regido de Almeria-Espanha

O método desenvolvido foi aplicado para a determinacédo de residuos de medicamentos
veterinarios em dez amostras de peixe Sparus aurata, A; a Ajp, obtidas em supermercados
locais de Almeria (Espanha). Os resultados estdo indicados na Tabela 3.34. Tracos de
albendazol, enrofloxacina, fenbendazol, mebendazol, oxfendazol, &cido oxolinico e
tiabendazol (<LQ) foram observados em seis amostras. E importante ressaltar que em trés

amostras, tracos de mais de um composto foram observados.

Tabela 3.34 Concentracdo (ug kg™*) de medicamentos veterinarios encontrados em amostra de

peixe Sparus aurata (da regido de Almeria - Espanha)

Amostra As A, As A, As Ao

Analito
Acido oxolinico ND" ND" <LQ <LQ ND" ND"
Albendazol ND" ND" ND" <LQ ND" ND"
Enrofloxacina <LQ ND" ND" ND" ND" ND"
Fenbendazol ND" ND" ND" ND" ND" <LQ
Mebendazol ND* <LQ ND" ND" ND" ND"
Oxfendazol <LQ ND" ND" ND" <LQ ND"
Tiabendazol ND" <LQ ND" ND" ND" ND"

"ND = Néo detectado.

3.2.8.2.4 Concluséo parcial

Um metodo simples, barato, rapido, reprodutivel e sensivel para a quantificacdo de 32
compostos de drogas veterinarias (pertencentes a nove classes) em amostras de peixe foi
desenvolvido. O método de extracdo e limpeza foi baseado na técnica QUEChERS

modificado, sendo uma pequena quantidade de metanol foi adicionada & solugdo extratora
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com a finalidade de extrair as tetraciclinas e quinolonas. A composi¢do desta solucdo que
apresentou melhores indices de recuperacéo foi acetonitrila:metanol (75:25, v/v).

O método foi validado de acordo com as diretrizes internacionais de validagéo.
Excelentes valores de linearidade, recuperagéo, precisao, LD, LQ, CC, e CCg, foram obtidos
para 50 e 100 pg kg™?, exceto para levamisol que apresentou altos valores de CC, e CCs. O
método proposto é capaz de extrair 15 amostras em cerca de 1 hora e meia, e 0s extratos
podem ser analisados em menos de 2 horas e meia. Diante do exposto, pode-se concluir que o
método é promissor em analises de rotina.

Finalmente, o método foi aplicado na andlise de dez amostras de peixe sendo
encontrados tracos de acido oxolinico, albendazol, enrofloxacina, fenbendazol, mebendazol,

oxfendazol e tiabendazol em 6 amostras.

3.3 Método de anélise multirresiduo em racdo de aves e suinos baseado em extracao
QUEChERS

Neste item é descrito o trabalho em que se empregou 0 método QUEChERS na anélise

de residuos de sulfonamidas em racGes de aves e suinos.
3.3.1 Material e métodos
3.3.1.1 Reagentes e materiais

Os padrdes e reagentes utilizados neste trabalho estdo descritos na Tabela 3.35 e 3.36,

respectivamente.
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Tabela 3.35 InformacOes referentes aos padrdes utilizados na validacdo do método de

determinacdo de sulfonamidas em racGes de aves e suinos empregando procedimento

QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)

Padréo Pureza Marca Padré&o Pureza Marca
(%) (%)

Sulfacloropiridazina 99,5 Sigma Aldrich Sulfametoxazol 99,0 Globe Quimica
Sulfadiazina 99,6 Sigma Aldrich Sulfametoxipiridazina 99,8 Riedel de Héen
Sulfadimetoxina 99,4 Riedel de Haén  Sulfanilamida 99,9 Sigma Aldrich
Sulfadoxina 99,9 Riedel de Haén  Sulfapiridina 99,0 Sigma Aldrich
Sulfaguanidina 99,9 Sigma Aldrich Sulfaquinoxalina 95,0 Sigma Aldrich
Sulfamerazina 99,6 Sigma Aldrich Sulfatiazol 99,9 Sigma Aldrich
Sulfametazina 99,9 Sigma Aldrich Sulfisoxazol 99,9 Sigma Aldrich

Tabela 3.36 Informacdes referentes aos reagentes utilizados na validacdo do método de

determinacdo de sulfonamidas em racfes de aves e suinos empregando procedimento

QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)

Reagente Marca/observactes Reagente Marca/observacoes
Acetato de sddio anidro ISOFAR PSA Agilent

Acetonitrila (Grau CLAE)  Tedia Sulfato de magnésio anidro  VETEC

Metanol (Grau CLAE) Tedia Agua d.d® Obtida através de sistema

Millipore (Milford, MA, USA).

2d.d = destilada e deionizada

3.3.1.2. Materiais e equipamentos

Os materiais e equipamentos utilizados neste trabalho estdo descritos na Tabela 3.37.
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Tabela 3.37 Informagdes referentes aos materiais e equipamentos utilizados na validagédo do

método de determinacdo de sulfonamidas em racBes de aves e suinos empregando

procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)

Material

Marca/Descri¢do

Agitador de tubos
Balanca

Balanga analitica
Banho

Centrifuga

Coluna Cromatogréafica
Filtros de membrana
Micropipetas
Ultrassom

Vials

Phoenix AP 56

Mettler/PK2000 (Sensibilidade 0,0001g)
SHIMADZU/AUW220D (Sensibilidade 0,00001g)
YAMATO/BT 25

THERMO/USC 4800

Coluna Zorbax Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm) 5um (Agilent)
Millipore/PTFE 0,45 pm

Eppendorf/Research Pro (Capacidades: 300, 1000 e 5000 uL)
UNIQUE/USC 4800

Waters/Capacidade: 1,5 mL

3.3.1.3 Instrumental

Foi utilizado um cromatdgrafo modelo Alliance 2795 da Waters com detector de
massas Quattro Premier XE (Waters) equipado com uma fonte de ionizagdo electrospray
usada no modo positivo. A aquisicdo de dados foi feita através do programa MassLynx®
(versdo 4.1). Os parametros da fonte de ionizacdo foram: voltagem do capilar: 2,8 kV;
temperatura da fonte: 120 °C; temperatura de dessolvatagdo: 400 °C; vazdo de gas pelo cone:
46 L h'; vazdo de gés de dessolvatagdo: 697 L h™. Nitrogénio foi usado como gas de coliséo,
para promover a dissociacdo induzida por colisdo (CID) dos ions precursores, sob uma
presséo inferior a 1,0x10™ mbar, possibilitando a analise no modo MRM, sendo monitoradas
no minimo duas transi¢cdes (m/z) para cada composto. A transicdo com maior intensidade de
sinal foi usada para quantificacdo e a segunda transicdo de maior intensidade foi usada para
confirmacdo do analito. A otimizacdo dos parametros espectrométricos (Tabela 3.38) foram
realizadas mediante a infusdo de uma solucdo padrdo de 50 pg mL™ a uma vazio de 10 pL

min™.
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Tabela 3.38 Condigdes espectromeétricas otimizadas para cada analito considerado na
validacgdo do método de determinacdo de sulfonamidas em racGes de aves e suinos
empregando procedimento QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)

Transi¢do de Transicdo de Voltagem do
Analito quantificagdo® confirmagéo® Cone

(m/z) (m/z) V)
Sulfacloropiridazina 284,9>155,8 (15) 284,9>91,9 (27) 26
Sulfadiazina 251,1>92,0 (25) 251,1>156,1 (25) 20
Sulfadimetoxina 311,0>155,8 (20) 311,0>245,0 (20) 30
Sulfadoxina 311,1>156,1 (25) 311,1>92,0 (25) 20
Sulfaguanidina 215,0>156,0 (15) 215,0>108,0 (25) 21
Sulfamerazina 265,1>156,0 (18) 265,1>92,0 (18) 25
Sulfametazina 279,0>185,9 (16) 279,0>155,8 (18) 27
Sulfametoxazol 254,0 > 92,0 (25) 254,0>156,0 (25) 20
Sulfametoxipiridazina 281,0>155,8 (20) 281,0>125,9 (17) 25
Sulfanilamida 173,0>156,0 (16) 173,0>108,0 (11) 10
Sulfapiridina 249,9>155,8 (25) 249,9>184,4 (25) 18
Sulfaquinoxalina 301,0>155,8 (18) 301,0>91,9 (27) 27
Sulfatiazol 255,8>155,8 (14) 255,8>107,9 (14) 26
Sulfisoxazol 267,8>156,0 (25) 267,8>113,2 (25) 20

®Energia de colisdo entre parénteses.

Para a separacdo cromatografica utilizou-se uma coluna Zorbax Eclipse XDB C-18
(4,6 x 150 mm) 5um (Agilent). A fase movel utilizada consistiu de um gradiente das fases A:
0,1% de é&cido férmico em &gua:acetonitrila, 95:5 (v/v) e B: 0,1% de acido férmico em
agua:acetonitrila 5:95 (v/v). Os gradientes utilizados, para os métodos desenvolvidos neste
trabalho, estdo descritos na Tabela 3.39. A vazdo da fase mével foi de 0,3 mL min™ e o
volume de injecdo foi de 50 pL. A temperatura da coluna e das amostras foram fixadas em
(30 +5) e (10 + 5) °C, respectivamente.
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Tabela 3.39 Gradientes da fase mdvel utilizada na validagdo do método de determinagéo de
sulfonamidas em racdes de aves e suinos empregando procedimento QUEChERS (Quick,

Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)

Tempo Fase mével A Fase mével B
(min) (%) (%)

0 90 10

5 80 20

9 50 50

12 20 80

14 20 80

15 90 10

18 90 10

%0,1% de &cido férmico em agua:acetonitrila, 95:5 (v/v). 0,1% de cido formico em agua:acetonitrila 5:95 (v/v)

3.3.1.4 Preparo de solugdes

As solucdes estoque foram preparadas levando-se em consideracdo a pureza e a base
livre declarada no certificado de cada analito. As solugfes foram preparadas em metanol (em
baldes calibrados de 50 mL) na concentracdo de 1000 mg L. Tais solugdes foram
armazenadas em freezer a -20 °C, sendo validas por 6 meses. As solugGes de trabalho foram

preparadas semanalmente, sendo obtidas atraves de dilui¢bes das solucdes estoque.

3.3.1.5 Obtencao de amostras brancas

As amostras brancas de racdo foram preparadas no LANAGRO-MG (MAPA) /Pedro

Leopoldo-MG pela mistura de milho moido e farelo de soja.

3.3.1.6 Otimizagéo e preparo de amostra

Para otimizacdo do procedimento de extracdo, um planejamento fatorial 2% de dois
niveis (sendo a codificagdo +1 expressa para o0 nivel superior, e a codificacdo -1 expressa para
o nivel inferior), totalizando 8 experimentos, foi desenvolvido com a finalidade de estudar o
efeito de trés varidveis. A matriz de planejamento pode ser visualizada na Tabela 3.40. Os
experimentos foram realizados em triplicata, gerando 24 respostas que permitiram estimar os

erros experimentais associados a determinacdo de cada resposta média. As variaveis
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estudadas foram: (1) composicdo da fase extratora: nivel superior (+): acetonitrila:metanol
(75:25, viv) e nivel inferior (-): acetonitrila, (2) tempo de agitagdo: nivel superior (+): 40
minutos e nivel inferior (-): 20 minutos e (3) massa de sorvente PSA: nivel superior (+): 200
mg e nivel inferior (-): 100 mg. A analise estatistica foi feita utilizando planilhas do Excel
desenvolvidas por um grupo de pesquisa da UNICAMP [105]. Os estudos foram realizados
em amostras brancas de ragdo na concentracdo de 75 pg kg™ e comparados com uma curva

analitica em solvente.

Tabela 3.40 Planejamento fatorial 2° realizado para otimizar o método quantitativo de

determinacéo sulfonamidas em racdes bovinas e suinas

. Variavel 1 Variavel 2 Variavel 3
Ensalo Composicéo da solucéo extratora Tempo de agitacdo (min) Massa de PSA (mg)
1 Acetonitrila 20 100
2 Acetonitrila:metanol (75:25, v/v) 20 100
3 Acetonitrila 40 100
4 Acetonitrila:metanol (75:25, v/v) 40 100
5 Acetonitrila 20 200
6 Acetonitrila:metanol (75:25, v/v) 20 200
7 Acetonitrila 40 200
8 Acetonitrila:metanol (75:25, v/v) 40 200

Os resultados qualitativos estdo mostrados na Tabela 3.41 e pode-se observar que 11
sulfonamidas apresentaram efeito significativo e positivo para a primeira varidvel
(composicdo da solugédo extratora), exceto sulfaguanidina e sulfanilamida, que apresentaram
efeito significativo e negativo. Isso indica que, de maneira geral, a adicdo de metanol
favoreceu a extracdo das sulfonamidas da racdo. Oito sulfonamidas apresentaram efeito
significativo e negativo para a segunda variavel (tempo de agitacdo), enquanto que seis
sulfonamidas (sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfanilamida, sulfaquinoxalina e sulfatiazol)
ndo apresentaram efeito significativo para esta variavel. Pode-se perceber que, de maneira
geral, o aumento do tempo de agitacdo desfavoreceu a recuperagdo, possivelmente devido a
uma maior co-extracdo de componentes da matriz, que interferiram nas analises. Para a

terceira varidvel, oito sulfonamidas nao apresentaram efeito significativo, enquanto que
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quatro apresentaram efeito significativo positivo e apenas uma apresentou efeito significativo
e negativo. Entretanto, devido a grande quantidade de residuo proveniente da matriz que se
depositava em componentes da fonte de ionizacdo, decidiu-se utilizar 200 mg de PSA na

etapa de clean up das amostras.

Tabela 3.41 Resultados qualitativos do planejamento fatorial 2° realizado na etapa de

otimizacao do método de determinacgdo de sulfonamidas em racGes de aves e suinos

Analito Composic¢éo da solugéo Tempo de agitagéo Massa de PSA

extratora (n=3) (n=3) (n=3)

Sulfacloropiridazina SG (+) SG () SG (+)
Sulfadiazina SG (+) NS NS
Sulfadimetoxina SG (+) NS NS
Sulfadoxina SG (+) SG (+) NS

Sulfaguanidina SG (+) SG (+) SG (+)
Sulfamerazina SG (+) SG (+) NS
Sulfametazina SG (+) SG (+) NS

Sulfametoxazol SG (+) SG () SG (+)
Sulfametoxipiridazina SG (+) SG () NS
Sulfanilamida SG () NS NS

Sulfaquinoxalina SG (+) NS SG (+)
Sulfatiazol SG (+) NS NS

Sulfisoxazol SG (+) SG (-) SG (+)

NS =Efeito ndo significativo. SG (+) = Efeito significativo e positivo. SG (-) = Efeito significativo e negativo.

Para efeito ilustrativo, € mostrado o gréfico de Pareto que apresenta o efeito de cada

variavel estudada na extracdo de sulfametoxazol a partir ragéo (Figura 3.24).
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Figura 3.24 Gréfico de Pareto que relaciona o efeito das variaveis: (1) composicdo
da solugdo extratora, (2) tempo de agitacdo e (3) massa de PSA no processo de

extracdo da sulfametoxazol a partir da ragéo

Finalmente, o0 método otimizado consistiu em:

— A amostra de racao foi pesada (5,00) em tubo de polipropileno de 50 mL;

— 10,0 mL de 4agua Milli Q foram adicionados ao sistema;

— O sistema foi deixado em repouso por 10 min;

— 10 mL de &cido acético 0,1% em acetonitrila:zmetanol (75:25, v/v) foram adicionados
ao sistema;

— O sistema foi agitado por 20 min;

— Os sais sulfato de magnésio anidro (4,0 g) e acetato de sodio anidro (1,0 g) foram
adicionados ao sistema;

— O sistema foi agitado por mais 20 min;

— O sistema foi centrifugado a 2600 g por 10 min;

— 1,5 mL do sobrenadante foi transferido para um tubo eppendorfe® contendo 200 mg de
PSA;

— O sistema foi agitado em vortex por 30 s;

— O sistema foi submetido a ultra centrifugacéo a 17898 g por 12 min;
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— 1,0 mL do sobrenadante foi transferido para um tubo de vidro e evaporado a secura,
com auxilio de fluxo de ar;

— O residuo foi reconstituido com 1,0 mL de solucéo de acido formico 0,1% (v/v);

— O extrato foi filtrado utilizando-se filtro de membrana de nylon 0,20 pm;

— Finalmente, 50 pL do extrato foram injetados no sistema CL-EM/EM.

Para melhor visualizacdo, o procedimento de extracdo e clean up foi simplificado na
Figura 3.25.

5 g de amostra

\/

Fortificagdo e agitagdo emvortex por 30's

Vi
Adicdo de 10 mL de agua Milli Q seguido de repouso por 10 min

\

Adicdo de 10 mL de acido acético 0,1% em acetonitrila:metanol (75:25, v/v)

\/

Agitacdo em shaker por 20 min |

Adicdo de4,0gde sulfatode magnésio anidroe 0,5 g de acetato de sodio
anidro

Vi
Agitacdo em shaker por 20 min.
\
Centrifugacéo a 2600 g, 10°C, por 10 min
Vi

Transferénciade 1,5 mL do sobrenadante para um tubo Eppendorfe®
contendo 200 mg de PSA

\/

Agitacdo em vortex e ultra centrifugacdoa 17898 g,
10°C, por 10 min

N7
Evaporacdo de 1 mL do sobrenadante & secura
Vi
Reconstituicdo do residuo com 1 mL de solug&o de cido férmico 0,1%
\2
Filtracdo e injecdo em CL-EM/EM.

Figura 3.25 Esquema do procedimento de QUEChERS modificado
para extracdo de sulfonamidas a partir de racdo para bovinos e

suinos
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3.3.1.7 Protocolo de validacao

O protocolo de validacédo utilizado estd em conformidade com a Decisdo 2002/657/CE

[44] e IN n° 24/2009 [81]. Os detalhes da validacéo séo descritos nos proximos itens.
Faixa de trabalho, linearidade e efeito de matriz

Amostras brancas de racdo de aves e suinos (n=20) foram extraidas e posteriormente
analisadas para verificar a possibilidade de interferentes que pudessem comprometer as
analises. Uma razdo sinal/ruido inferior a 3 foi usada como um indicador da auséncia de
interferentes na matriz.

A linearidade foi investigada na faixa que compreende as seguintes concentracdes:
25,0; 37,5; 50,0; 62,5 e 75,0 pg kg™. As curvas foram construidas utilizando-se a razéo entre a
area do pico do analito e a area do padrdo interno sulfapiridina (concentracdo fixa em
50,0 pg kg™). Cada ponto da curva foi injetado trés vezes para avaliar o comportamento das

variancias ao longo da curva analitica.
Veracidade, repetitividade e precisao intermediaria

Para avaliar a veracidade, repetitividade e precisdo intermediaria do método, foram
feitos ensaios de recuperacdo em trés niveis de concentracdo que correspondem a 25,0; 50,0 e
750 pg kg?, como recomendado na Decisio 2002/657/CE [44]. Neste procedimento,
amostras brancas de racdo de aves e suinos, isto €, isentas do analito, foram fortificadas em
cada nivel de interesse e extraidas utilizando-se o procedimento descrito no item 3.3.1.6. As
analises em cada nivel foram feitas em replicatas (n=6). Este procedimento foi efetuado em
trés dias diferentes por um mesmo analista em condi¢bes de repetitividade. Para avaliar a
precisdo intermediaria, 0s ensaios descritos para avaliar a repetitividade foram igualmente
efetuados, porém variando-se o analista, que executou os ensaios de recuperacdo durante trés
dias diferentes. As concentracfes medias, estimativas de desvios padrdo e coeficientes de
variago obtidos para cada nivel foram calculados utilizando-se uma planilha Excel® validada
pelo LANAGRO-MG.
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Limites de deteccdo, quantificacdo e decisdo, capacidade de deteccdo e incerteza de
medicao

Os valores dos limites de decisdo (CC,), capacidade de deteccdo (CCg), LD e LQ
foram calculados de acordo com a norma BS 1SO 11843-2 [92], conforme as equacOes 2.26,
2.27 e 2.28, respectivamente descritas no capitulo 2 (secdo 2.5.8). Entretanto, para calcular
LD e LQ por estas equacdes, utiliza-se zero ao invés de se utilizar o LMR. J& a incerteza de
medicdo foi calculada por composicdo estratégica de Botton-up e Top-Down [95] usando 0s
dados obtidos a partir da validacdo do método, que inclui a preparacdo da curva analitica e
variabilidade de deteccdo cromatografica e espectrométrica, medidos como RSD. Os calculos
foram efetuados conforme descrito no capitulo 2 (se¢do 2.5.7). Estes parametros foram

calculados utilizando-se uma planilha Excel® validada pelo LANAGRO-MG.

3.3.1.7 Andlise de amostras da regido de Minas Gerais

O método desenvolvido foi aplicado na analise de 8 amostras de ragcdo de aves e 2
amostras de racao suina, A; a Ajg, obtidas na regido de Pedro Leopoldo - Minas Gerais. A fim
de garantir a qualidade dos resultados, um controle de qualidade interno foi realizado em cada
lote de amostras. Este controle de qualidade implica em uma calibra¢do de matriz, um branco
de reagente e uma amostra branca fortificada na concentracdo de 50 pg kg, a fim de avaliar a
estabilidade do método proposto. Além disso, 0 tempo de retencdo dos compostos, as
transi¢bes (quantificacdo e confirmacdo) e as intensidades relativas dos ions detectados em
amostras reais foram comparados com os padrdes de calibracdo para confirmar a identidade
dos analitos detectados usando os critérios estabelecidos pela decisdo da Comissdo
2002/657/EC [44].

3.3.1.8 Resultados e discussao
Inicialmente, as condigdes cromatograficas e espectrométricas foram otimizadas de
modo a maximizar a resposta analitica dos compostos de interesse (se¢do 3.3.1.3). A Figura

3.26 apresenta um cromatograma no modo Cromatograma Total de fons (Total lon

Chromatography - TIC) obtido para todas as sulfonamidas.
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Figura 3.26 Cromatograma total de fons para uma solugdo padrdo de sulfonamidas (50 pg kg™) - Condicdes
cromatograficas: volume de injecéo: 50 pL, coluna Zorbax Eclipse XDB C-18 (4,6 x 150 mm) 5um (Agilent);
fase mével: (A) 0,1% de acido férmico em agua:acetonitrila 95:5 (v/v) e (B) 0,1% de acido férmico em
agua:acetonitrila 5:95 (v/v); programa de gradiente: 0 min - 90:10 va/vg; 5 min — 80:20 va/vg; 9 min — 50:50
ValVg; 12 min - 20:80 va/vg. 14 min - 20:80 va/vg; 15 min - 90:10 va/vg € 18 min - 90:10 va/vg; vazédo: 0,3 mL
min™; as condicBes utilizadas no detector foram ajustadas conforme descrito na secéo 3.3.1.3 - Os analitos sdo
representados por nimeros, cuja identificacdo e descrita como: 1 sulfaguanidina, 2 sulfanilamida, 3 sulfadiazina,
4 sulfatiazol, 5 sulfapiridina (padrdo interno), 6 sulfamerazina, 7 sulfametazina, 8 sulfametoxipiridazina, 9
sulfacloropiridazina, 10 sulfadoxina, 11 sulfametoxazol, 12 sulfisoxazol, 13 sulfaquinoxalina e 14

sulfadimetoxina

Faixa de trabalho, linearidade e efeito de matriz

Amostras brancas de racdo (n=20) foram extraidas e posteriormente analisadas para
verificar a possibilidade de interferentes que pudessem comprometer as analises. No tempo de
retencdo de cada analito, foi apresentada uma razdo sinal/ruido inferior a 3, indicando
auséncia de interferentes na matriz.

As curvas analiticas foram obtidas através do Método de Minimos Quadradados
Ponderados (MMQP), exceto para sulfatiazol, cuja curva analitica foi obtida através do
Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO). Levando-se em consideracdo a
complexidade da amostra, foi assumido que ha efeito de matriz e, portanto, curvas matrizadas
foram construidas para validar o método. A Figura 3.27 mostra um exemplo de curva analitica

que foi obtida para sulfametoxipiridazina.
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Figura 3.27 Curva analitica da sulfadiazina obtida pelo método quantitativo

de determinacdo de sulfonamidas em ragdo de aves e suinos

Os resultados de coeficiente de determinacdo estdo apresentados na Tabela 3.42. Como
podem ser observados, os resultados sdo satisfatérios, com r superior a 0,9864. Além do
valor do coeficiente de determinacdo, a qualidade das curvas analiticas foi averiguada a partir
da prova estatistica descrita na Equacdo 2.2 (secdo 2.5.2). E importante ressaltar que a
hipdtese nula é que ndo existe correlacdo entre x e y. Em todos os casos, o valor de t calculado
foi maior que o valor de t tabelado e, portanto, a hipétese nula foi rejeitada, o que demonstra

uma correlagéo significativa.
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Tabela 3.42 Faixa do tempo de retencdo, razdo de fons, coeficiente de determinacéo (r%),

limites de deteccéo (LD), quantificacdo (LQ) e deciséo (CC,) e capacidade de deteccédo (CCpg)

para cada analito considerado no método quantitativo para determinacdo de residuos de

sulfonamidas em ragdes de aves e suinos

Faixa do .
. tempo de Razao de 5 LD LQ CCa CCp
Analito . fons r 4 1 4 4
retencao %) (Mg kg™) (Mgkg™)  (Hgkg™) (Mg kg™)
(min)?
Sulfacloropiridazina 10,98-11,07 77,7 0,9993 2,6 4,5 51,8 53,7
Sulfadiazina 6,73-6,86 146  0,9914 2,5 4,2 51,7 53,5
Sulfadimetoxina 12,33-12,39 20,4  0,9987 2,5 4,3 51,8 53,5
Sulfadoxina 11,31-11,41 35.0 0,9912 1,9 3,3 51,4 52,7
Sulfaguanidina 3,53-3,72 62,1 0,9973 4,2 7,1 52,9 55,8
Sulfamerazina 8,25-8,26 22,7  0,9896 1,2 2,1 50,9 51,7
Sulfametazina 9,29-9,32 37,3  0,9990 1,8 3,0 51,2 52,5
Sulfametoxazol 11,40-11,54 946  0,9896 3,0 5,1 52,1 54,2
Sulfametoxipiridazina 9,61-9,63 43,9  0,9979 2,3 3,9 51,6 53,2
Sulfanilamida 4,26-4,34 63,4  0,9864 0,5 0,9 50,4 50,7
Sulfaquinoxalina 12,21-12,34 68,3  0,9946 2,8 4,8 52,0 54,0
Sulfatiazol 7,08-7,13 6,8 0,9980 2,0 3.4 51,4 52,8
Sulfisoxazol 11,70-11,81 39,9 0,9929 2,0 3.4 51,4 52,8

# Faixa do tempo de retencdo (média do tempo de retencéo * 3s (n=15)).

Veracidade, repetitividade e reprodutibilidade

A veracidade, repetitividade e precisdo intermedidria foram avaliadas através de

ensaios de recuperacdo como descrito na secdo 3.3.1.7. Os niveis de validagdo foram

selecionados para as menores concentragdes que proporcionavam resultados de repetitivade

adequados. Neste procedimento, amostras brancas de racao, foram fortificadas em cada nivel

de interesse e extraidas utilizando-se o procedimento descrito no item 3.3.1.6. Os resultados

estdo mostrados na Tabela 3.43.
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Tabela 3.43 Porcentagens de recuperacao, repetitividade e precisdo intermediaria obtidas para
os niveis: 25,0; 50,0 e 75,0 ug kg™ pelo método quantitativo para determinacéo de residuos de

medicamentos veterinarios em racdes de aves e suinos

Recuperacéo (%)® (n=18) Precisdo Intermediaria (%) (n=36).

Analito 1 1 1 1 1 1
25 pg kg 50 pg kg 75ug kg™ 25pg kg™ 50 ug kg 75 ug kg

Sulfacloropiridazina 102,9 (9,5) 99,2 (9,9) 97,2 (11,6) 9,2 10,0 9,9
Sulfadiazina 98,8 (6,4) 97,9 (3,6) 101,9 (6,4) 6,6 6,3 6,1
Sulfadimetoxina 89,8 (5,7) 88,3 (10,3) 91,8 (9,2) 7,3 10,2 9,9
Sulfadoxina 106,4 (19,5) 96,2 (14,0) 99,9 (14,3) 14,6 12,4 11,6
Sulfaguanidina 87,2 (7,8) 86,0 (10,3) 98,3 (11,2) 13,1 14,7 12,6
Sulfamerazina 101,5(11,7) 97,7 (12,5) 88,1 (13,6) 10,5 115 15
Sulfametazina 99,2 (5,5) 99,2 (7,7) 98,3 (6,0) 55 7,3 6,3
Sulfametoxazol 97,9 (7,5) 95,0 (7,4) 96,5 (12,7) 7,8 9,3 111
Sulfametoxipiridazina 97,2 (6,4) 94,5 (4,4) 98,2 (5,6) 6,4 7,3 6,0
Sulfanilamida 106,8 (15,0)  97,5(11,7) 99,6 (16,2) 16,9 16,4 17,8
Sulfaquinoxalina 106,1 (6,8) 99,9(11,6) 100,2(11,8) 9,1 10,9 10,9
Sulfatiazol 105,3(8,6) 101,9 (10,5) 96,1(12,0) 6,8 9,8 10,8
Sulfisoxazol 90,9 (8,4) 92,2 (8,4) 101,1 (19,4) 10,2 13,3 21,6

®Coeficiente de variagdo entre parénteses. Valores recomendados pelo Codex Alimentarius: Concentragdo > 1 a <
10 pg kg™: Recuperacdo: 60 a 120%; Repetitividade: CV < 30% e Precisdo Intermediaria: < 45%. Concentragdo
> 10 a < 100 pug kg™: Recuperagdo: 70 a 120%; Repetitividade: CV < 20% e Precisdo Intermediéria: < 32%.
Concentracdo > 100 a < 1000 pg kg™: Recuperagdo: 70 a 110%; Repetitividade: CV < 15% e Precisdo

Intermediaria: < 23%.

Os resultados de recuperacdo, repetitividade e precisdo intermediaria foram
comparados com valores descritos como aceitaveis pelo Codex Alimentarius. De acordo com
os resultados obtidos, pode-se perceber que todos os resultados foram satisfatérios, pois a
recuperacao permaneceu entre 70-120% para todos os analitos, e os coeficientes de variagdo
de repetitividade e precisdo intermediaria foram inferiores a 20 e 32%, respectivamente.

Além do tempo de retencdo de cada composto e observacdo da transicdo de
confirmacéo, o perfil e a intensidade relativa dos ions caracteristicos dos analitos pesquisados
foram calculados e comparados com os critérios de aceitabilidade da Decisdo 2002/657/CE
[44] como mostrados na Tabela 2.10 (Secdo 2.5.8). A razdo sinal/ruido obtida foi maior que

10 para todos os analitos pesquisados.
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Limites de deteccdo, quantificacdo, e de deciséo, capacidade de deteccdo e incerteza de

medicao

Os valores de limite de decisdo (CC,) e capacidade de deteccdo (CCg) obtidos no
procedimento foram calculados de acordo com a norma BS ISO 11843-2 para a concentracao
de 50 pg kg™ [92]. De acordo com os dados obtidos (Tabela 3.42), os valores foram
coerentes, apresentando variagdo maxima para sulfacetamida (5,8 e 11.8% para CC, e CCg,
respectivamente). Semelhantemente, os valores de LD e LQ (Tabela 3.42) foram calculados
de acordo com a norma descrita acima e como se pode observar todos os valores obtidos para
o LD e LQ séo, respectivamente, menores que 4,2 e 7,1 pg kg™*. Os resultados obtidos para a

incerteza de medic¢do sdo mostrados na Tabela 3.44.

Tabela 3.44 Estimativa da incerteza expandida da medicdo determinados no procedimento de
validacdo do método quantitativo para determinacdo de residuos de medicamentos

veterinarios em racdes bovinas e suinas

Estimativa da incerteza de medicédo (%) (n=36)

Analito 1 1 1

25 (ug kg™) 50 (ug kg™) 75 (ug kg™)
Sulfacloropiridazina 6,1 10,7 14,8
Sulfadiazina 5,2 7,5 9,3
Sulfadimetoxina 6,2 11,4 15,0
Sulfadoxina 8,0 12,8 17,5
Sulfaguanidina 10,9 17,1 19,0
Sulfamerazina 59 11,8 22,5
Sulfametazina 4,1 7,9 9,5
Sulfametoxazol 9,4 12,6 16,9
Sulfametoxipiridazina 4.3 7,9 9,0
Sulfanilamida 10,7 17,7 26,8
Sulfaquinoxalina 7,1 12,2 16,4
Sulfatiazol 5,6 10,8 16,2
Sulfisoxazol 8,8 15,1 32,6

*fator de abrangéncia k = 2.

Segundo as diretrizes sobre a incerteza na medicdo estabelecidas pelo Codex
Alimentarius [99], para concentracdes inferiores a 100 pg kg™ a incerteza expandida deve ser
inferior a 44%. Como pode ser observada, a incerteza de medicdo foi satisfatoria,

apresentando resultados inferiores 32,6%.
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Analise de amostras de racéo de aves e suinos obtidas na regido de Minas Gerais

O meétodo desenvolvido foi aplicado para a determinacdo de residuos de sulfonamidas
em oito amostras de racdo para aves e duas racdes para suinos obtidas na regido de Minas
Gerais. Apenas uma amostra apresentou resultado positivo para sulfametazina (Figura 3.28),
entretanto em concentracdo inferior ao LQ do método.
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Figura 3.28 Cromatogramas de ions extraidos (EIC) para uma amostra de racao

positiva para sulfametazina obtida na regido de Minas Gerais

3.3.1.9. Conclusao parcial

A CL-EM/EM mostrou ser uma técnica sensivel para a determinacdo de todas as
sulfonamidas (sulfacetamida, sulfacloropiridazina, sulfadiazina, suladimetoxina, sulfadoxina,
sulfaguanidina, sulfanilamida, sulfametazina, sulfametoxazol, sulfametoxipiridazina,
sulfanilamida, sulfaquinoxalina e sulfatiazol) em racéo de aves e suinos. O metodo separou 0s
analitos com boa resolugdo numa Unica corrida cromatografica de 18 minutos. Todos 0s
pardmetros de validagdo foram satisfatérios e, portanto, 0 método é recomendado para analise
de todas as sulfonamidas consideradas neste estudo em amostras de racao.

Finalmente, o método foi aplicado na analise de dez amostras de ragdo de aves e suinos
sendo encontrada apenas uma amostra positiva para sulfametazina, entretanto, em

concentragéo inferior ao limite de quantificacéo.
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Geralmente, os métodos de andlise de residuos de medicamentos veterinrios
executados pelo MAPA e outros laboratorios de rotina sdo realizados por classes de
medicamentos (como tetraciclinas, sulfonamidas, entre outros), gastando-se maior tempo e
maior consumo de reagentes para execucdo dos mesmos. Sendo assim, o conjunto de
trabalhos executados nesta tese teve por objetivo propor novas metodologias, quantitativas e
qualitativas, que abrangessem varias classes de compostos em uma Unica analise, reduzindo,
portanto, custos e tempo das analises.

Neste sentido, importantes modificacbes em metodologias de extracdo descritas na
literatura foram efetuadas. Uma das grandes novidades implementadas neste trabalho foi a
substituicdo da etapa de congelamento em freezer no método de ELL-PBT, cujo tempo
minimo era de 6 horas, por congelamento rapido usando nitrogénio liquido. Esta metodologia
modificada foi denominada Extracdo Liquido- Liquido com Répida Particdo a Baixa
Temperatura (ELL-RPBT). O tempo de execucgédo desta etapa foi reduzido para apenas 15
segundos. Antes da modificacdo, as extracdes eram realizadas em dois dias de andlise, visto a
grande demanda de tempo nesta Unica etapa do método. Outras modificacbes mais simples,
mas ndo menos importantes, foram realizadas como, por exemplo, a inclusdo de uma etapa de
concentracdo, visando atender a analitos que apresentavam baixa detectabilidade. Apds a
otimizacdo da nova técnica de extracdo proposta, esta foi aplicada de maneira inédita na
extracdo de residuos de medicamentos veterinarios em amostras complexas, como carne e
leite. Os métodos foram validados de acordo com protocolos internacionais e nacionais de
validacdo, apresentando resultados satisfatorios.

Outra importante consideragdo realizada neste trabalho, foi a utilizagdo da metodologia
QUEChERS em matrizes como carne de frango, peixe Sparus aurata e racdo de aves e suinos
para extracdo de medicamentos veterinarios. Importantes modificacdes na metodologia foram
efetuadas com a finalidade de extrair o maior nimero de compostos, visto as grandes
diferengas fisico-quimicas dos medicamentos veterinarios. Assim sendo, a composi¢do da
solugdo extratora foi modificada e observou-se que a adicdo de pequenas quantidades de
metanol podia favorecer a extragdo de alguns analitos como tetraciclinas e quinolonas. Por
outro lado, também foi observado, que nas matrizes estudadas, a adicdo de grandes
quantidades de metanol favorecia a co-extracdo de componentes da matriz que inviabilizavam
as analises, além de se constituirem em fontes em potencial na deterioragdo dos sistemas
cromatograficos e espectrométricos, diminuido, portanto, a vida Gtil de colunas, capilares, etc.

Diante de tais resultados, a composi¢do acetonitrila:metanol (75:25, v/v) foi otimizada,
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garantindo a eficiéncia de extracdo dos compostos de interesse e minimizando a interferéncia
de matriz.

Uma comparacdo qualitativa das matrizes estudadas pode ser efetuada, pois
sulfacloropiridazina, sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfametazina, sulfaquinoxalina e
sulfatiazol foram inseridas em todos os métodos quantitativos propostos. De acordo com 0s
resultados obtidos, pode-se perceber que tais analitos pertencem a uma classe de compostos
faceis de serem extraidas, independente da matriz e do método utilizado para extracdo. A
unica ressalva foi para sulfaquinoxalina que apresentou comportamento diferente das demais,
pois, para 0 método de figado, a recuperacéo foi ligeiramente inferior ao recomendado (70%),
enquanto que para os demais métodos as recuperacdes foram todas satisfatdrias. Para efeito de
comparacdo, a Tabela 3.45 mostra os resultados de recuperacdo (para a concentracdo de
50 pg kg™) obtidos para as seis sulfas nas diferentes matrizes estudadas. Também se observou
que, em todos os casos, uma (ou mais) sulfonamida(s) apresentou (apresentaram) efeito de
matriz e, portanto, curvas analiticas matrizadas tiveram que ser utilizadas. Quanto aos demais
analitos, os métodos de extracdo avaliados mostraram ser de facil execucdo e proporcionaram
a obtencdo de indices de recuperacdo elevados, de acordo com as legislacdes vigentes, para

quase todas as classes de compostos estudados.

Tabela 3.45 Resultados de recuperacdo (Rec.) e precisdo intermediaria (Pl) para
sulfacloropiridazina, sulfadiazina, sulfadimetocina, sulfametazina, sulfaquinoxalina e
sulfatiazol para os métodos quantitativos em figado suino, leite bovino, peixe Sparus aurata e

racao de aves e suinos

Matriz Figado” Leite” Frango™ Peixe” Ragdo”
Rec® PI° Rec?® PI° Rec®* PI° Rec® PI° Rec? PI°
Analito ) ) ) ) %) ) ) ") () (%)
Sulfacloropiridazina 84,0 7,8 89,4 14,0 73,3 12,7 93,4 141 99,2 10,0
Sulfadiazina 822 200 789 139 80 114 1030 122 979 6,3
Sulfadimetoxina 81,7 12,0 74,7 16,2 1074 12,0 75,5 26,6 88,3 10,2
Sulfametazina 98,4 11,0 80,1 17,2 82,2 51 97,6 13,1 99,2 7,3
Sulfaquinoxalina 63,6 15,2 94,7 145 1049 10,3 96,3 15,9 99,9 10,9
Sulfatiazol 844 181 674 157 884 134 919 123 1019 98

“Resultados obtidos para a concentracéo de 50 ug kg™. Recuperacéo. "Precisao intermediéria.
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E importante ressaltar que o desenvolvimento dos métodos acima mencionados s6 foi
possivel devido a utilizacdo da técnica analitica CL-EM/EM, que é altamente seletiva,
principalmente quando utilizada no modo MRM, que proporciona transicdes m/z especificas
do analito. Assim sendo, o0 emprego desta técnica fornece informacdes referentes ao tempo de
retencdo do composto, as transi¢des monitoradas e ao sinal proporcional a concentracdo do
analito, que permitem atingir niveis de confiabilidade e detectabilidade, de acordo com os
LRM estabelecidos para os analitos.

Diante dos resulatos apresentados, pode-se concluir que os trabalhos descritos nesta
tese podem ser Uteis na elaboracdo de futuros trabalhos de desenvolvimento e validacdo de

métodos analiticos, sendo assim uma importante fonte de consulta bibliogréfica.
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