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RESUMO

Neste trabalho foi otimizado e validado um método de ensaio quantitativo e confirmatorio para
determinar multirresiduos de PB-lactamicos e tetraciclinas em rim de ave, bovino, equino e suino por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE-EM/EM). A metodologia validada foi baseada na
extracdo, por uma mistura agua/acetonitrila (8:2), dos analitos do tecido e a purificacdo do extrato com
hexano e fase dispersiva BOND ELUT C18. O extrato foi concentrado para 2 mL a 40°C, filtrado em
membrana 0,22 um e analisado por CLUE-EM/EM com fonte de ionizacdo eletrospray no modo
positivo. O método apresenta ampla faixa linear de trabalho, sendo avaliado na validagdo: seletividade,
efeito de matriz, CCa, CC, precisdo, veracidade, LD, LQ e robustez. O limite de deteccéo foi definido
entre 2,5 a 25,0 pg/kg e o limite de quantificagdo entre 5,0 a 50,0 pg/kg. O método apresentou
repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial nas condicGes testadas. A exatiddo foi avaliada por
meio dos valores de recuperagdo que variaram entre 98 e 107%. Na avaliacdo da robustez, as variagdes
efetuadas no procedimento de extracdo foram relevantes no nivel de concentragdo estudado. A incerteza
de medicgdo foi estimada levando em consideracdo incerteza da curva de calibracdo e dos dados de
reprodutibilidade intralaboratorial.

Palavras-chave: S-lactamicos, tetraciclinas, rim, validagdo, CLUE-EM/EM.

ABSTRACT

This work optimized and validated a test method to determine quantitative and confirmatory multiresidue
of B-lactams and tetracyclines in poultry, bovine, equine and swine kidney, using UPLC-MS/M. The
validated methodology was based on the extraction, using a mixture water /acetonitrile (8:2), of analytes
tissue and extract purification with hexane and phase dispersive BOND ELUT C18. The extract was
concentrated to 2 mL at 40°C, filtered through 0.22 um membrane and analyzed by UPLC-MS/MS with
electrospray ionization source in positive mode. The method has wide linear range of work, being
evaluated were selectivity, matrix effect, CCa, CCp, precision, trueness, LOD, LOQ and robustness. The
detection limit was set between 2.5 to 25.0 mg/kg and the quantification limit between 5.0 to 50.0 mg/kg.
The method showed repeatability and intermediate reproducibility conditions tested. Trueness was
evaluated by the recovery values ranging between 98 and 107%. In assessing the robustness, the changes
made in the extraction procedure were relevant level of concentration studied. The measurement
uncertainty was estimated taking into account the uncertainty of the calibration curve and intermediate
reproducibility of the data.

Keywords: B-lactams, tetracyclines, kidney, validation, UPLC-MS/MS.
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1. Introducéo

Os agentes antimicrobianos sdo substancias
quimicas capazes de inibir o crescimento de
micro-organismos ou elimina-los. Em
medicina veterinaria, sdo aplicados em
animais de producdo na forma de agentes
terapéuticos, profilaticos e como aditivos
guimicos, que funcionam como promotores
de crescimento. As condi¢bes de
confinamento e as situacBes de estresse as
quais 0s animais de producdo sdo
normalmente submetidos séo favoraveis ao
aparecimento de infeccbes por bactérias,
fatores estes que justificam o uso desses
medicamentos no  tratamento/profilaxia
destes animais. Aliado a este fato, a redugao
no custo dos antimicrobianos tornou
compensatorio o tratamento dos animais em
massa (Gustafson et al., 1997; Doyle, 2006).
Para 0 proposito de promogcdo de
crescimento, drogas antimicrobianas s&o
utilizadas como suplemento alimentar e séo
continuamente administradas em doses
subterapéuticas (Companyo0 et. al., 2009).

O uso desses medicamentos pode favorecer
a presenca de residuos em produtos
alimentares de origem animal,
principalmente quando o periodo de caréncia
determinado para cada um ndo for
respeitado. O acumulo destes residuos pode
apresentar efeitos adversos a salde dos
consumidores, como reacgOes alérgicas e
selecdo de estirpes bacterianas resistentes a
antibioticos (Bondi et al., 2009; Bogialli et
al., 2009). Com intuito de propiciar maior
protecdo ao consumidor, 6rgdos regulatorios

internacionais como Food and Drug
Administration  (FDA) e  European
Medicines Agency (EMEA) e de

recomendacdo como o Codex Alimentarius,
estabeleceram valores de limite méximo de
residuo (LMR) para alguns medicamentos,
que possibilitaram que estes farmacos
fossem monitorados nos produtos de origem
animal de forma mais eficiente.
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A pesquisa de medicamentos veterinarios
para o Brasil é de extrema relevancia quando
se refere as questdes de seguranca alimentar
e também por se tratar de uma exigéncia dos
paises importadores da carne brasileira. O
Brasil ocupa uma posicdo de destaque no
guantitativo de exportacdo de carne mundial,
sendo o maior exportador de carne bovina e
de frango e o0 quarto maior em exportagéo de
carne suina no ano de 2010, atendendo a
mercados exigentes como paises membros
da Comunidade Européia, Estados Unidos,
Russia, entre outros. A ocupagdo de
destaque nas exportagGes de carne confere
ao agronegocio uma importancia
consideravel para a economia do pais. Neste
mesmo ano as exportagdes brasileiras de
carnes, incluindo bovinos, suinos e aves,
movimentaram mais de 13 bilhdes de
délares confirmando esse impacto para a
economia brasileira (Estatisticas do mercado
mundial, 2011, Estatistica, 2011, Relatério
anual, 2011).

A presencga de residuos de antimicrobianos
em produtos de origem animal pode ser
detectada por diversos métodos analiticos
dos quais se destacam 0s métodos
microbioldgicos, de ensaio por inibi¢éo
enzimatica e imunoensaios. Existem também
métodos de analise por ensaios fisico-
guimicos que utilizam, principalmente,
técnicas cromatograficas acopladas a
espectrometria de massas que podem
confirmar a presenca dos medicamentos nos
alimentos  (Becker et al, 2004).
Recentemente, métodos baseados em
cromatografia acoplada a espectrometria de
massas foram recomendados para pesquisa
destas substancias, por apresentarem alta
sensibilidade e seletividade (Hammel et al.,
2008; Companyd, 2009).

Os laboratérios que realizam analises de
residuos de antimicrobianos em alimentos
necessitam ter alta capacidade técnica.
Todos o0s métodos analiticos utilizados
precisam ser de alta confiabilidade,
garantida com o emprego de procedimentos



de validacdo bem elaborados visando
garantir alimentos mais seguros para o
consumidor (Paschoal et. al., 2008).

2. Objetivo

Otimizar, validar e implementar
metodologia  para  determinacdo  de
multirresiduos  dos  B-lactimicos e

tetraciclinas em rins de aves, bovinos,
equinos e suinos por cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria
de massas de acordo com 0S requisitos
estabelecidos na diretiva da comunidade
européia no Laboratério de Residuos de

Medicamentos Veterinarios do
LANAGRO/MG.

3. Revisdo de literatura

3.1 Antimicrobianos

Os antimicrobianos comecaram a ser

descobertos no final da década de 1920 e,
assim que os primeiros compostos foram
purificados, ja passaram a ser utilizados na
medicina humana e veterinaria. A sua
utilizagdo na medicina veterinaria foi
aumentando consideravelmente,
principalmente a partir da década de 50.
Esses medicamentos s@o reunidos em grupos
de substancias que apresentam semelhanca
na sua estrutura quimica ou em grupos de
substancias que  apresentam  mesmo
mecanismo de acdo (agdo preventiva, no
tratamento de infeccbes ou promotor de
crescimento) (Bondi et al., 2009).

Em medicina veterinaria eles podem ser
administrados por injecdo (intravenosa,
intramuscular ou subcutanea), oralmente,
topicamente na pele, por infusdo intra-
mamaria ou intra-uterina. Todas essas
formas de aplicagdo podem gerar residuos
nos produtos de origem animal,
principalmente quando administrados de
forma incorreta ou abusiva, como por
exemplo, ndo obedecendo ao tempo de
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caréncia para cada medicamento, dosagem
incorreta, entre outros (Bondi et al., 2009).
As drogas antimicrobianas, segundo a
Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002), podem ser classificadas em dois
grandes grupos: grupo A que corresponde a
drogas de uso proibido e entre elas se
destacam-se os esterdides anabolizantes, as
B-agonistas, 0S tireostaticos, 0S
cloranfenicéis e os nitrofuranos e do grupo
B, que correspondem a drogas de uso
permitido, porém com LMR estabelecido.
Neste grupo se destacam [-lactamicos,
tetraciclinas, macrolideos, aminoglicosideos,
anfenicais, quinolonas/fluoroquinolonas,
sulfonamidas, lincosamidas, glicopeptideos
e iondforos (EEC, 1990).

Apesar do grande nimero e da diversidade
dos grupos de antimicrobianos, alguns deles,
por motivos de mecanismo de acgdo e custo,
sdo mais utilizados que outros. Kool et al.
(2008) estimaram que na Europa em 2004
foram utilizados 5.396 toneladas de
antibidticos em medicina veterinaria. Entre
0S mais usados estdo a tetraciclina, p-
lactdmicos e sulfonamidas, nesta ordem.
Company¢ et al (2009) afirmaram que, em
2007, nos Estados Unidos foram utilizados
cerca de 12.650 toneladas de
antimicrobianos, sendo 40% tetraciclinas.
Os autores também afirmaram que 13%
dessas drogas foram utilizadas como
promotores de crescimento.

3.1.1 p-Lactamicos

Os antibidticos B-lactdmicos (ampicilina,
amoxicilina, cefazolina, oxacilina,
dicloxacilina, nafcilina, cloxacilina,
penicilina G, penicilina V) sdo largamente
utilizados no tratamento de mastite em vacas
leiteiras, mas seu uso também é comum no
rebanho bovino de corte, em suinos e em
aves. Nesta Ultima espécie também sdo
utilizados para tratar infecgdes respiratorias
e artrites ou como aditivo alimentar para
preveni-las. S8o rapidamente excretados do



sangue por via renal, e eliminados em sua
maior parte na urina, embora possam ser
encontrados em pequena quantidade também
na bile e nas fezes (Mitchell et al., 1998;
Santos et al., 2001; Myllyniemi et al., 2004;
Doyle et al, 2006). Eles consistem
basicamente em dois tipos de compostos: as
penicilinas e as cefalosporinas (Fig. 1). A
estrutura bésica das penicilinas consiste de
cadeias volumosas que reagiram com 0
acido 6-aminopenicilanico enquanto que as
cefalosporinas sdo incorporadas pelo acido
7-aminocefalosporinico. A manipulacéo
destas cadeias pode promover aumento do
espectro de acdo dos antibidticos (Bogialli,
2009).
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Figura 1. Estrutura quimica da Penicilina G (a) e
Cloxacilina (b).
Fonte: Hammel et al., 2008.

A manipulacdo das substancias deste grupo
necessita de algumas precaugdes. Os f-
lactamicos sdo bastante sollveis em agua e
apresentam, na sua estrutura, anéis instaveis
de quatro membros que promovem
degradacdo da molécula por aquecimento e
isomerizacdo em meio acido (Bogialli,
2009). Em virtude destas particularidades, a
otimizacdo dos procedimentos de extragdo e
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purificacdo para estes analitos deve ser
realizada com as condigdes bem controladas
para que ndo ocorra degradacdo dos
mesmos. De acordo com Kinsella et al.
(2009), em presenca de metanol os anéis
caracteristicos deste grupo podem sofrer
reacdo de metandlise levando a formacédo de
éteres metilicos ou &cidos penicilénicos,
motivo pelo qual este solvente ndo pode ser
utilizado na extracao.

Tabela 1. Valores de LMR para alguns p-
lactamicos (ave, suino, eqiino e bovino).

LMR para rim, .
Analito musculo e figado LMR I‘_ell -

Amoxicilina 50 4
Ampicilina 50 4
Peniclina G 50 4
Penicilina V 25 4
Oxacilina 300 30
Cloxacilina 300 30
Dicloxacilina 300 30
Nafcilina 300 30

Fonte: ECC (1990)

Os Limites Maximos de Residuo (LMR)
estabelecidos para os fB-lactdmicos (Tab. 1)
apresentam valores bem diversificados,
variando, por exemplo, entre 4 pg/L em leite
para a amoxicilina a 300 pg/kg para
nafcilina em rim de aves (ECC, 1990).

3.1.2 Tetraciclinas

As tetraciclinas (Fig. 2) compreendem um
grupo de antibioticos usados
terapeuticamente e profilaticamente em
animais de produgdo (Blanchflower et al.,
1997). Possuem amplo espectro de acéo,
abrangendo  bactérias  Gram-negativas,
Gram-positivas, bactérias intracelulares e,
até mesmo, alguns protozoarios (Santos et
al., 2001; Tortora et al., 2005). Além de seu
uso no tratamento de infecgOes,
principalmente respiratorias e
gastrointestinais, as tetraciclinas também séo
utilizadas como  aditivo  alimentar



(promotores de crescimento) para
suinos (Madigan et al., 2004).
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Figura 2. Estrutura quimica da Oxitetraciclina

(a), Tetraciclina (b), Clortetraciclina (c) e
Doxiciclina (d). Fonte: Hammel et al., 2008.

A aplicagdo destes farmacos em animais de
producdo é permitida na maioria dos paises
desde que sejam respeitadas as dosagens
(Tab. 2) para estas drogas. O abate de
animais que receberam alguma dosagem das
tetraciclinas deve ocorrer de 5 a 20 dias apés
a sua Ultima aplicacdo, variando de acordo
com a espécie ou a quantidade do
medicamento aplicado (Blanchflower et al.,
1997).

As tetraciclinas sdo moléculas organicas
cuja estrutura bésica consiste de um
hidronaftaceno com quatro anéis fundidos.
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Elas sdo anfoteras, solGveis em solucdes
acidas, bésicas e solventes organicos
polares, particularmente alcobis, mas
insoltveis em hidrocarbonetos saturados.
Quando submetidas a condigdes extremas de
acidez e alcalinidade, degradam formando
epimeros  reversiveis  (4-epi-tetraciclina,
anidro-tetraciclina e iso-tetraciclina)
(Kinsella et al., 2009).

Tabela 2. Valores de LMR para as tetraciclinas
em tecido (aves, suinos, equinos e bovinos) e
leite

LMR (ug.kg™)

Analito Musculo Rim Figado Leite
TET 100 600 300 100
OXT 100 600 300 100
CLT 100 600 300 100
DOX 100 600 300 *

Fonte: Laying down a Community procedure for
the establishment of maximum residue limits of
veterinary medicinal products in foodstuffs of
animal origin (1990)

*N&o usado em bovinos de producéo de leite

Epimeros das tetraciclinas

As tetraciclinas sdo antimicrobianos capazes
de formar epimeros em solucbes aquosas
sob condi¢cbes de pH levemente &cido.
Nessas condicGes, elas reagem de forma
reversivel (Fig. 3), no carbono C-4 alterando
a posicdo do grupo dimetil amino
(epimerizacdo), que pode ocorrer em todas
as tetraciclinas, seguindo a mesma reacao da
clortetraciclina (Fig. 3). Ao contréario das
tetraciclinas, os epimeros ndo apresentam
atividade antimicrobiana. (Blanchflower et
al., 1997; Posyniak et al., 2005).

Normas recentes da comunidade européia
estipulam que os resultados de andlise de
tetraciclinas, = devem  ser  reportados
compreendendo valores relativos a soma do
composto original e o seu epimero, quando
for o caso (Blanchflower et al., 1997). A
grande semelhanga entre as estruturas das
tetraciclinas e o0s epimeros, gera uma
dificuldade na analise dessas substancias,



principalmente, em promover separacao
cromatografica na presenca de matriz
bioldgica. Baseado nesse fato, poucas
informacBes sdo descritas na literatura e
alguns métodos publicados sdo de dificil
execugdo. Cristofani et al. (2009)
publicaram um método para analise de
tetraciclinas que utiliza tampdes, cartuchos
SPE de imunoafinidade e coluna polimérica
gue sdo bastante especificos para tetraciclina
e impossibilita inclusdo de outros grupos de
antimicrobianos.

4-epi-CTC

Figura 3. Reacdo de da
clortetraciclina.

Fonte: Posyniak et al., 2005.

epimerizacao

3.2 Matrizes analisadas

Diversos produtos de origem animal podem
ser utilizados como matriz para a pesquisa
de residuos de antimicrobianos destacando-
se o rim, o figado, o masculo, a gordura e a
pele. Além dos tecidos animais, outras
matrizes sdo comumente analisadas como o
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leite, o mel e o ovo. Algumas mais
incomuns podem ser pesquisadas como, por
exemplo, 0 monitoramento de B-agonistas
pode ser feito na retina dos animais e de
esterdides anabolizantes em pélos ou urina
(Kinsella, et al., 2009).

No caso dos tecidos animais, 0 musculo é a
matriz mais apropriada para pesquisa de
residuos de drogas veterinarias, pois
corresponde ao tecido que € mais
consumido. Entretanto, esta matriz apresenta
grandes variacBes na distribuicdo dos
residuos, além de ser o tecido com menor
probabilidade de acimulo de residuos
quando comparado ao figado e rim
(Kinsella, et al., 2009).

3.3 Analise de residuos de
antimicrobianos

Os métodos empregados na deteccdo de
residuos de antimicrobianos englobam
metodologias fisico-quimicas a partir de
técnicas analiticas instrumentais — como a
cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo por espectrometria de massas
(CLAE-EMEM) e a cromatografia de
camada delgada acoplada a densitometria
(CCD/DST) - bem como métodos
microbioldgicos, enzimaticos/colorimétricos
e imunoensaios (imunoenzimaticos e
radioimunoensaios) (Mitchel et al., 1998).
Basicamente, podem-se dividi-los em dois
tipos: métodos de triagem e métodos de
confirmacdo.

Os métodos de triagem podem detectar a
presenca de uma substancia ou de um grupo
num determinado nivel de interesse. Séo
relativamente simples, de execucdo rapida,
de baixo custo e capazes de detectar um
amplo espectro de farmacos. Porém, sdo
limitados com relacdo a seletividade e
sensibilidade, tornando-se necessaria a
utilizagdo de métodos complementares. Os
métodos  fisico-quimicos que utilizam
associacdo das técnicas de cromatografia
liquida de alta eficiéncia e espectrometria de



massas sdo 0s mais indicados para pesquisa
confirmatoria de antimicrobianos em fungéo
da alta seletividade e, principalmente, alta
sensibilidade (Blanchflower et al., 1997;
Becker et al., 2004; Hammel et al., 2008).
Esse fato justifica a posicdo dos paises
pertencentes a Unido Européia que, para
determinagdo dos antimicrobianos em
amostras bioldgicas, exigem a utilizagdo de
métodos que apliquem a espectrometria de
massas (Concerning the performance of
analytical methods and the interpretation of
results, 2002).

3.3.1 Analises fisico-quimicas de
residuos de antimicrobianos

A anédlise fisico-quimica de residuos de
medicamentos veterinarios consiste num
processo quimico em que ha extracdo dos
residuos de uma amostra, purificacdo do
extrato e posterior deteccdo dos analitos
(Kinsella et al., 2009). O avango das
técnicas analiticas nos Ultimos  anos
provocou uma mudanca significativa nos
procedimentos para este tipo de analise. No
passado, existiam métodos complexos que
eram capazes de analisar uma quantidade
reduzida de substincias e, na maioria das
vezes, eram analises qualitativas (Brabander
et al, 2009). Recentemente, foram
desenvolvidos métodos que tém a
capacidade de analisar multirresiduos e
multiclasses de substancias, como por
exemplo, o método publicado por Hammel
et al. (2008) que quantifica e confirma 42
antibidticos pertencentes a seis classes
diferentes.
3.3.1.1 Teécnicas de extragdo para
analise de residuos

Os analitos se apresentam nas matrizes de
forma bastante variada. Muitas vezes nédo se
encontram na forma da droga originalmente
administrada, mas na forma de derivados ou
metabdlitos. A maioria das drogas
veterinarias € extraida das matrizes por
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solventes organicos, agua ou solucbes
tamp&o. No entanto, algumas vezes, elas se
encontram em forma conjugada, com
ligacGes ou interacGes fracas com a matriz e
necessitam de condi¢bes mais especificas
para sua extragdo como, por exemplo,
hidrolises quimicas ou enzimaticas. Em
reacOes de hidrolise quimica, geralmente séo
verificadas variacdo de pH, temperatura e
tempo de extracdo, que devem ser
otimizadas por serem capazes de provocar
degradacéo do analito a ser pesquisado. Com
relacdo a hidrélise enzimatica, geralmente se
estudam pequenas variagcdes da reacdo em
meio alcalino ou levemente A&cido. Em
ambos o0s casos, a otimizacdo dos métodos
objetiva maior eficiéncia na extragdo dos
residuos da matriz em estudo. Poucos
analitos apresentam interagcdes com a matriz
0 que promove dificuldade na extracdo dos
mesmos. Entre eles, destacam-se o0s
nitrofuranos, florfenicol e triclabendazol
(Kinsella et al, 2009).

Os residuos sd@o normalmente retirados das
amostras por extracdo liquido-sélido. O uso
desta técnica depende basicamente da
natureza da amostra e das propriedades
fisico-quimicas das substancias a serem
extraidas (Bondi et al., 2009). A extracdo
utilizando solventes polares ou tampdes
aquosos é muito eficiente para residuos de
alta polaridade, pois reduz
consideravelmente a extracdo de substancias
ndo polares da matriz como, por exemplo,
gordura. Como desvantagem desta técnica
podemos citar o fato de drogas que estdo
ligadas a proteinas ndo serem totalmente
extraidas e, também, haver a extracdo de
componentes polares juntamente com 0s
analitos de interesse (Kaufmann et al.,
2008).

Em geral, a maioria dos métodos de extragdo
para analise de residuos de medicamentos
veterinarios utiliza solventes menos polares
em virtude da baixa polaridade de grande
parte destas drogas. O solvente mais
comumente utilizado é a acetonitrila, que
apresenta bons resultados de recuperagdo e



tem capacidade de desnaturar enzimas e
proteinas. Também sdo bastante utilizados
nesta técnica, metanol e acetato de etila ou
mistura de solventes em  diversas
proporg¢des, desde que sejam misciveis entre
si (Kaufmann et al., 2008). Existe uma
metodologia muito simples denominada
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe), que utiliza extragcdo por
solventes menos polares. Primeiramente ela
foi desenvolvida para a anélise de pesticidas,
mas tem sido implementada na anlise de
antimicrobianos, apresentando resultados
excelentes na pesquisa de multirresiduos e
multiclasses. Ela é baseada na extracdo dos
analitos por solvente apolar, secagem com
sulfato de s6dio ou magnésio, posterior
evaporacdo do solvente e quantificagdo
(Stubbings et al., 2009). O fator crucial para
a escolha do solvente de extracdo é ter em
vista que ele deve apresentar bons resultados
de recuperagdo e produzir no final um
extrato o mais limpo possivel (Kaufmann et
al., 2008).

Muitos procedimentos de extracdo que
utilizam instrumentos tém sido
desenvolvidos para isolamento de residuos
em alimentos. Uma grande vantagem do uso
destes instrumentos é a facilidade gerada
pela automagdo e também porque ha um
isolamento mais seletivo dos residuos. A
utilizacdo desta técnica é dificultada pelo
namero limitado de equipamentos no
mercado e, também, pelo maior custo em
relacgdo a técnica de extracdo manual
(Kinsella, et al., 2009). Dentre as principais
técnicas de extracdo instrumentais estd a
extracdo por Microondas (MAE), que utiliza
energia de microondas para aquecer 0
solvente/amostra e fazer a particdo dos
analitos da matriz para o solvente. Esta é
uma técnica recente e pouco utilizada,
porém, Akhtar (2004) a utilizou para
analisar residuos de salinomicina em tecido
de frango e ovo obtendo resultados de
veracidade e precisdo estatisticamente
idénticos aos resultados obtidos a partir das
técnicas de extragBes convencionais. Uma
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técnica de extracdo bastante diferenciada e
pouco utilizada € extracdo por Fluido
Supercritico. Ela ocorre por utilizagdo de
gualquer substdncia que estd acima da
temperatura e pressdo critica. Uma das
grandes vantagens da extracdo com fluido
supercritico é permitir o processamento de
materiais em baixas temperaturas, o que é
recomendado para compostos
termossensiveis. Esta metodologia apresenta
dificuldade efetiva na sua utilizacdo, pois
necessita de amplas faixas de pressdo, que
muitas vezes, sdo incompativeis com a
maioria dos instrumentos (Kinsella, et al.,
2009). Perkins et al. (1991), analisaram 10
sulfonamidas em tecido suino utilizando a
técnica de extragdo por fluido supercritico e
obtiveram resultados de recuperagdo acima
da faixa aceitdvel conforme critérios
estabelecidos pela EC 2002.

3.3.1.2  Técnicas de Purificacao

A extragdo por fase solida (SPE) é a técnica
de purificacdo mais utilizada em analise de
residuos. Nesta técnica cromatografica a
fase estaciondria se apresenta na forma de
um cartucho contendo, geralmente, silica
empacotada ou compostos poliméricos. Os
cartuchos de SPE com base de silica podem
também ser revestidos com outros materiais
que  representam  grupos  funcionais
diferenciados. Os cartuchos para extragdo
em fase soélida, cuja base é silica, se
apresentam na forma de fase normal, fase
reversa, troca cationica e troca anionica. Os
cartuchos de fase normal tém como
substituintes, nos grupos silanois, radicais
polares que conferem ao cartucho um carater
polar acentuado e robustez na sua aplicacéo.
Este tipo de cartucho é muito utilizado em
pesquisa de corticdides e lactonas
macrociclicas, tendo como principal
limitacdo a baixa especificidade (Kinsella, et
al., 2009).

Os cartuchos de fase reversa possuem
radicais apolares como substituintes dos
grupos silandis (Fig. 4). Sdo altamente



robustos e muito utilizados para analise de
substancias de baixa polaridade, porém,
apresentam limitacdo quanto a faixa de pH
para o uso. Os benzoimidazbis, as
avermectinas, os esteroides anabolizantes e
os  [p-agonistas s@o0  exemplos de
antimicrobianos analisados por este cartucho
(Kinsella, et al., 2009). Os cartuchos de
troca catibnica e anibnica apresentam
radicais carregados como substituintes dos
grupos silandis da silica (Fig. 4). Eles sdo
altamente especificos e muito aplicados em
analises de drogas acidas (troca anidnica)
como a oxitetraciclina e sulfacloropiridazina
e em analise de drogas bésicas (troca
catibnica) como os aminoglicosideos
(Kinsella, et al., 2009).

Q_o_%i_R

Figura 4. Representacdo da estrutura da silica
que compde cartuchos de fase solida.

Onde,

R=0OH, R=CN, R = Diol, Al,03, MgOsSi — Fase
Normal

R = —(CH,)n-CHj3 (n=1, 3, . . ., 17), R=C6H11,
R=C6H5 - Fase Reversa

R = NH,, R = PSAL (primary/secondary amine),
R =WAX (weak anion exchanger), R = SAX
(strong anion exchanger) - Troca Anidnica

R = diethylaminopropyl, R = PSA2
(propylsulphonic acid), R =WCX (weak cationic
exchanger), R = SCX (strong cationic exchanger)
- Troca Catibnica

Cartuchos de base polimérica séao
constituidos por polimeros estaveis, que
conferem a eles praticidades quanto ao uso,
quando comparados aos cartuchos a base de
silica. Eles ndo necessitam de pré-lavagem e
suportam  faixas extremas de pH.
Recentemente eles tém sido bastante
utilizados em métodos de analises de
multirresiduos (Kinsella, et al., 2009).

A purificagdo por SPE é bem consolidada e
pode ser aplicada a quase todos 0s grupos de
antimicrobianos, porém ela apresenta um
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custo elevado, que torna dificil sua
utilizagdo, pois eleva consideravelmente o
custo das andlises (Kinsella, et al., 2009).

Extracéo por fase dispersiva

A extracdo por fase dispersiva (DSPE) é
uma técnica de purificacdo baseada na
dispersdo da fase estacionaria na mistura em
gue se encontra a amostra. Esta fase é
apropriada para adsorver as substancias
interferentes contidas na matriz na tentativa
de separa-las dos analitos de interesse, que
permanecem no solvente (Kinsella, et al.,
2009). Este processo de purificagdo € rapido,
simples, barato e apresenta boa recuperagao
e reprodutibilidade de acordo com estudos
realizados em 42 antibidticos por Hammel et
al. (2008).
3.3.1.3  Técnicas de deteccdo

As determinagBes de antimicrobianos em
amostras bioldgicas podem ser feitas por
diversas metodologias de analise
instrumental. Algumas utilizam técnicas de
cromatografia liquida com deteccdo por
ultravioleta (UV) indireto, fluorescéncia e
eletroquimica. Outras utilizam
cromatografia gasosa com detectores de
captura de elétrons ou ionizagdo em chama.
Na maioria das vezes, esses detectores sdo
de uso mais especifico necessitando de
reacOes de derivatizacdo para deteccgéo.
Essas reacbes demandam alto consumo de
tempo na execucdo, baixa estabilidade dos
produtos, além de formacdo de subprodutos
de reacdo, o que ndo é desejavel. Apesar da
grande variedade e aplicabilidade dos
detectores em cromatografia a maioria deles
esta sendo empregada apenas na triagem de
antimicrobianos, pois estas técnicas de
deteccdo ndo s@o capazes de identificar e
confirmar as substancias de estudo (Hammel
et al., 2008; Brabander et al., 2009;
Companyo et al., 2009).

As técnicas de cromatografia acopladas a
espectrometria de massas (CLAE-EM/EM)



sd0 mais comuns e, ndo necessitam de
procedimento de derivatizagéo,
proporcionando maior sensibilidade,
eficiéncia  cromatogréfica além  da
possibilidade de confirmagdo, que &
vantajoso e principalmente porque €
considerado critério de aceitacdo por parte
dos o6rgdos regulamentadores e mercado
internacional (Concerning the performance
of analytical methods and the interpretation
of results, 2002; Bogialli & Corcia, 2009).

Cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas

Cromatografia é um método fisico-quimico
de separagdo que estd fundamentado na
migracdo diferencial dos componentes de
uma mistura, que ocorre devido a diferentes
interacOes entre duas fases: a fase movel e a
fase estacionaria. A grande variedade de
combinagdo entre estas duas fases torna-a
uma técnica extremamente versatil e de
grande aplicagdo na industria farmacéutica
(Cass e Degani, 2001).

Espectrometria de massas é uma técnica
instrumental baseada na fragmentacdo de
moléculas no estado gasoso  por
bombardeamento de feixe de elétrons. Esta
fragmentacdo produz moléculas carregadas e
0 resultado é expresso na forma de espectros
de massas. Basicamente, este equipamento
¢ composto por trés componentes: fonte de
ionizacdo, analisador de massas e um
detector de ions. Primeiramente, os analitos
sdo ionizados em fase gasosa na fonte, que
pode ser do tipo: eletrospray (ESI),
ionizacdo quimica a pressdo atmosférica
(APCI), fotoionizagdo a pressdo atmosférica
(APPI), ionizacdo de matriz assistida por
laser (MALDI) entre outras. Em seguida, o0s
fons formados sdo direcionados ao
analisador de massas, que 0s separa
conforme sua relacdo massa-carga (m/z)
e/ou promove fragmentacdo dos mesmos. O
fim do processo ocorre com a deteccdo dos
jons e posterior formagdo do espectro de
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massas (Silverstein et al., 1994; Guerrera e
Kleiner, 2005).

Os equipamentos usados na espectrometria
de massas apresentam, de modo geral, uma
composi¢do basica comum variando nas
diferentes formas de ionizacdo. Diversas
fontes sdo aplicadas na formagdo dos
cations/anions, dependendo das
caracteristicas das substancias a se trabalhar.
No caso dos antibidticos B-lactamicos e
tetraciclinas a ionizacdo mais utilizada é o
eletrospray, tanto no modo positivo guanto
no modo negativo (Becker et al., 2004;
Riediker et al., 2004; Fagerkist et al., 2005;
Stolker et al., 2007; Hammel et al., 2008;
Holthoon et al., 2010). O modo de ionizagdo
ESI baseia-se na aplicacdo de um campo
elétrico forte sobre uma névoa da solucao a
pressdo atmosférica. Este campo induz a
formacdo de compostos carregados na
entrada do espectrémetro de massa sem que
haja fragmentagdo dos mesmos, pois a
energia interna adquirida pelas substancias
neste processo € baixa. Esta técnica ioniza
moléculas diretamente da solucdo, por isso,
pode ser facilmente conectado com o0s
métodos de separagdo cuja fase movel é um
liquido (Guerrera e Kleiner, 2005).
de

Cromatografia ultra

eficiéncia

liquida

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(CLUE) é o avango mais atual das técnicas
cromatograficas, surgindo a partir da
evolucdo da cromatografia liquida de alta
eficiéncia. O que  motivou  esse
desenvolvimento foi & necessidade de
andlises mais rapidas, mantendo o
desempenho cromatografico das técnicas
atuais (Maldamer e Jardim, 2009).

O desenvolvimento da CLUE esta
diretamente relacionado com o surgimento
de fases estacionarias esféricas, porosas e
com didmetros reduzidos, que se deram a
partir de 1996. As colunas produzidas com
essas fases apresentam grandes vantagens



em relacdo as colunas de particulas maiores,
por exemplo, o aumento significativo de
pratos tedricos. Entretanto, colunas que
possuem particulas de tamanho reduzido
necessitam de tecnologia de instrumentacdo
mais avancada para a utilizacdo, que o0s
equipamentos de cromatografia liquida
convencional ndo apresentavam. Baseado
neste fato, esses equipamentos tiveram que
ser adaptados as novas condicBes de
trabalho desse tipo de coluna. Dentre as
principais modificacdes, estdo: capacidade
de trabalhar em altas pressdes, volumes
internos reduzidos, detectores com alta taxa
de aquisigdo, colunas resistentes e injetores
com precisdo na faixa de volumes pequenos
(Maldamer e Jardim, 2009).

As colunas do sistema CLUE séo
constituidas de fases estacionarias com
particulas de didmetro inferiores a 2 pm.
Essas fases sd0 minuciosamente preparadas
e conferem a essa técnica aumento
consideravel da resolugdo, aumento da
detectibilidade e redugdo significativa no
tempo de andlise, quando comparada as
demais cromatografias.

Vale destacar, que o interessante da reducdo
do tempo de anéalise é que proporciona uma
consideravel economia de solvente, o que é
altamente positivo em se tratando de meio
ambiente, por isso a CLUE e considerada
como cromatografia “verde” (Maldamer e
Jardim, 2009).

3.4 Validacéo

Validacdo é a comprovacdo, por meio de
evidéncias objetivas, de que os requisitos
para uma determinada aplicacdo foram
atendidos (Concerning the performance of
analytical methods and the interpretation of
results, 2002; Orientagdes sobre validagéo
de métodos de ensaios quimicos, 2003).
Metodologias validadas sdo exigéncias de
normas especificas para laboratérios de
ensaios  analiticos como a General
requeriments for the competence of testing
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and calibration laboratories, International
Standardization Organization - ISO/IEC
17025 - que estabelece que métodos
utilizados fora do escopo para 0s quais
foram concebidos, ampliados ou
modificados, métodos ndo normalizados e
métodos criados ou desenvolvidos pelos

laboratdrios devem ser validados.

As diferentes formas de validacdo
recomendadas podem ser estruturadas em
processos intra e interlaboratoriais. Estudos
colaborativos, ou interlaboratoriais,
envolvem a anélise de uma mesma amostra
(ou idéntica), pelo mesmo método de ensaio,
em diferentes laboratérios, para se
determinar parametros de desempenho de
um método. Validagdo intralaboratorial
corresponde ao estudo analitico que envolve
um unico laboratorio, utilizando um mesmo
método, para analisar a mesma ou diferentes
amostras, sob diferentes condi¢Bes, em um
intervalo de tempo justificado (Concerning
the performance of analytical methods and

the interpretation of results, 2002).
Procedimentos de validacéo
intralaboratoriais tém sido

internacionalmente aceitos, uma vez que
diferentes  organizagbes  oficiais  tém
proposto protocolos para este tipo de
validagdo (Souza, 2007). A relagdo dos
principais guias e protocolos publicados para
determinacgdo de procedimentos de validacéo
inter e intralaboratoriais esta apresentada no
Quadro 1.

3.4.1 Principios basicos de validagéo
intralaboratorial

Segundo a Concerning the performance of
analytical methods and the interpretation of
results (2002), os pardmetros analiticos de

validagdo mais wusados para avaliar
metodologias analiticas sdo:
especificidade/seletividade, linearidade,

sensibilidade, precisdo, veracidade e
robustez. A seguir, serdo apresentadas as
principais definicbes e procedimentos, para
cada um dos parametros de validagdo



intralaboratorial

gue utilizam técnicas

cromatograficas.

Quadro 1. Panorama das principais referéncias relacionadas a processos de validacdo intra e
interlaboratoriais (estudos colaborativos) e respectivos 6rgdos emitentes.

Assunto Orgéo emitente Titulo Referéncia
United States Food and Drug Administration Validation of analytical procedures: ICH (1996)
(FDA), United States Pharmacopeia (USP), methodology
International Conference on Harmonization (ICH)
European Cooperation for Accreditation of EAL-P11. Validation of test methods: EAL (1997)
Laboratories (EAL) general principles and concepts
National Association of testing Authorities — Technical note 17. Format and content NATA (1997)
Australia (NATA) of test methods and procedures for
validation and verification of chemical
tests methods
_ Association of Official Analytical Chemists AOAC Peer-verified methods AOAC (1998 b)
= (AOAC International) program. Manual on polices and
= procedures
g EURACHEM Working Group. A Focus for The fitness for purpose of methods EURACHEM
S Analytical Chemistry in Europe program. Manual on polices and (1998)
= procedures
S Food and Agricultural Organization (FAO), World CX/MAS 02/10. Single-laboratory CODEX
’g}« Health Organisation (WHO), CODEX validation. Consideration of ALIMENTARI
=2 ALIMENTARIUS Committee on Methods of harmonized IUPC guidelines for the US (2002)
S Analysis and Sampling (CODEX/CCMAS) in-house validation of methods of
analysis.
The commission of the European Communities Commission decision 2002/657/EC EC (2002)
(EC)
Association of Official Analytical Chemists Harmonized guidelines for single- THOMPSON,
(AOAC International) laboratory validation of methods of ELLISON &
International Standards Organization (ISO) e analysis WOOD (2002)
International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC)
Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagdo e DOQ-CGCRE-008. Orientagdes sobre INMETRO
Qualidade (INMETRO) validacdo de métodos de ensaios (2003)
quimicos
Association of Official Analytical Chemists Statistical manual of the AOAC. YOUDEN &
(AOAC International) Statistical techniques for collaborative =~ STEINER
tests (1975)
K= International Standards Organization (ISO) ISO 575. Accuracy (trueness and ISO (1994 a, b,
S precision) of measurement methods c, d, e 1998)
S and results
= Association of Official Analytical Chemists Protocol for design, conduct and HORWITZ
s (AOAC International), International Standards interpretation of method-performance (1995)
E Organization (ISO) e International International, studies
z§ Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC)
% Association of Official Analytical Chemists AOAC Official methods of analysis. AOAC (1997)
> (AOAC International) Appendix D: guideline for

collaborative study procedures to
validate characteristics of a method of
analysis

Fonte: Souza, 2007
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3.4.1.1 Seletividade

Corresponde a capacidade de um método
distinguir entre o analito sob medicdo e

outras  substancias  como: isbmeros,
metabolitos, produtos de degradacéo,
componentes da matriz, entre outros

(Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002). Para avaliacdo da seletividade a
Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002), recomenda que seja analisado um
nimero representativo de amostras brancas
(n>20) para verificar possiveis interferentes
(sinais, picos, vestigios iGnicos) na zona em
gue se prevé a eluicdo da substancia a se
analisar. Deve, também, ser averiguado se a
adicdo de outras substancias interfere na
identificacdo e/ou quantificagdo dos analitos
de interesse.

3.4.1.2 Faixa de Linearidade

Para execucdo de qualquer método
guantitativo, deve-se estabelecer uma faixa
de concentracdo na qual 0 mesmo possa ser
aplicado (Paschoal et al., 2008). Segundo a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria no
Guia de validacdo de métodos analiticos e
bioanaliticos  (2003), esta faixa &
denominada curva de calibragdo e representa
a relagdo entre a resposta instrumental e a
concentracdo conhecida do analito. A
Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002) recomenda que sejam empregados,
na construcdo da curva de calibracéo, cinco
niveis de concentragdo, incluindo o ponto
zero e também que sejam descritas as faixas
de trabalho, a equacdo matematica e a
regressao ajustada para a curva analitica.

3.4.1.3 Efeito de matriz

O efeito de matriz € um pardmetro
importante a ser estudado quando se
utilizam métodos cromatograficos com
deteccdo por espectrometria de massas. As
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diversas substancias que compdem a matriz
biolégica podem causar supressdo na
ionizacdo dos analitos de interesse, podendo
reduzir consideravelmente a sensibilidade do
método (Paschoal et al., 2008) . Apesar da
Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002), ndo mencionar este estudo, muitos
autores recomendam 0 mesmo COMO
complementacdo da validacdo. Segundo
Guidence for industry, bioanalytical
method validation (2001) e Becker et al.
(2004) o efeito de matriz deve ser
investigado, pois coeluentes de matrizes
complexas influenciam na ionizacdo dos
analitos e, consequentemente, na precisao e
reprodutibilidade do método,
principalmente, quando sdo utilizados
padrdes externos para a quantificagéo.
3.4.1.4 Precisdo

A precisdo corresponde ao grau de
concordéancia entre resultados de ensaios
obtidos em condicBes (pré-estabelecidas)
especificas. Geralmente, é expressa pela
estimativa do desvio padrdo do resultado de
ensaio e pode ser avaliada por meio da
repetibilidade, reprodutibilidade
intralaboratorial e da reprodutibilidade
(Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results,
2002). A seguir serdo delineados o0s
procedimentos recomendados pela EC para
cada um destes pardmetros.

Repetibilidade

A repetibilidade representa a precisdo do
método em condicdes repetidas de analise. A
Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002), estabelece, para o estudo da
repetibilidade, que sejam preparadas
amostras da mesma matriz em trés niveis de
concentracdo: 1, 1,5 e 2 vezes o limite
minimo de desempenho requerido (LMDR)
oua0,5 1e 15 vezes o limite maximo de
residuo (LMR). Estas amostras devem ser



analisadas em, pelo menos, seis replicatas
por nivel, em trés ocasides diferentes,
calculando concentracao média,
recuperacao, desvio padrdo e coeficiente de
variacao.

Reprodutibilidade Intralaboratorial

O experimento proposto pela Concerning the
performance of analytical methods and the
interpretation of results  (2002) para
avaliagdo da reprodutibilidade
intralaboratorial é 0 mesmo descrito para a
repetibilidade, porém, algumas alteracoes
deverdo ser efetuadas, por exemplo:
mudanca do analista, variacdo de condicOes
ambientais, lotes diferentes de reagentes,
instrumentacéo diferenciada, entre outros.
Recomenda-se, também, que sejam
determinadas a concentracdo média, a
porcentagem de recuperagdo, 0 desvio
padrdo e o coeficiente de variacdo das
amostras adicionadas de padrao.

Reprodutibilidade

Reprodutibilidade corresponde ao grau de
concordancia entre o0s resultados das
medi¢cGes de um mesmo mensurando sob
condicdes variadas (OrientacBes sobre
validacgdo de métodos de ensaios
quimicos, 2003). E avaliada por meio de
estudos colaborativos, ou estudos
interlaboratoriais, na qual uma mesma
amostra (ou amostra idéntica) é analisada,
pelo mesmo método de ensaio, em diferentes
laboratorios, para determinar pardmetros de
desempenho de um método (Souza, 2007).
De acordo com as Orientacbes sobre
validagdo de métodos de ensaios
qguimicos  (2003), mesmo que a
reprodutibilidade ndo seja um componente
de validacdo de método executado por um
anico laboratorio, é considerada importante
a busca da avaliacdo de desempenho da
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metodologia a partir de comparagdo
interlaboratorial.
Diversos 6rgados que estabelecem

procedimentos de validacdo retratam a
importancia de ensaios interlaboratoriais
para garantir a eficiéncia de um método
validado (Concerning the performance of
analytical methods and the interpretation of

results, 2002; OrientagOes sobre
validacdo de métodos de ensaios
quimicos, 2003; Paschoal, 2008). No

entanto, algumas areas analiticas apresentam
grandes dificuldades para executar estes
experimentos, principalmente, devido ao
custo elevado destes ensaios, da dificuldade
em garantir homogeneidade, estabilidade e
da distribuicdo adequada dos materiais, entre
outras.

3.4.1.5 Veracidade

A veracidade de um método analitico
corresponde ao grau de concordancia entre o
resultado de um ensaio e o valor tido como
verdadeiro. Ela pode ser obtida mediante uso
de material de referéncia certificado (MRC),
comparagdo de métodos de ensaio ou
ensaios de recuperagdo (Paschoal et al.,
2008).

A Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002) propBe que a veracidade seja
preferencialmente obtida pelo uso de MRC.
Para isso, devem ser analisadas seis
replicatas do material de referéncia
conforme o método proposto, calculando as
concentracdes de cada replicata e, também, a
média. A veracidade devera ser expressa em
porcentagem do valor de concentracio
média com relagdo a concentracdo real do
MRC. Devem-se determinar também o
desvio padrdo e coeficiente de variagdo das
medidas.

métodos
de

O parametro veracidade,
destinados a andlise de

nos
residuos



medicamentos veterinarios € determinado
mais comumente mediante ao teste de
recuperacdo, uma vez que existem poucos
MRC disponiveis (Paschoal et al., 2008).
Para realizacdo do ensaio de recuperacéo, a
Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002) propbe que sejam analisadas 18
aliquotas de amostras brancas fortificadas
em trés niveis 1, 1,5 e 2 vezes 0 LMDR para
0 caso de drogas proibidas ou 0,5, 1,0 e 1,5
vezes 0 LMR para drogas de uso permitido.
As concentracBes de cada amostra e a
concentragdo média deverdo ser obtidas,
juntamente com desvio padrdo e coeficiente
de variagdo. A veracidade serd reportada
pela porcentagem de recuperacdo, que
representa a relacdo percentual entre a
concentracdo obtida e a concentracdo
fortificada.

Quando a veracidade é avaliada por meio da
porcentagem de recuperacdo das substancias
de interesse, seja por quantidades
conhecidas ou adicionadas em matriz
branca, a Concerning the performance of
analytical methods and the interpretation of
results (2002) determina que os valores de
recuperacao apresentem critérios minimos
de aceitabilidade (Tabela 3), que variam de
acordo com a concentragdo da substancia
alvo.

Tabela 3. Veracidade minima para métodos
quantitativos ~ conforme  Concerning  the
performance of analytical methods and the
interpretation of results (2002)

Concentragéo do Recuperacéo (%)

analito

<1 pgkg” 50 a 120
>1 ug.kg* a10 ug.kg* 70a110
> 10 pgkg’ 80a 110

3.4.1.6 Limite de deteccédo (LD) e
Limite de Quantificagdo (LQ)

Limite de deteccao pode ser definido como a
menor quantidade ou concentra¢do do
analito que pode ser detectada na amostra,

com 95 ou 99% de confianca (Orientagdes
sobre validacdo de métodos de ensaios
quimicos, 2003). Existem diversos
procedimentos para estimar o LD, entre
esses, 0 método visual, razdo sinal/ruido e a
partir da curva analitica (Paschoal et al.,
2008). De acordo com a Guia de validacéo
de métodos analiticos e bioanaliticos (2003)
da ANVISA o limite de deteccdo deve ser
estimado a partir de seis determinagfes
independentes do analito na amostra branca
ou em uma amostra contento o analito em
uma concentracdo muito baixa, sendo que o
valor de LD representard a medida que
corresponde a trés vezes da estimativa do
desvio padréo.

Limite de quantificacdo é a concentracdo do
analito correspondente ao valor da média do
branco mais 5, 6 ou 10 desvios padrdo
(Orientacdes sobre validacdo de métodos
de ensaios quimicos, 2003). O Guia de
validagdo de meétodos analiticos e
bioanaliticos (2003) da ANVISA acrescenta
que o LQ pode ser obtido por meio de
analise de amostra branco adicionada de
concentragdes decrescentes do analito até o
menor nivel quantificAvel com precisdo e
veracidade aceitaveis.

A Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002) ndo contempla procedimentos de
determinagdo de LD e LQ na validagdo
destinada a métodos para andlise de
medicamentos veterinarios em alimentos.
No entanto estabelece a avaliagdo dos
parametros limite de decisdo (CCa) e
capacidade de detecgdo (CCp).

Limite de decisao (CCa)

O limite de decisdo € um pardmetro usado
pela Concerning the performance of
analytical methods and the interpretation of
results (2002), definido como menor nivel
de concentracdo no qual o método pode
discriminar com certeza estatistica de 1 — a



gue a substancia em questao esta presente. O
valor de CCa. depende do grupo ao qual o
medicamento pertence. No caso do grupo
das drogas proibidas o erro alfa é de 1% e no
caso de representar uma droga permitida é
de 5%.

Capacidade de detec¢ao (CCp).

A Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002) define capacidade de deteccdo como
a menor quantidade da substdncia em uma
amostra que pode ser detectada, identificada
e/ou quantificada com uma probabilidade de
erro de B. Assim como o CCa, o CCP
depende de o medicamento apresentar LMR
ou LMDR. Nas substancias com LMDR
(drogas proibidas) o CCP representa a
concentragdo mais baixa que o método €
capaz de detectar, com certeza estatistica de
1 — B, enquanto que para os analitos com
LMR estabelecido ele representa a
concentracdo a partir da qual o método é
capaz de detectar amostras acima do limite
permitido com certeza estatistica de 1 — p.

3.4.1.7 Robustez

A robustez de um método de ensaio mede a
sensibilidade que o mesmo apresenta face a
pequenas variagbes (Orientagdes sobre
validacdo de métodos de ensaios
quimicos, 2003). Diversas metodologias
podem ser empregadas para avaliacdo da
robustez, destacando-se 0 planejamento
fatorial, também conhecido como teste de
Youdem (Paschoal et al., 2008). A
Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002) estabelece esta abordagem como
forma de avaliacdo, onde propde que sejam
avaliadas oito combinacbes de sete fatores
de variaveis. Os fatores que podem
influenciar no resultado da medicdo devem
ser selecionados a partir de estudos prévios
de pré-tratamento, limpeza e analise da
amostra. Eles devem ser alterados numa
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ordem de grandeza coerente com 0s desvios
geralmente encontrados nos laboratdrios
(Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results,
2002).
3.4.1.8 Incerteza de medigao

De acordo com Vocabulario internacional
de termos fundamentais e gerais de
metrologia (2000), incerteza pode ser
definida como um par&metro associado ao
resultado de uma medicdo, que caracteriza a
dispersdo de valores que poderiam ser
razoavelmente atribuidas ao mensurando.
Ela pode ser originada de diferentes fontes,
tais como: amostragem, interferéncias de
matriz, incertezas de massas, equipamentos
volumétricos, aproximacdes e suposicdes
incorporadas ao método, variacdo aleatoria
entre outras (GUIA eurachem/citac:
determinando a incerteza de medicao,
2000).

A estimativa de incerteza total é obtida a
partir da combinagdo de todas as
componentes de incerteza identificadas. Em
quimica analitica, ela deve ser utilizada na
forma de incerteza expandida, que fornece
um intervalo dentro do qual se acredita, com
alto nivel de confianca, que esteja o valor do
mensurando. A incerteza expandida é obtida
a partir da incerteza combinada multiplicada
por um fator de abrangéncia k, que esta
relacionado com o nivel de confianca que se
deseja trabalhar. No caso de se usar nivel de
confianca de 95% o valor aproximado de k é
2 (GUIA eurachem/citac: determinando a
incerteza de medicéo, 2000).

O processo de estimativa de incerteza, em
principio, é simples e est4d baseado nas
seguintes etapas: especificar o mensurando,
identificar as fontes de incerteza, quantificar
0S componentes de incerteza e calcular a
incerteza combinada. Para uma estimativa
de incerteza coerente e mais simplificada é
extremamente importante que se tenha claro



0 que estd se medindo (mensurando) e
especificar as fontes de incerteza que
realmente interferem no resultado do mesmo
(GUIA eurachem/citac: determinando a
incerteza de medicéo, 2000).

4. Material e Métodos

4.1 Extracao

Todas as analises descritas alho foram
realizadas no Laboratério de Residuos de
Medicamentos  Veterinarios (LRM) do
LANAGRO/MG, localizado em Pedro
Leopoldo/MG. O procedimento de
validacdo foi otimizado a partir do método
SOP FSG, Issue 1 do Central Science
Laboratory (CSL) que foi fornecido ao
LANAGRO/MG por meio de convénio de
cooperagdo técnica com este laboratorio sob
forma de treinamento. Este procedimento de
analise corresponde a uma publicacdo
interna do CSL e ndo esta autorizada a sua
reproducéo.

Resumidamente o método original foi
executado analisando-se 1,5g de tecido
adicionado de volumes apropriados de
solugdo padrao contendo os B-lactdmicos e
as tetraciclinas na concentracdo adequada de
acordo com a etapa do experimento a se
executar. Na sequencia, foram adicionados 3
mL de agua e 12 mL de acetonitrila. O
extrato foi homogeneizado em ultra turrax e
centrifugado a 2600g por 20 minutos. O
sobrenadante foi transferido para um tubo
Falcon contendo 500mg de Bondesil C18
(fase  dispersiva), homogeneizado e
centrifugado a 2600g por 5 minutos. Um
volume de 10 mL do extrato foi transferido
para um tubo de vidro graduado e evaporado
até reducéo do volume para
aproximadamente 1,4 mL. Em seguida, o
volume foi ajustado para 2 mL, com agua
destilada e deionizada, filtrado em
membrana de PTFE 0,22 um em um vial e
injetado em sistema CLUE-EM/EM.
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Procedimento de extragao otimizado

A sequéncia de extracdo definida apds os
resultados dos experimentos de otimizagéo
foram executadas em todos os experimentos
realizados. A cada etapa da validacdo foram
analisados 2,0g da amostra de rim, pesado
em balanca analitica. Em seguida foram
adicionadas aliquotas dos padrbes de pB-
lactdmicos e tetraciclinas, conforme a etapa
a ser realizada. Foi adicionado 2mL de agua
deionizada e 8 mL de acetonitrila, nesta
ordem, homogeneizado em ultra turrax e
submetido a centrifugacdo por 20 minutos a
2600 g e 10°C. Ao sobrenadante recolhido
foi adicionado 5mL de hexano, agitado
lentamente por cinco minutos e o mesmo
centrifugado a 2600g, 10°C por 10 minutos.
A camada superior de hexano foi extraida
com auxilio de vacuo e descartada. O
sobrenadante resultante foi transferido para
tubo de centrifuga contendo 0,509 de fase
dispersiva (BOND ELUT) C18, agitado
lentamente por 5 minutos e centrifugado a
2600g, 10°C por 20 minutos.

O sobrenadante desta etapa foi transferido
para tubo de vidro graduado e evaporado sob
fluxo de ar comprimido a 40°C (+5°C) até
gue o volume fosse reduzido para
aproximadamente 1,5 mL. O volume foi
ajustado para 2 mL com agua destilada e
deionizada e homogeneizado.

O extrato foi levado a banho de ultra-som
por 15 minutos, transferido para frasco
adequado e centrifugado a 17898g por 20
minutos a 5°C. O extrato final foi filtrado em
membrana de PTFE de 0,22um em frasco de
amostrador e posteriormente injetado
CLUE-EM/EM.

4.2 Delineamento experimental da
validacéo

Os procedimentos de validacdo adotados
estdo de acordo com as diretrizes previstas
na Concerning the performance of analytical



methods and the interpretation of results
(2002) descritos detalhadamente a seguir. O
uso dessa referéncia se deu em funcdo de
dois fatores principais: em primeiro lugar a
referida legislacdo contempla os principais
requisitos de validacdo que garantem e
comprovam a eficiéncia do método a ser
implementado, em segundo lugar os paises
pertencentes a Comunidade Européia, que
representam um dos principais mercados
consumidores da carne brasileira,
recomendaram gque metodologias oficiais de
controle de residuos fossem validas
conforme referida legislag&o.

De acordo com Concerning the performance
of analytical methods and the interpretation
of results (2002), as substancias estudadas
pertencem a classe das drogas de uso
permitido e possuem LMR estabelecido;
portanto a faixa de concentragdo utilizada na
validagdo teve como referéncia estes valores
(Tabs. 1 e 2).

4.2.1 Preparo de solucdes padroes

Foram preparadas solugbes padrdo de
amoxicilina, ampicilina, cefazolina,
cloxacilina, dicloxacilina, nafcilina,
oxacilina, penicilina G, penicilina V,

clortetraciclina, tetraciclina, oxitetraciclina,
doxicilina, epiclortetraciclina,
epioxitetraciclina,  epiclortetraciclina e
penicilina G deuterada.

As solugdes padrdes foram preparadas a
partir de padrdes de referéncia que
apresentavam certificado declarando pureza,
validade entre outros. Foram utilizados
padrdo de: ampicilina da marca Sigma-
Aldrich pureza 98,1%, cefazolina da marca
Sigma-Aldrich pureza 96,8%, cloxacilina da
marca Sigma-Aldrich poténcia 947ug.mg™,
dicloxacilina da marca Sigma-Aldrich
pureza 93,7%, nafcilina da marca Sigma-
Aldrich poténcia 865ug.mg™, oxacilina da
marca Fluka pureza 90,8%, penicilina V
potéassica da marca Sigma-Aldrich pureza
98,3%, penicilina G sodica da marca Sigma-
Aldrich  pureza  98,0%, hidrocloreto
clortetraciclina da marca Sigma-Aldrich
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pureza 90,0%, hidrocloreto tetraciclina da
marca  Sigma-Aldrich  pureza 97,7%,
hidrocloreto oxitetraciclina da marca Sigma-
Aldrich  pureza  98,1%, hidrocloreto
clortetraciclina da marca Sigma-Aldrich
pureza 90,0%, Penicilina G-d7-N-etil-
piperidina (penicilina G deuterada) da marca
Sigma-Aldrich pureza 99,1%, hiclato de
doxiciclina pureza 98% da marca Sigma-
Aldrich, amoxicilina triidratada pureza
99,3% da marca Sigma-Aldrich,
hidrocloreto de 4-epitetraciclina pureza
94,3% da marca Acrés, hidrocloreto de 4-
epiclortetraciclina pureza 90,4% da marca
Acros, 4-epioxitetraciclina pureza 81,3% da
marca Acr6s. Primeiramente, solucoes
estoque foram preparadas e posteriormente
diluidas  resultando em niveis de
concentracdo de trabalho, conforme descrito
a sequir.

Solucgbes padroes estoque

As solucbes estoque foram preparadas
individualmente a partir da pesagem do
equivalente a 10 mg de cada analito,
ajustando a massa de acordo com a pureza e
a base livre declarada no certificado que
acompanha o padrdo. O sal pesado foi
transferido para baldo volumétrico de 50 mL
e o volume ajustado com mistura de agua
destilada deionizada/acetonitrila 1:1 para o0s
B-lactdmicos e com metanol para as
tetraciclinas, concentragdo final 200 pg.mL"
!, Esta solucéo foi preparada mensalmente e
conservada em freezer com temperatura
abaixo de -10°C.

A solucdo estoque da penicilina G deuterada
(padréo interno) foi preparada pesando-se 5
mg do sal, ajustando a massa de acordo com
a pureza e a base livre declarada no
certificado que acompanha o padréo. O sal
foi transferido para um baldo volumétrico de
50 mL e o volume ajustado com solucdo de
agua destilada deionizada/acetonitrila 1:1,
resultando em concentragdo final de 100
pg.mL™. Esta solucdo foi conservada em
freezer com temperatura abaixo de -10°C.



Solucdo de adicdo de B-lactamicos e
tetraciclinas (pool):

A solucdo de adicdo foi preparada a partir da
diluicdo das solugbes estoque. Aliguotas de
cada solucdo estoque foram medidas e
adicionadas a um baldo volumétrico de 50
mL completando o volume do mesmo com
agua destilada e deionizada. Esta solucéo foi
preparada semanalmente e conservada em
freezer com temperatura abaixo de -10°C. O
volume medido de cada solugéo estoque e a
concentragdo final de cada analito nesta
solugdo estdo representados na Tabela 4.

Solucdo de adicdo de padréo interno
(penicilina G deuterada)

Para o preparo dessa solucao, foram diluidos
100 uL da solucdo estoque de Penicilina G
deuterada em baldo volumétrico de 10 mL.
O volume foi ajustado com agua destilada e
deionizada, resultando numa concentracao
final de 1,0 pgmL™. Esta solucdo foi
preparada mensalmente e conservada em
freezer com temperatura abaixo de -10°C.

Tabela 4. Aliquotas da solugdo estoque utilizadas
no preparo da solugdo de adicdo e concentragéo
final da solucédo de adicéo.

Solucéo de calibragdo

As solucgbes de calibracdo foram preparadas
com a diluicho da solucdo de adicdo
contendo todos os pB-lactdmicos e
tetraciclinas e a solucdo de padrdo interno
em agua destilada e deionizada. As soluges
foram preparadas diretamente no recipiente
de injecdo de acordo com o0s volumes
especificados na Tabela. 5.

Tabela 5. Volumes de solugéo de adic¢éo (pool)
utilizados no preparo das soluc6es de calibracéo.

Volume adicionado (uL)

Concentragdo Sol. de  Sol. de

final adicdo  padrio  Agua
(pool) interno

0,50 LMR 50 50 900

0.75 LMR 75 50 875

1,00 LMR 100 50 850

1,25 LMR 125 50 825

1,50 LMR 150 50 800

4.2.2 Otimizagdo dos parametros

instrumentais e de extracéo
4.2.2.1 Otimizagdo dos parametros

instrumentais

As condigdes de trabalho para o sistema de

Volume

da Concentracdo cudamatografia e para o detector de massas
solucdo estoque solucdo de adifdam estabelecidas mediante sucessivas

infusdes e injecbes de solucdes de padrdes

Analito
(ul) (ug.mL™)

AMP 125 0,50
CEZ 750 3,00
CLX 750 3,00

g DCX 750 3,00

£ NAF 750 3,00

€ OCX 750 3,00 Nesta

S PEV 62,5 0,25

@ PEG 125 0,50
CLT 1500 6,00
OXT 1500 6,00

s TET 1500 6,00

S DOX 1500 6,00

S ECLT 1500 6,00

£ EOXT 1500 6,00

2 ETET 1500 6,00

dos B-lactdmicos e tetraciclinas. As solucGes
foram utilizadas nas concentragcbes da
solucdo de adicdo, porém preparadas
individualmente.

validacéo, foi utilizado 0
espectrometro de massas triplo quadrupolo
Quattro Premier XE marca Waters com
fonte de ionizacdo eletrospray no modo
positivo, conforme indicacdo do método de
referéncia. A otimizacdo iniciou-se com a
infusdo direta das solugbes de padrbes no
espectrébmetro para determinagdo de um
valor de voltagem do cone, fluxo de gas de
dessolvatacdo e temperatura da fonte que
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implicasse em maior sinal analitico do ion
precursor de cada analito a ser estudado.

A infusdo foi realizada em presenca de fase
moével na propor¢do 50% fase A (dgua +
0,1% é&cido férmico) e 50% fase B
(metanol), estabelecendo condi¢bes para a
detec¢do de ions com o sinal analitico na
ordem de 10° ou maior. Inicialmente, foram
determinadas condicdes ideais para 0s ions
precursores, onde foram estabelecidas,
voltagens do cone extrator, fluxo do gas de
dessolvatagdo e temperatura da fonte que
proporcionasse maior intensidade de sinal
analitico. Na sequéncia, 0s ions precursores
foram fragmentados na camera de coliséo
para obtengdo dos ions-produto. Nesta etapa,
energias de colisdo dos fragmentos de cada
fon precursor foram otimizadas, para
também se obter maior intensidade do sinal
analitico dos mesmaos.

Com relacdo ao sistema cromatogréafico
foram testadas colunas do tipo C18 de
diferentes comprimentos e diferentes
tamanhos de particula. Além da coluna,
foram também testados: composicdo da fase
movel, temperatura de coluna e volume de
injecdo. Os referidos parametros foram
testados individualmente e de forma
combinada para que se obtivesse melhor
separacdo e também que a resposta dos
analitos fosse reprodutivel e com alta
sensibilidade. As condigdes cromatogréficas
foram estabelecidas a partir da injecdo de
solugbes padrbes preparadas em solvente
puro e também de matriz branca adicionada
de padrBes. Inicialmente, os estudos se
basearam em adaptacbes das condigdes
propostas no método original, porém
modificacdes relevantes foram necessarias
devido a diferenca nos  sistemas
cromatograficos. O método original utiliza
um sistema de cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), enquanto o sistema
disponivel ~para a validagdo no
LANAGRO/MG é de cromatografia liquida
de ultra eficiéncia (CLUE). Diversos testes
foram executados, a maioria deles de forma
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empirica, foram injetadas solucGes-padrao
em diferentes condicOes de fluxo e gradiente
da fase movel, temperatura da coluna e
volume de injecéo.

4.2.2.2 Otimizacdo dos procedimentos
de extracao

Os procedimentos de extracdo foram
otimizados a partir da analise de amostras de
rim suino sem adi¢do (branco) e adicionadas
de padrdes (recuperado) e branco de
reagentes. As amostras foram analisadas
segundo o procedimento de referéncia
citado, observando-se 0s pontos criticos,
tempo de analise e nimero de amostras por
analise.

Nos testes de otimizagdo e também em toda
a validagdo, foram utilizadas amostras de
rim provenientes do Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminates
(PNCRC). Conforme procedimentos do
programa, essas amostras sdo coletadas de
frigorificos que sdo inspecionados pelo
Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) e encaminhadas ao
LANAGRO/MG  para  pesquisa  de
antimicrobianos. A espécie suina foi adotada
para execugdo dos procedimentos de
validacdo, pois dados histéricos do
LANAGRO/MG indicam que nesta espécie,
existe alta ocorréncia (cerca de 40%) de
amostras positivas nos metodos de triagem
microbioldgica.

Algumas etapas de extracdo necessitaram de
maiores mudancas em relacdo ao método de
referéncia  devido, principalmente, a
limitacBes técnicas do laboratorio. Entre as
mudancas estdo: a massa de tecido a ser
extraida foi modificada de 1,0 g para 2,0 g, 0
volume de solugdo de extracdo foi alterado
para 10 mL (2 mL de 4gua e 8 mL de
acetonitrila) e a centrifugacdo das amostras
ocorreram a 2600 g. Além disso, foi testada
a introducéo de uma etapa de purificacio das
amostras com a adicdo de hexano, visando



retirada de substéncias lipofilicas, resultando
em extratos mais limpos.

A adicdo de hexano foi avaliada com anélise
de 14 amostras brancas de rim suino
adicionadas de padrdo no nivel do LMR. As
amostras foram analisadas de acordo com o
método de referéncia e com as modificaces
propostas, sendo, sete amostras sem incluséo
da etapa de limpeza com hexano e sete
amostras com esta etapa incluida (adicdo de
cinco mililitros de hexano). O solvente
adicionado foi agitado na amostra,
posteriormente retirado por aspiragdo e
descartado. As amostras foram injetadas e
comparou-se a recuperagdo das mesmas com
relacdo a adi¢do de hexano pelo teste t (95%
de significancia) e também com relagdo a
caracteristicas finais do extrato como,
turbidez e limpeza.

4.2.3 Validade das solugbes estoque

O método de referéncia determina que as
solugdes tenham validade de um més para 0s
dois grupos estudados. Esse periodo de
validade é curto, dificulta muito a execugédo
do experimento, uma vez que a cada quatro
semanas outro padrdo deve ser preparado e
esse preparo é bastante trabalhoso. Além
disso, existe um gasto excessivo dos padroes
e também muito desperdicio, tendo em vista
que se utiliza muito pouco da solugdo
estoque para diluicdo nas concentracbes de
trabalho. Baseado nessas consideracdes foi
executado um estudo para avaliacdo da
validade dos padrdes.

A validade dos padrdes foi avaliada num
periodo de seis meses. No primeiro més,
solugbes padrBes estoques de todas as
substancias estudadas foram preparadas,
injetadas e avaliadas quanto & resposta. No
més seguinte, uma nova solucdo foi
preparada e comparada com a solucdo
anterior, ambas, diluidas nos niveis da
solugdo de calibracdo e injetadas no mesmo
dia. Todas as solu¢des foram armazenadas
em freezer. A solucdo usada como padrdo
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interno (penicilina G deuterada) ndo estava
incluida nesses testes, pois se trata de uma
substancia rara, cujo padrdo é caro e
oferecido em quantidades pequenas. A
solugdo de penicilina G deuterada foi
incluida nos experimentos de validagdo e
sua resposta monitorada a cada experimento.

4.2.4 Linearidade

A linearidade foi estudada avaliando-se o
comportamento da resposta instrumental no
intervalo de concentragdo estabelecido pela
Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002) para substancias de uso permitido.
Uma curva de calibragio com amostra
branca fortificada nas concentragdes
equivalentes a 0,5LMR, 0,75LMR, 1,0LMR,
1,25LMR e 15LMR, foi preparada e
injetada no sistema CLUE-EM/EM. A
resposta instrumental obtida, foi avaliada
guanto a linearidade pelo método dos
minimos quadrados, nesta faixa. Este
experimento foi executado em trés ocasides
(dias) distintas.

4.25 Seletividade

A avaliagéo da seletividade, inicialmente, se
deu a partir da analise de amostras brancas
de rim suino pelo procedimento otimizado,
que foram obtidas de quatro
estabelecimentos diferentes. As amostras de
cada estabelecimento foram analisadas em
triplicata, num  dnico  experimento
totalizando 12 amostras, e, aleatoriamente ao
longo dos estudos de repetitividade e
expansdo para outras espécies (nove
amostras), resultando em um total de 21
analises. As amostras foram injetadas e os
respectivos  cromatogramas  verificados
guanto a presenca de possiveis interferentes.
Na segunda etapa do estudo de seletividade
foram comparadas as recuperagdes dos
analitos nas amostras adicionadas de padréo
contendo os B-lactdmicos e tetraciclinas com
amostras  adicionadas  de  possiveis
interferentes. No caso desse estudo, foram



utilizados  antibiéticos do grupo dos
macrolideos e  lincosamidas. Essas
substancias foram escolhidas devido a
disponibilidade de padrdes por parte do
laboratério e também devido ao histérico de
amostras positivas do PNCRC com relagéo a
este grupo.

Os padrBes de antibidticos do grupo dos
macrolideos utilizados foram: tilmicosina,
clindamicina, eritromicina, tilosina e
também a lincomicina nas concentragdes
1000, 200, 200, 1500 e 1500 pg.kg™
respectivamente. No total foram analisadas
dezoito amostras, sendo seis de cada nivel
(0,5LMR, 1,0LMR e 1,5LMR) com e sem a
adicdo dos macrolideos. Também foi
preparada uma curva de calibragdo nas
concentragbes da faixa de trabalho do
método (0,5LMR, 0,75LMR, 1,0LMR,
1,25LMR e 15LMR) para célculo da
concentragdo e recuperagdo nas amostras.
As médias das recuperacdes com e sem
adicdo de interferentes foram comparadas
pelo teste F e pelo teste t a 95% de
significancia.

4.2.6 Efeito de matriz

O efeito de matriz foi verificado por
comparagdo das curvas de padrfes em
solvente e curva de extrato de matriz branca
adicionada de padrdes por meio do teste F e
teste t de Student.

A curva de extrato de matriz branca
adicionada de padrdoes foi preparada
utilizando cinco amostras brancas de rim
suino. Estas amostras foram analisadas pelo
procedimento  otimizado e, apés a
evaporagdo do extrato final, foram
adicionadas aliquotas de padrGes de -
lactdmicos e tetraciclinas de modo a obter
extratos nas concentracbes equivalentes a
0,5LMR, 0,75LMR, 1,0LMR, 1,25LMR e
1,5LMR. Também foi preparada uma curva
de padrbes em solvente (solucdo de
calibracdo) nas mesmas concentragdes. As
curvas foram injetadas simultaneamente e
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comparadas pelos testes citados. Este
experimento foi executado em trés ocasides
distintas.

4.2.7 Determinagdes de CCa e CCP

A determinacéo dos valores de CCa e CCP
foi executada a partir de curva de calibracéo
conforme preconiza a Capability of
detection - part 1: terms and definitions
(1997). Foram executadas analises de cinco
amostras brancas adicionadas de padrdes nos
niveis 0,5LMR, 0,75LMR, 1,0LMR,
1,25LMR e 1,5LMR e uma amostra branca
sem adicdo de padrdo. Neste caso os padrbes
dos analitos estudados sdo adicionados
diretamente na amostra no inicio do
procedimento de extragdo. Os extratos das
amostras analisadas foram injetados em
triplicata para posterior céalculo de CCa e
CCpB. Este experimento foi executado em
mais duas ocasides distintas.

4.2.8 Ensaio de recuperacao

O ensaio de recuperacdo foi realizado a
partir de analise de dezoito amostras brancas
de rim suino adicionadas de padrbes nos
niveis 0,5LMR, 1,0LMR e 1,5LMR, sendo
seis amostras para cada nivel incluindo um
branco. Também foi preparada uma curva
de calibragdo da mesma matriz na faixa
0,5LMR, 0,75LMR, 1,0LMR, 1,25LMR e
15LMR para efetuar os calculos das
concentragdes e recuperacfes das amostras.
As amostras foram analisadas pelo
procedimento otimizado. Este experimento
foi executado em trés ocasides distintas por
dois analistas diferentes e avaliado quanto a
precisdo e veracidade dos dados.

4.2.9 Expansdo para as especies ave,
equino e bovino

A ampliagdo do escopo do método foi
executada por comparacdo da curva de
calibracdo da espécie validada com as
espécies a serem incluidas. Foram analisadas



24 amostras brancas, sendo 6 de rim de
suino, 6 de rim ave, 6 de rim equino e 6 de
rim bovino. A estas amostras foram
adicionadas aliquotas de solugdes padrdo e
de padrdo interno de modo a obter uma
curva de calibracdo (0,50 LMR; 0,75 LMR,;
1,00 LMR; 1,25 LMR e 1,50 LMR), e um
branco de cada espécie. Este experimento foi
realizado em trés ocasides distintas e 0s
resultados avaliados quanto a linearidade das
curvas de recuperados de cada espécie e
guanto ao efeito de matriz por comparacéao
entre as curvas das espécies bovina, equina e
ave com a curva da espécie suina.

4.2.10 Inclusdo de novos analitos

Posterior a execucdo dos ensaios para
avaliagdo da veracidade e precisdo do
método, foram adquiridos alguns padrdes de
substancias do grupo das tetraciclinas, entre
eles, a doxiciclina e o0s epimeros
epiclortetraciclina,  epioxitetraciclina e
epitetraciclina. A ampliacdo de escopo do
método com a inclusdo desses analitos se fez
necessaria, dada a relevancia da pesquisa
dos mesmos.

Primeiramente, padrdes dos analitos recém
adquiridos foram preparados e submetidos
ao sistema de deteccéo por infusdo direta, no
intuito de se estabelecer as condicdes
adequadas para identificagdo dos mesmaos.
Inicialmente fez-se a infusdo direta dos
analitos para obtencdo das energias que
proporcionassem maior intensidade de sinal.
Na sequéncia, eles foram injetados nas
condi¢bes cromatograficas ja otimizadas,
obtendo  sinais intensos e  bandas
cromatograficas bem resolvidas, da mesma
forma que os analitos ja validados.

Apobs a determinacdo das condicOes Otimas
de deteccdo, os mesmos foram submetidos
ao procedimento de extracdo, onde foram
analisadas trés amostras brancas de rim
suino adicionada de padrdes contendo, além
das substancias ja analisadas, os analitos a
serem incorporados.  Qualitativamente
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observou-se que todos eles foram detectados
na matriz e 0 que 0S mMesmMos nao
interferiram na detec¢do dos demais, 0 que
possibilitou a continuidade dos
experimentos de incluséo.

Para inclusdo destes analitos no método, um
experimento mais simples foi executado no
sentido de determinar requisitos minimos de
validacdo que possam avaliar a precisdo,
veracidade e determinar CCa, CCP e estimar
incerteza de medicdo do método, que
pudessem ser executados mais rapidamente.
A Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002) descreve outro experimento para
determinagdo de limite de decisdo e
capacidade de deteccdo para substancias
com LMR estabelecido, que permite a
avaliagdo desses requisitos.

O respectivo experimento foi executado com
analise de 20 amostras brancas de rim suino
adicionadas de padrfes das substancias a
serem incluidas no nivel do LMR. A
doxicilina apresenta LMR de 600 pg/kg,
porém, ndo existe limite para os epimeros,
sendo adotado o mesmo valor da tetraciclina
correspondente. Além das 20 amostras, foi
preparada e analisada uma curva de
calibracdo na faixa de trabalho do método e
uma amostra branca sem adicéo dos padrdes.

4.2.11 Robustez

A robustez foi avaliada pelo teste de
Youden, que se trata de uma concepcao
fatorial ~ fracionaria  (Concerning  the
performance of analytical methods and the
interpretation of results, 2002). Durante a
execucdo dos ensaios de repetibilidade e
reprodutibilidade  foram observados o0s
principais pontos criticos da andlise que, na
avaliacdo da robustez, foram ligeiramente
alterados e verificados quanto ao impacto
dessa variagdo nos resultados finais. Os
pontos criticos destacados que foram
avaliados foram: temperatura de evaporacéo,



guantidade de agua no solvente de extracao
e quantidade de fase dispersiva.

A temperatura de evaporacdo usada ha
validacdo foi de 40°C, que foi monitorada
durante a evaporacdo da amostra. Na
robustez, foi avaliada a recuperacdo de
amostra usando temperatura de 50°C. Com
relacdo ao solvente de extragdo, foram
utilizados 2 mL de agua e 8 mL de
acetonitrila em toda validagdo. A
percentagem de recuperacdo dessa mistura
foi comparada com uma extracdo usando 5
mL de &gua e 5 mL de acetonitrila. Outra
variacdo efetuada no teste de robustez foi a
guantidade de fase dispersiva C18 utilizada.
Foi comparada a recuperagdo dos analitos
usando a mesma quantidade da validagéo
(0,50 g) com a recuperacdo em que foi
utilizado apenas 0,25 g da mesma.

Os ensaios foram realizados de forma
aleatéria (Quadro 2), sendo que os fatores
com letra mailscula correspondem ao
procedimento executado nas etapas de
validagdo, enquanto os fatores representados
por letra mindscula correspondem &
modificacdo proposta. Cada combinagéo foi
analisada pelo procedimento otimizado no
nivel do LMR em duplicata. Também foi
preparada uma curva de calibragdo na faixa
de trabalho de amostra branca de rim suino
analisada nas condicdes da validacdo.

Quadro 2. Combinacdo das determinacdes para
estudo da robustez do método.

Fator 1 2 3 4 5 6 7 8
Aoua A A A A a a a A
Boub B B b b B B b B
Couc C c¢c Cc Cc COC

Resultado s t u v w x y Z
Legenda

A: temperatura de evaporagdo 40°C.

a: temperatura de evaporagéo 50°C.

B: extracdo com 2 mL de &gua e 8 mL de
acetonitrila grau CLAE.

b: extracdo com 5 mL de 4gua e 5 mL de
acetonitrila grau CLAE.

C: 0,50 g de fase dispersiva

c: 0,25 g de fase dispersiva

4.2.12 Determinacdode LD e LQ

A literatura recente descreve diversas formas
de se determinar os limites de deteccdo e
quantificagdo de um método (Guia de
validagdo de métodos analiticos e
bioanaliticos, 2003; OrientacGes sobre
validacdo de métodos de ensaios
quimicos, 2003; Paschoal et al., 2008). A
Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results
(2002), no entanto, n&o estabelece que esses
pardmetros sejam calculados, pois a mesma
determina como principal critério de
desempenho do método o CCa e CCP, que
séo baseados no LMR do medicamento. Os
experimentos de determinagdo de CCa e
CCB, permitem que sejam estimados valores
de LD e LQ a partir da curva de calibragéo.
Esses valores tedricos dos limites serviram
como base para que se fosse determinado o0s
valores experimentais, a partir de amostras
brancas adicionadas de padrdes.

A partir das concentragdes de referéncia
obtidas, os valores de LD e LQ foram
obtidos experimentalmente por meio de
analise completa de matriz com adi¢do do
analito. O valor do limite de quantificagdo
deve ser estabelecido de forma mais
criteriosa, onde se deve garantir que ele
apresente veracidade e precisdo aceitaveis,
uma vez que a amostra sera quantificada a
partir desse valor, ja com relagdo ao limite
de deteccdo, é necessario apenas que as
substancias sejam identificadas em todas as
amostras.

O experimento para avaliacdo da veracidade
e precisao proposto nesse trabalho é muito
extenso e desnecessario para esse nivel de
concentracdo. Assim, o LQ foi avaliado
usando um experimento com numero
reduzido de repeticdes (12), porém a
confiabilidade estatistica da anélise dos
resultados minima garantida (11 graus de
liberdade). O limite de quantificacdo foi
determinado com andlise de seis amostras
brancas de rim suino adicionadas de padrdo



na concentracdo de referéncia, juntamente
com uma curva de calibracdo na faixa de
trabalho do método. Esse experimento foi
executado em duas ocasioes, totalizando 12
amostras.

O limite de deteccdo foi executado no
mesmo  experimento  utilizado  para
determinagdo do LQ. Foram analisadas seis
amostras brancas de rim suino adicionadas
de padr6es no nivel correspondente a metade
do valor do LQ. Assim como no LQ, esse
experimento foi executado em duas ocasides
diferentes.

4.2.13 Estimativa da incerteza de
medicao

A incerteza de medicdo foi estimada por
metodologia simplificada, que €é uma
composicdo da estratégia de Botton-up e
Top-down (Youden e Steiner, 1975), na qual
sdo consideradas duas fontes de incerteza: a
incerteza da curva de calibracdo e da
reprodutibilidade do método analitico.

A incerteza da curva de calibragdo foi obtida
por meio dos resultados dos experimentos de
determinagdo de CCo e CCp, através das
curvas de calibragdo de trés dias. Essas
curvas permitiram obter as incertezas da
concentragcdo do analito dentro da faixa de
calibragdo levando-se em conta a disperséo,
que neste caso & heterogénea
(heterocedastica), de repetitividade da
resposta instrumental em toda a faixa de
concentracdo da curva e a dispersdo de
reprodutibilidade das curvas de calibrag&o.

Com relacdo a incerteza de
reprodutibilidade, essa foi calculada a partir
do desvio padrdo dos dados de
reprodutibilidade intralaboratorial (Youden e
Steiner, 1975). A incerteza final foi
reportada como a combinacdo das duas
maiores fontes de incerteza anteriormente
citadas.

5. Resultados e discussdo

5.1 Otimizagdo  dos  parametros
instrumentais e de extracéo

5.1.1 Otimizacdo dos parametros
instrumentais

As condicBes de trabalho do espectrémetro
de massas foram estabelecidas com a
infusdo direta de padrdes de tetraciclinas e
B-lactdmicos no equipamento. A infuséo foi
realizada em presenca de fase mdvel sob
condicbes que proporcionassem  maior
intensidade de sinal analitico possivel. Ap6s
0 término dos testes de otimizagdo,
conforme descrito no item 4.2.2.1, os
pard@metros determinados (Tabs. 06 e 07)
foram fixados e utilizados em todos o0s
experimentos da validacao.

Nos estudos de otimizagdo foram definidas
duas transi¢cbes a serem monitoradas para
cada analito, das quais, o perfil dos
fragmentos gerados foi estudado com base
na intensidade relativa dos mesmos, que
representa a razdo da resposta instrumental
do ion de menor intensidade pela resposta do
fon de maior intensidade, em percentagem.

Tabela 6. Condic6es de trabalho otimizadas para o espectrdmetro de massas utilizadas em toda validacéo

Parametro Valores Parametro Valores
Interface eletrospray (+) lon Energy 1 1,0
Capillary (kV) 35 Entrance 0

Source Temperature (°C) 120 Exit 0
Desolvatation Temperature (°C) 400 LM 2 Resolution 12,0

Cone Gas Flow (L/Hr) 800 HM 2 Resolution 12,0
Desolvatation Gas Flow (L/Hr) 60 lon Energy 2 0,5

LM 1 Resolution 12,0 Multiplier (V) 650

HM 1 Resolution 12,0 Gas Cell Pressure (mbar) <1,0x10*
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Tabela 7. Transicdes monitoradas, energia do cone e colisdo com Dwell time de 0,01s utilizados nos

experimentos da validag&o.

Analitos lon precursor (m/z)  Transi¢des (m/z)  Cone (V) Energia de Colisao (eV)
L 79 50
Ampicilina 350,1 106 25 o5
Cefazolina 4551 156 20 15
323 10
- 114 40
Cloxacilina 436,1 160 20 20
Dicloxacilina 470,1 114 20 45
160 15
. 199 20
Nafcilina 415,0 256 17 24
Oxacilina 402,1 114 20 35
xactl ’ 160 10
Penicilina V 351,1 114 18 35
enicilina , 160 15
.. 114 35
Peniclina G 335,2 160 20 10
.. 98,1 35
Clortetraciclina  479,1 444.1 25 25
Oxitetracicli 461,1 %8 25 45
xitetraciclina , 426 20
Tetracicli 445,1 9,1 25 40
etraciclina , 392.1 30
Penicilina G 160 13
deuterada 342,0 182,5 16 13

O perfil dos ions gerados no espectrdmetro
foi estudado para cada substancia incluida
na validacdo. A Concerning the performance
of analytical methods and the interpretation
of results (2002) estabelece gque, quando se
utiliza determinacdo por espectrometria de
massas por fragmentacdo de ion precursor,
as intensidades relativas dos ions detectados
devem corresponder as intensidades dos
padrdes de calibragio e amostras
adicionadas de padrdes, obedecendo as
tolerancias estabelecidas (Tabela 8).

A razdo entre os ions de cada substancia foi
avaliada em todos o0s experimentos da
validagdo. No entanto, foram reportados
(Tab. 10) apenas os dados de razdo do
ensaio de recuperacdo de um Unico dia de
andlise (primeiro dia do analista 1), pois a
intensidade relativa dos ions apresentou

42

valores distintos em diferentes dias. Todos
os analitos estudados apresentaram a razao
dos ions dentro das faixas de tolerancias
estabelecidas  pela  Concerning  the
performance of analytical methods and the
interpretation of results (2002), exceto a
amoxicilina, que ndo apresentou tal
desempenho em fun¢do de particularidades
que serdo explicitadas a seguir.

Tabela 8. Tolerdncias méximas permitidas para
as intensidades relativas por CLAE-EM

Intensidade relativa CLAE-EM"
(% pico base)

>50 % + 20%
>20% - 50% + 25%
>10% - 20% + 30%
<10% + 50%

Fonte Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results (2002)



As condicbes cromatograficas foram
estabelecidas a partir da injecdo de solugdes
padrdes preparadas em solvente puro e
também de matriz branca adicionada de
padrdes. A partir do resultado dos estudos de
otimizagdo, foram estabelecidas como
condicbes de trabalho, aquelas que

proporcionaram separacdo cromatografica
com boa resolucéo, alta sensibilidade e com
menor tempo de andlise. As condigdes
cromatograficas que foram utilizadas em
todos os experimentos de validagéo, estéo
apresentadas a seguir nas Tabelas 9 e 11.

Tabela 9. Gradiente da fase mdvel empregado nos experimentos de validagéo.

Tempo ) %A %B

(min.) Agua + 0,1% &cido Férmico Metanol

0,00 95,0 50

1,00 95,0 50

5,00 50,0 50,0

5,50 50 95,0

9,00 50 95,0

9,10 95,0 50

11,00 95,0 50
Tabela 10. Determinacdo e avaliacdo da intensidade relativa dos ions estudados
Analitos 'g\fleigll a E:;‘;g’o (C(:)Z) Tolerancia Avaliacéo
Ampicilina 14,8 3,30 22,2 + 30% Aceitavel
Cefazolina 60,0 3,00 50 +20% Aceitavel
Cloxacilina 38,1 2,60 6,8 + 25% Aceitavel
Dicloxacilina 33,1 2,7 8,3 + 25% Aceitavel
Nafcilina 9,2 0,7 7,2 +50% Aceitavel
Oxacilina 35,1 31 8,74 + 25% Aceitavel
Penicilina G 35,7 4.8 13,5 + 25% Aceitavel
Penicilina V 33,5 45 13,4 + 25% Aceitavel
Clortetraciclina 55,2 7.3 13,1 +20% Aceitavel
Oxitetraciclina 5,81 1,1 19,0 + 50% Aceitavel
Tetraciclina 4,6 0,60 13,0 + 50% Aceitavel
Penicilina G deuterada 96,8 4,5 4,6 +20% Aceitavel




Tabela 11. Condicdes de trabalho do UPLC, coluna e pré-coluna utilizadas durante todos o0s experimentos

da validacéo.

Parametro Valores utilizados

Coluna Acquity UPLC BECH C18, 1,7um; 2,1x50mm - Waters

Pré-coluna Van Guard Waters BECH C18, 1,7um

Temperatura da coluna 40°C+5°C

Fase mével A: Agua + 0,1% &cido foérmico

B: MeOH HPLC

Fluxo fase mével 0,6 mL/min

Volume de injecéo 20 pL

Tempo de corrida 11 min
Os cromatogramas da Figura 5 ilustram o de uma injecdo de uma solucéo padrdo em
formato dos picos e tempo de retengdo nas solvente puro na concentragdo do LMR,
condicbes de trabalho da validacdo. Os onde estd apresentada apenas uma transigao
sinais analiticos apresentados sdo oriundos de cada analito estudado.
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Padrao em solvente MBT- Teste equipamento
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Figura 5. Cromatograma nas condicOes de trabalho da validacdo, da parte inferior para a superior s&o:
amoxicilina, ampicilina, clortetraciclina , tetraciclina, cefazolina, oxitetraciclina, penicilina G, penicilina

g deuterada, penicilina V, oxacilina, nafcilina, cloxacilina e dicloxacilina.
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Amoxiciclina com alta intensidade de sinal. No entanto, 0s
experimentos que envolveram amostras

Os testes realizados com padrdes em brancas  adicionadas  de padrdes,
solvente para a amoxicilina apresentaram apresentaram um perfil cromatografico
picos cromatogréaficos com boa resolugéo e diferenciado (Fig. 6).

Curva de padrao em solvente MBT
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[ IS
0 T T T T T T T T T T T T T T
1.10 1.20 1.30 1.40 1.50 1.60 1.70 1.80 1.90 2.00 2.10 2.20 2.30 2.40
100LMR-01-10-09-inj1 1: MRM of 2 Channels ES+
144 366 > 114
1007 7.51e5
<
0 T T T T T T T T T T T T T T
110 120 1.30 1.40 1.50 1.60 170 1.80 1.90 2.00 210 220 2.30 2.40
100LRM-R1-01-10-09 1: MRM of 2 Channels ES+
1.46 366 > 349
144
1007 138 L 5.07e4
133 151
135
12713
<l 117 123124 154
.101.12
1 071 10
180 186 191 197 204 220 226230 237 243
0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.10 1.20 1.30 1.40 1.50 1.60 1.70 1.80 1.90 2.00 2.10 2.20 2.30 2.40
100LRM-R1-01-10-09 1: MRM of 2 Channels ES+
366 > 114
1004 3.41e4
<

0 T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.10 1.20 1.30 1.40 1.50 1.60 1.70 1.80 1.90 2.00 2.10 2.20 2.30 2.40

Figura 6. Cromatograma das transi¢cfes da amoxicilina (366 > 114 e 366 > 349) nas condigbes de
trabalho da validacdo. Os dois primeiros representam injecdo de padrdo em solvente puro e 0s seguintes
correspondem a amostras brancas adicionadas de padrfes, na mesma concentragéo.

T Time

O formato dos picos da amoxicilina em extremas de pH. Também, de acordo com
amostra branca adicionada de padrfes, ndo Oka et al. (1995), o uso de solventes
possibilitou que a mesma fosse incluida nos organicos como acetonitrila, metanol e
procedimentos de validacdo. Neste formato, isooctano deve ser evitado na extracdo da
a reprodutibilidade deste analito ficaria amoxicilina, pois favorecem a degradacdo
extremamente comprometida, da mesma. Boggiali et al (2004) utilizaram,
impossibilitando o estudo de validacdo para para extracdo da amoxicilina, agua a
ele. A diferenca no formato dos picos se temperatura de 65°C e pH 3, obtendo
deve ao fato de que este analito possui recuperacbes de 90% para amoxicilina e
estabilidade relativamente baixa. De acordo ampicilina, no caso deste método, estas
com Reyns et al. (2008), a amoxicilina pode condi¢Bes extremas podem comprometer a
ser facilmente convertida nos metabolitos determinagdo dos demais B-lactdmicos e as
acido amoxiléico e dicetopiperazina-2,5- tetraciclinas.

diona (Fig. 7), principalmente, em condi¢Ges
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O formato dos picos cromatogréaficos e a nao
disposicdo de padres dos metabdlitos da
amoxicilina, contribuiram para a retirada da
mesma dos experimentos de validacdo. O
fato do método proposto se tratar de um
multiresiduo, também influenciou na
decisdo, pois uma tentativa de otimizar o
pico da amoxicilina nas amostras, poderia
comprometer a qualidade dos picos dos
demais padrdes.
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Figura 7. Formula estrutural da amoxicilina (a),
acido amoxiléico (b) e dicetopiperazina-2,5-
diona (c). Fonte: Reyns et al. (2008)

5.1.2 Otimizacdo do procedimento
de extracao

Na otimizagdo das condigdes instrumentais
de trabalho foi utilizado o procedimento de
extracdo tal e qual o método de referéncia.
Durante as andlises de amostras brancas
adicionadas de padréo, foi observado que 0
extrato final apresentava turbidez e com
dificuldades de se filtrar por membrana de
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0,22 um. Na tentativa de se obter um extrato
mais limpido, foi efetuado teste de adi¢éo de
hexano na etapa de extracdo para produzir
um extrato com menos impurezas da matriz.
Esse teste consistiu em andlise de 14
amostras brancas de rim suino adicionadas
de padrdo na concentracdo do LMR, sendo
que em sete amostras, foi incluida uma etapa
de extragdo com adicdo de 5 mL de hexano.
As amostras foram injetadas juntamente com
uma curva de calibracéo (0,5; 0,75; 1,0; 1,25
e 1,5LMR) para calculo da recuperagéo dos
analitos. Para as tetraciclinas utilizou-se a
area do pico para construcdo da curva de
calibracdo e determinacdo da concentracdo
dos analitos, enquanto que nos B-lactamicos,
foi utilizada a razdo entre a area do padrdo a
ser estudado e a area do padrdo interno
(Penicilina G deuterada).

Além da adicdo de hexano, algumas
mudangas com relacdo ao método original
foram efetuadas, entre elas: a massa de
tecido a ser extraida foi modificada para 2 g,
0 volume de solucéo de extracdo foi alterado
para 10 mL (2 mL de 4gua e 8 mL de
acetonitrila) e a centrifugacdo a 2600g.
Todas as modificagdes foram executadas no
teste do hexano. O resultado desse
experimento indicou que o uso do hexano
proporcionou um extrato menos turvo e mais
facilmente filtrado por membrana de 0,22
pm, quando comparado com extrato em que
esta etapa ndo estava incluida.

Todas as modificacdes propostas
anteriormente foram eficientes. A massa de
tecido e o volume de solvente foram
suficientes para extracdo dos analitos,

também, a centrifugacdo a 2600g foi
suficiente para separar o0 tecido do
sobrenadante. Com relacdo ao teste do

hexano, ndo houve diferenca significativa
entre as recuperagdes das amostras com e
sem a adicdo do solvente (Tab. 12) pelo teste
t student a 95% de significancia (Fig. 8).
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Figura 8. Equacéo utilizada para célculo de teste
t de Student.

Devido ao resultado da recuperagdo dos
analitos com a inclusdo da etapa de

purificacgdo com  hexano, ter sido
estatisticamente igual a recuperacdo dos
mesmos sem a adicdo do referido solvente e
também a producdo de um extrato mais
“limpo”, foi incluida esta etapa de
purificagdo no procedimento de extragéo,
utilizado em toda validacao.

Tabela 12. Recuperagdo (%) e resultados do teste t na otimizacdo do método que comparou a recuperagao
das amostras com e sem a adigdo de hexano na etapa de purificagdo.

0 0 -
Analitos (?aﬁwEtg:exano) (?OF\I;’IEEEXEIHO) (t:alculado }9;2“12?
Ampicilina 82,0 87,0 0,07 2,18
Cefazolina 68,6 63,5 0,17 2,18
Cloxacilina 76,1 69,9 1,42 2,18
Dicloxacilina 47,0 52,0 0,93 2,18
Nafcilina 36,5 40,3 0.89 2,18
Oxacilina 87,9 84,3 0,15 2,18
Penicilina G 91,0 86,5 0,76 2,18
Penicilina V 60,1 65,0 1,15 2,18
Clortetraciclina 41,3 37,8 1,61 2,18
Oxitetraciclina 52,4 50,7 0,82 2,18
Tetraciclina 57,9 60,7 0,09 2,18
5.1.3 Neste estudo, também foi possivel padroes. Validade das solucgdes
observar que a percentagem de estoque
recuperacdo de alguns pB-lactdmicos
(dicloxacilina e nafcilina) e das Avaliacdo da validade das solucGes estoques
tetraciclinas, neste método, €é baixa ocorreu por comparagio da area dos picos

apresentando valores inferiores a 70%.
Este fato indica que a curva de calibragéo
preparada em solvente puro, sem presenga
de matriz, pode ndo ser adequada para
guantificacdo desses analitos, sendo
necessario se utilizar curva de calibracdo
matrizada para que esse efeito seja
normalizado. Baseado nestas
consideragdes o0s demais experimentos
foram executados com quantificacdo em
curva de amostra branca adicionada de

48

cromatograficos dos padrbes. Cada solucdo
foi injetada em triplicata e a média das areas
da solucéo nova foi comparada com a média
da solucdo antiga, de forma que cada
solucédo recém preparada era comparada com
as anteriores. Nesse ensaio, foi considerada
uma variagdo méaxima aceitavel de 15%,
estabelecido considerando que acima desse
valor a determinagdo da concentragdo de
uma amostra poderia ser comprometida. O
valor usado como referéncia para a tomada
de decisdo com relacdo a validade das



solucdes foi estabelecido considerando
dados histéricos do laboratério para outros
grupos de antibioticos. O LRM faz uma
avaliacdo de todos os padrfes de antibiéticos
preparados, onde foi observado que
variacOes até o valor de 15% s&o comuns a
esses grupos de analitos.

Tabela 13. Validade das solucBes estoques de
200 ug.mL'l para os B-lactdmicos e tetraciclinas
estudados.

Analito Validade da solucdo
padrdo estoque

Amoxicilina 5 meses
Ampicilina 1 més
Cefazolina 1 més
Cloxacilina 5 meses
Dicloxacilina 1 més
Nafcilina 1 més
Oxacilina 1 més
Penicilina V 5 meses
Peniclina G 1 més
Clortetraciclina 5 meses
Oxitetraciclina 5 meses
Tetraciclina 5 meses

As médias das respostas instrumentais das
solucbes foram comparadas a partir da
variagdo (V) (Fig. 9). Variagdes maiores de
15% indicavam que a solugdo ja ndo estava
mais aceitavel para o uso. Os B-lactamicos
ampicilina, cefazolina, dicloxacilina,
oxacilina e penicilina V mantiveram a
validade de um més para a solucéo estoque,
Ou seja, no primeiro teste ja apresentou
variagdo maior que 15%. Entretanto, a
amoxicilina, cloxacilina, penicilina G e as
tetraciclinas obtiveram variacdo maior que o
estabelecido apenas no quinto més (Tabela
13).

V = (Xa/X,)/100

Figura 9. Equacéo utilizada para célculo de
variacdo méaxima permitida para verificar
variacdo da resposta dos padrdes.

Onde: X;: média da resposta da solucdo nova
X, : média da resposta da solucédo antiga
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5.2 Linearidade

O estudo da linearidade ocorreu por
observacdo do comportamento da resposta
instrumental no intervalo de concentracdo
estabelecido pela Concerning the
performance of analytical methods and the
interpretation of results (2002) para
substancias de uso permitido. A Concerning
the performance of analytical methods and
the interpretation of results (2002)
recomenda, para métodos quantitativos, o
uso de curva de calibracdo com no minimo
cinco pontos, incluindo o zero e, também
estabelece, que na faixa de trabalho esteja
incluido os niveis de 0,5 a 1,5LMR. Nesse
experimento, foram utilizadas  cinco
concentracbes equidistantes dentro deste
intervalo, incluindo o zero.

Os resultados obtidos dos experimentos de
otimizagdo do método indicaram baixos
valores de recuperacdo dos analitos, que
foram corrigidos por meio de uso de curvas
de calibracdo preparadas de amostras
adicionadas de padrdo em todos 0s
experimentos deste trabalho. Para a
avaliacdo da linearidade, preparou-se essa
curva nas concentracoes 0,5LMR,
0,75LMR, 1,0LMR, 1,25LMR e 1,5LMR,
também foi preparada uma amostra branca
sem adicdo de padrdo. A curva foi injetada
no sistema CLUE-EM/EM e a resposta
instrumental avaliada quanto a linearidade.
Este experimento foi executado em trés
ocasifes distintas.

5.2.1 Homocedasticidade

Para o0 ajuste dos dados da curva, foi
utilizada a equacdo de calibracdo de uma
reta. Primeiramente, as curvas preparadas
foram avaliadas quanto & homocedasticidade
dos dados, pelo teste Bartlett, a 95% de
significancia (Cassiano et al., 2009). Esse
teste foi executado com a combinacdo das
curvas de calibragdo dos trés dias de anélise,
onde em cada ponto da faixa estudada, foi



calculada a variancia da  resposta
instrumental (Fig. 10). Ap6s a determinagdo
do F critico, o0 mesmo foi comparado com o
valor tabelado, de modo que quando o valor
de F critico foi menor ou igual ao valor
tabelado, os dados foram considerados
homocedasticos e 0 contrario
heterocedasticos.

Ly
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Figura 10. Equacdo utilizada para calculo de F
critico (teste F).

S,2 maior variancia obtida
S,> menor variancia obtida

Onde:

As curvas obtidas foram ajustadas pelo
método dos minimos quadrados ponderados
(MMQP), pois a resposta instrumental foi
heterocedastica (Tab. 14), pelo teste F a 95%
de significancia, em todos os analitos
estudados (Meier e Ziind, 2000). Portanto as
curvas analiticas foram construidas de forma
ponderada, levando-se em consideragdo 0s
pontos de menor variancia.

Tabela 14. Resultado do teste de homocedasticidade das curvas analiticas obtidas de trés dias de analise.

Analitos F critico ESEZPSL?dO zzigltado do Tipo de ajuste
Ampicilina 178,5 Heterocedastico MMQP
Cefazolina 1345,1 Heterocedastico MMOQP
Cloxacilina 384,5 Heterocedastico MMQP
Dicloxacilina 1696,7 Heterocedastico MMQP
Nafcilina 108,7 Heterocedastico MMQP
Oxacilina 157,5 5,050 Heterocedastico MMQP
Penicilina G 129,1 Heterocedastico MMQP
Penicilina V 34,8 Heterocedastico MMQP
Clortetraciclina 204.4 Heterocedastico MMQP
Oxitetraciclina 2457 Heterocedastico MMQP
Tetraciclina 1613,9 Heterocedastico MMQP

5.2.2 Linearidade Figura 11. Equacdo utilizada para célculo de t

teste para coeficiente de correlacdo da reta.
A avaliacio da linearidade procedeu Sendo: r: coeficiente de correlagdo da reta

conforme descrito no item 4.2.4. A curva de
calibragdo e o coeficiente de determinacgdo
(R%) de cada ajuste foram calculados para
cada dia de andlise. A linearidade foi
avaliada usando teste de hipotese de t de
Student, do coeficiente de correlacdo da reta
(Fig. 11), como critério de aceitagdo da
qualidade do ajuste (Meier e Zlind, 2000).

LA

1- 2

bese = |r|
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GLA: graus de liberdade do ajuste

Os testes realizados em todas as curvas deste
experimento obtiveram o wvalor de t
calculado maior que o t critico, portanto a
hipétese nula foi rejeitada, concluindo-se
gue a reta pode ser considerada um bom
ajuste para a curva de calibragéo de todos os
B-lactdmicos e tetraciclinas estudados (Tab.
15). A partir desse resultado foi determinado
como faixa de trabalho deste método,
valores entre 0,5LMR a 1,5LMR. Portanto



em todos os experimentos, foram utilizadas
curvas de calibracdo nas concentragOes deste
estudo, pois as mesmas apresentaram
linearidade aceitavel, de acordo com testes
supracitados.

5.3 Seletividade

O experimento para avaliacdo da
seletividade do método ocorreu em duas
etapas: analise de amostras brancas para
verificacdo de possiveis interferentes da
matriz rim e comparacgdo da recuperagdo dos
analitos com a adicdo de padrdes de
macrolideos como possiveis interferentes.

Tabela 15. Resultado do teste t para coeficiente
de correlacdo das curvas utilizadas na avaliagéo
da linearidade.

Anali- R ggsduolta
tos l°dia 2°dia  3°dia teste
AMP 0999 0973 0,978 Linear
CEZ 0999 0,981 0,987 Linear
CLX 0982 0977 0,924 Linear
DCX 0,959 0,970 0,899 Linear
NAF 0,995 0982 0,802 Linear
OXC 0,997 0,961 0976 Linear
PEG 0,998 0,966 0,989 Linear
PEV 0,978 0,956 0,821  Linear
CLT 0983 0986 0976 Linear
OXT 0989 0,978 0,940 Linear
TET 0,998 0,978 0,910 Linear

5.3.1 Anaélise de amostras brancas

A avaliacdo da seletividade, primeiramente,
se deu a partir da andlise de amostras
brancas de rim suino pelo procedimento
otimizado. Foram analisadas, em um Unico
experimento, amostras brancas oriundas de
quatro estabelecimentos diferentes, sendo
trés  replicatas por  estabelecimento,
totalizando 12 amostras. Além da referida

analise, foram analisadas aleatoriamente,
seis amostras brancas ao longo do ensaio de
recuperacao (item 4.2.8) e trés amostras no
experimento de expansdo do método para
outras especies (item 4.2.9). No total foram
avaliadas 21 amostras, valor que contempla
as premissas da Concerning the performance
of analytical methods and the interpretation
of results (2002), que estabelece analise de
20 ou mais amostras para este estudo.

Todas as amostras brancas analisadas
resultaram em equivaléncia nula em relacéo
aos analitos, que pode ser observado na
Figura 12. Contudo, pode-se dizer que, neste
método, as substancias extraidas da matriz
rim da espécie suino, ndo interferem na
deteccdo por CLUE-EM/EM dos -
lactamicos e das tetraciclinas estudados.

5.3.2 Adicao de interferentes

A segunda etapa do estudo de seletividade
ocorreu por comparacdo das recuperagdes
dos analitos nas amostras adicionadas de
padrio contendo os B-lactdmicos e
tetraciclinas com amostras adicionadas de
possiveis interferentes. Para tal estudo foram
utilizados padrdes de antibioticos do grupo
dos macrolideos, entre eles: tilmicosina,
clindamicina, eritromicina, tilosina e
também a lincomicina, da classe das
lincosamidas, nas concentragcGes 1000, 200,
200, 1500 e 1500 ug/kg respectivamente. No
total foram analisadas 18 amostras, sendo
seis de cada nivel (0,5LMR, 1,0LMR e
15LMR) com e sem a adigdo dos
macrolideos. Também foi preparada uma
curva de calibragdo nas concentragdes
0,5LMR, 0,75LMR, 1,0LMR, 1,25LMR e
1,5LMR para célculo da concentracdo e
recuperacdo das amostras. As medias das
recuperaces com e sem adicdo de
interferentes foram comparadas pelo teste F
e pelo teste t de student a 95% de
significancia.
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Figura 12. Cromatograma de amostra branca de rim suino no experimento de seletividade. Os analitos
pesquisados da parte inferior para a superior sdo: amoxicilina, ampicilina, clortetraciclina , tetraciclina,
cefazolina, oxitetraciclina, penicilina G, penicilina g deuterada, penicilina V, oxacilina, nafcilina,
cloxacilina e dicloxacilina.
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O teste F foi utilizado para comparar
estatisticamente as variancias dos dados. A
estatistica do teste se da pela determinacédo
do valor de F critico (Fig. 13), para posterior
comparagdo com o valor de F tabelado, que
corresponde ao valor de probabilidade
observado na tabela F, para 95% de
significancia e oito graus de liberdade no
numerador e denominador. Em todos o0s
casos o0 valor de F critico foi menor que o
valor tabelado (3,44), portanto as variancias
das médias de recuperacdo com e sem a

adicdo dos possiveis interferentes sdo
estatisticamente iguais.
2
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Figura 13. Equacdo utilizada para célculo de F
critico (teste F).

Sendo: S; — desvio padrdo das recuperagdes
sem adicdo de interferentes.

S, — desvio padrdo das recuperacdes
com adicdo de interferentes.

As médias de recuperacdo das amostras com
e sem a adicdo dos macrolideos foram
comparadas pelo teste t a 95% de
significancia. [Esse teste foi realizado
considerando igualdade na variancia dos
dados, conforme teste F. A estatistica do
teste se da em funcéo da determinacéo do t
calculado (Fig. 8), que é comparado com 0
valor de t critico, que neste caso, sdo 16
graus de liberdade e 95% de significancia.

Os resultados do referido teste, indicaram
que as médias das recuperagdes dos [-
lactdmicos e tetraciclinas com e sem a
presenca de  possiveis interferentes
(macrolideos), sdo estatisticamente iguais
exceto para a ampicilina (Tab. 16). Portanto
pode-se dizer que este método é seletivo
para os B-lactdmicos e tetraciclinas
estudados.

Tabela 16. Resultado de recuperagdo dos B-lactdmicos e tetraciclinas com e sem adicdo de interferentes

para avaliacdo de seletividade.

Analitos Eiigléado do :/(:n?li;lz AC Z‘)’n??\; Ac  tealculado }gg(;:tllg)o
Ampicilina Homocedasticos 92,0 108,9 2,94 2,12
Cefazolina Homocedasticos 106,6 103,4 0,48 2,12
Cloxacilina Homocedasticos 87,2 100,2 1,72 2,12
Dicloxacilina ~ Homocedasticos 103,0 96,5 1,13 2,12
Nafcilina Homocedasticos 108,7 108,3 0,09 2,12
Oxacilina Homocedasticos 74,5 84,5 1,69 2,12
Penicilina G Homocedasticos 102,5 101,4 0,45 2,12
Penicilina V Homocedasticos 96,8 85,6 1,28 2,12
Clortetraciclina Homocedésticos 84,4 110,3 0,45 2,12
Oxitetraciclina  Homocedésticos 105,2 108,3 0,68 2,12
Tetraciclina Homocedasticos 108,7 109,2 0,07 2,12

O resultado do teste de comparacdo das
médias das recuperagcbes da ampicilina
indicou uma pequena diferenca entre as
mesmas. Apesar da diferenca, a ampicilina
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sera incluida nos experimentos de validacéo,
pois, em primeiro lugar, a diferenga entre o
valor de t critico e calculado foi pequena, em
segundo lugar, o resultado do teste realizado



nas amostras brancas indicou que as mesmas
ndo apresentaram sinais analiticos proximos
ao tempo de retencdo da ampicilina. Outro
fator relevante para a inclusdo desse analito
se refere a técnica de deteccdo empregada,
de acordo com Stolker et al. (2007), os
espectrébmetros de massas do tipo triplo
quadrupolo, usados nesse trabalho, sé&o
altamente seletivos com capacidade de
monitorar e confirmar diversas transi¢oes
simultaneamente, o0 que pode garantir que a
ampicilina serd detectada e diferenciada de
demais compostos. Apds os resultados dos
experimentos de avaliacdo da precisdo e
veracidade, poderd se concluir melhor a
respeito da mesma.

5.4 Efeito de matriz

O estudo da influéncia da matriz na
determinagdo dos analitos estudados foi
verificado por comparagdo das curvas de
padrdes em solvente e curva de extrato
fortificado de matriz branca, por meio do
teste F e teste t de Student.

A curva de extrato de matriz branca
fortificada foi preparada utilizando cinco
amostras brancas de rim suino. Essas
amostras foram analisadas e, ap6s a
evaporacdo do estrato final, foram
adicionadas aliquotas de padroes de -
lactdmicos e tetraciclinas de modo a obter
extratos nas concentragbes 0,5LMR,
0,75LMR, 1,0LMR, 1,25LMR e 1,5LMR.
Também foi preparada uma curva de
padrbes em solvente nas mesmas
concentragcbes. As curvas foram injetadas
simultaneamente, em triplicata e comparadas
pelos testes citados.

Primeiramente fez-se 0 teste F para
avaliagdo da diferenca entre a variancia das
curvas, com a combinacdo dos dados dos
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trés dias de andlise. O valor de F critico (Fig.
10) foi comparado com o valor tabelado,
considerando 95% de significancia e cinco
graus de liberdade. O resultado do teste
demonstrou que existe diferenca
significativa entre as variancias da curva de
padrdo em solvente e a curva matrizada.
Esse resultado direcionou o teste t de student
para gque fosse executado considerando essa
diferenca entre as variancias.

Na sequéncia, foi realizado o teste t para
comparacdo das médias ponto a ponto em
todos os niveis da curva de calibragéo, cuja
estatistica do teste esta representada pela
equacdo representada na Figura 8. Os
valores de t critico foram comparados ao t
tabelado, considerando 95% de significancia
e 16 graus de liberdade. O resultado desse
teste demonstrou diferenga significativa
entre as médias testadas, inclusive nos f-
lactdmicos, onde se usa padrdo interno.
Contudo pode-se dizer que, existe efeito da
matriz rim na determinagdo dos f-lactdmicos
e tetraciclinas. Os resultados desse estudo
juntamente com o baixo valor de
recuperacdo de alguns analitos foram
indicativos para a necessidade do uso de
curva de calibracdo preparada a partir de
amostra branca adicionada de padrdo em
todos os procedimentos de validacdo para
que esses efeitos fossem corrigidos

O efeito de matriz significativo observado
no resultado dos testes estatisticos esta
ilustrado no Grafico 1. Nele esta apresentada
a comparacdo da resposta instrumental dos
analitos estudados com e sem a presenca de
matriz na concentragdo do limite maximo de
residuo. Esse efeito varia bastante conforme
analito, e em alguns casos ele é bastante
significativo (CEZ, OCX, NAF, OXT)
chegando a variar proximo a 50%.
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Gréfico 1. Grafico ilustrativo do efeito de matriz comparando a resposta instrumental dos beta-lactamicos
e tetraciclinas na concentragéo do limite maximo de residuo em presenca e auséncia de matriz.

55 Limite de decisdo (CCa) e
capacidade de deteccéo (CCB)

Os valores de limite de decisdo e capacidade
de detecgdo foram determinados a partir de
curva de calibracdo preparada com amostra
branca de rim suino adicionada de padrGes
de B-lactdmicos e tetraciclinas, na faixa de
trabalho do método. As curvas foram
preparadas, extraidas e injetadas em trés dias
diferentes e os valores de CCo e CCPB foram
calculados com a combinacdo de todos esses
dados (Meier e Zind, 2000). A Concerning
the performance of analytical methods and
the interpretation of results (2002)
recomenda, para calculo de CCa e CCP (Fig.
14, 15 e 16) em que se utiliza curva de
calibracdo, as premissas da Capability of
detection - part 1: terms and definitions

(1997). Os valores obtidos nessa validagéo
estdo apresentados na Tabela 17.

N 2
D WX,
>
W, R
cCa-tmr+ e |0 | 1, = RN
b K N N 2 K
W.
& i , [Z;Wi Xi,ij
W, X5 j =~
ij=1 ZWI
=

Figura 14. Equagdo para calculo de CCa por
curva de calibracdo de acordo com a Capability
of detection - part 1: terms and definitions
(1997).

Sendo:
k = nimero de replicatas verdadeiras.
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w = ponderacdo relativa dada pela razdo das
variancias de cada resposta instrumental.

y = resposta instrumental.

X = concentrago.

b = inclinagdo da curva de calibracdo

t 50 = valor de t tabelado a 5% de significancia e
4 graus de liberdade

S%(y) = variancia da resposta instrumental

2

N
WX
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>
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CCA=LMR+ 25 S* (P, Nl N e} ; LS )
b K ZW N k
Wty - )
) &,

e

Figura 15. Equagdo para calculo de CCf por
curva de calibracéo de acordo com 11843 (1997)

S’m

SZ
Figura 16. Equacdo para célculo de W que
corresponde ao fator de ponderagdo quando se

utiliza o MMQP, para 0 MMQO o valor de W é
um.

Sendo:

S’m = Média da variancia dos pontos da curva.
S? = Variancia da resposta instrumental de cada
ponto da curva

Tabela 17. Valores obtidos de limite de decisdo e
capacidade de deteccdo por curva de matriz
branca adicionada de padrfes em trés dias de
andlise.

. CCa CCp
Analitos (gkgy)  (ug.kg?)

Ampicilina 57,2 64,5

Cefazolina 322,6 345,4
Cloxacilina 342,0 384,1
Dicloxacilina 375,4 450,9
Nafcilina 368,5 437,1
Oxacilina 372,3 4446
Penicilina G 54,3 58,6

Penicilina V 34,6 442

Clortetraciclina 718,3 836,7
Oxitetraciclina  662,1 724,3
Tetraciclina 659,2 718,4
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5.6 Precisao
5.6.1 Repetitividade

Inicialmente a precisdo do método foi
avaliada pela repetitividade do método
otimizado. Esta, foi verificada a partir dos
dados obtidos do ensaio de recuperacdo
(item 4.2.8), que foi executado com analise
de 18 amostras brancas de rim suino
adicionadas de padrBes nos niveis 0,5LMR,
10LMR e 1,5LMR, sendo seis amostras
para cada nivel, em trés ocasies distintas,
totalizando 54 amostras. Também foi
incluido um branco da matriz analisada.

A avaliacdo da repetitividade se deu a partir
dos valores de coeficiente de variacdo
(CV%), calculado (Fig. 17) das amostras
analisadas por nivel de concentracdo e
também um valor geral para os trés niveis
trabalhados (Tab. 13).

CV = i100
X

Figura 17. Equacdo para calculo de desvio
padréo relativo (CV%).

Sendo:
S = Desvio padréo.
X = Média das concentracoes.

Os coeficientes de variacdo foram avaliados
de acordo com parametros estabelecidos
pelo Codex (2009) (Tab. 18).



Tabela 18. Valores de recuperacdo e coeficientes de variagdo considerados aceitaveis para resultados

quantitativos em CG, CLAE e CCD.

c x Veracidade  Precisdo/ Repetitividade Precisdo/ Reprodutibilidade
oncentragdo R 50 Coeficiente d o Coeficiente d -
(Lg.kg™) ecuperacéo  Coeficiente de variacdo  Coeficiente de variacao
' (%) Intralaboratorial (%) interlaboratorial (%)

<1 50a120 35 53
>l a<l10 60 a 120 30 45
>10a<100 702120 20 32
>100 a <1000 702110 15 23
>1000 70a110 10 16

Codex (2009)

Eles foram considerados satisfatorios para a

maioria dos analitos, exceto, para
clortetraciclina, cloxacilina, nafcilina e
dicloxacilina. A clortetraciclina e

cloxacilina apresentaram CV ligeiramente
superior ao valor aceitavel, enquanto que 0s
demais tiveram valores bem acima do
estabelecido (Tab. 19). Contudo, o método
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pode ser considerado preciso, com relagdo a
repetitividade, para todos os analitos
estudados, com excecdo da, nafciclina e
dicloxaciclina. Os resultados do estudo de
reprodutibilidade indicardo maiores
informagBes a respeito do comportamento
dessas substancias neste método.



Tabela 19. Valores de coeficiente de variacdo (%CV) obtidos do analista 1 (n=54) em condic¢des de

repetitividade.

~ o o CV(%)
Analito Concentragao ; CV(@ CV (%) Aceitavel L
1

esperada (ug.Kg™) por nivel geral (Codex, 2009) Avaliacao
25 8,4

Ampicilina 50 9,3 8,3 20 Aceitavel
75 7,3
150 10,3

Cefazolina 300 10,5 10,3 15 Aceitavel
450 10,2
150 24,7

Cloxacilina 300 23,5 23,7 15 Inaceitavel
450 24,4
150 50,6

Dicloxacilina 300 42,5 46,0 15 Inaceitavel
450 47,3
150 28,5

Nafcilina 300 29,8 30,6 15 Inaceitavel
450 35,0
150 13,6

Oxacilina 300 11,1 11,9 15 Aceitavel
450 10,5
25 12,0

Penicilina G 50 8,9 9,4 20 Aceitavel
75 6,4
12,5 26,4

Penicilina V 25 19,0 20,9 20 Aceitavel
37,5 14,1
300 22,3

Clortetraciclina 600 21,1 245 15 Inaceitavel
900 27,3
300 17,3

Oxitetraciclina 600 10,5 14,2 15 Aceitavel
900 13,6
300 15,3

Tetraciclina 600 15,1 14,9 15 Aceitavel
900 14,8

5.6.2 Reprodutibilidade

Intralaboratorial

A segunda avaliacdo da precisdo do método
foi realizada por meio da reprodutibilidade
intralaboratorial do método otimizado. Essa
foi verificada a partir dos dados obtidos do
ensaio de recuperacdo (item 4.2.8)
executados por dois analistas diferentes em
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8trés ocasides distintas,

totalizando 108

amostras analisadas. A avaliacdo da preciséo
intermediaria se deu a partir dos valores de
coeficiente de variacdo, calculados com a
combinagdo dos dados das amostras
analisadas pelos dois analistas. Os CV foram
obtidos por nivel de concentragdo e também
um valor geral para os trés niveis
trabalhados (Tab. 20).



Tabela 20. Valores de coeficiente de variacdo (%CV) obtidos dos analistas 1 e 2 (n=108) em condicGes de

reprodutibilidade intralaboratorial.

Concentracéao CV(%)

Analito Esperada g\b/ti(;/g) g;/rgi/o) Aceitavel Avaliacio
(ug.Kg™) (Codex, 2009) ¢
25 19,4

Ampicilina 50 9,2 13,2 32 Aceitavel
75 7,6
150 11,5

Cefazolina 300 11,3 10,7 23 Aceitavel
450 9,4
150 19,8

Cloxacilina 300 20,6 20,1 23 Aceitavel
450 20,0
150 45,3

Dicloxacilina 300 40,6 43,3 23 Inaceitavel
450 447
150 22,0

Nafcilina 300 24,2 24,7 23 Inaceitavel
450 28,2
150 14,3

Oxacilina 300 22,6 17,6 23 Aceitavel
450 14,4
25 10,0

Penicilina G 50 7,7 7,9 32 Aceitavel
75 52
12,5 30,0

Penicilina VV 25 27,2 25,5 32 Aceitavel
37,5 15,2
300 23,1

Clortetraciclina 600 23,7 22,4 23 Aceitavel
900 20,2
300 13,5

Oxitetraciclina 600 13,1 14,6 23 Aceitavel
900 16,9
300 12,5

Tetraciclina 600 15,0 17,6 23 Aceitavel
900 23,0

Os coeficientes de variagdo, nesta etapa,
também foram comparados com parametros
estabelecidos pelo Codex (2009)
apresentados na Tabela 18. Os valores de
CV obtidos foram considerados satisfatorios
para a maioria dos analitos, exceto, para
nafcilina e dicloxacilina. Portanto 0 método
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pode ser considerado reprodutivel para todos
os analitos estudados, com excecdo dos
mesmaos.

Para a conclusdo com relacdo a precisdo do
método foram considerados os resultados
dos  estudos de  repetitividade e



reprodutibilidade intralaboratorial. Alguns
valores de coeficiente de variacdo
apresentaram desvios em relacdo ao
estabelecido em legislagdo, entre eles estdo:
clortetraciclina, cloxacilina, dicloxacilina e
nafcilina. Os dois primeiros analitos foram
considerados satisfatorios com relacdo a
precisdo, apesar do valor de CV em
condicfes de repetitividade ter sido
ligeiramente superior ao estabelecido como
aceitavel pelo Codex (2009). A justificativa
para a aceitacdo esta no fato de que o valor
do CV de repetitividade esta bem proximo
ao valor tido como aceitavel, além disso,
este  parametro em  condi¢bes  de
reprodutibilidade intralaboratorial estd de
acordo com o estabelecido pela mesma
referéncia. Em contrapartida a precisdo
desse método para a dicloxacilina e a
nafcilina ndo pode ser garantida, pois os

valores de CV em condigdes de
repetitividade e reprodutilidade
intralaboratorial estdo bem acima do

considerado adequado pelo Codex (2009).

Contudo, o método proposto pode ser
considerado preciso para determinacdo de:
ampicilina, cefazolina, penicilinas V e G,
oxacilina, cloxacilina, tetraciclina,
oxitetraciclina e clortetraciclina.

5.7 Veracidade

A avaliacdo da veracidade do método foi
realizada a partir dos dados obtidos do
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ensaio de recuperacdo (item 4.2.8), que foi
executado por dois analistas diferentes em
trés ocasides distintas, totalizando 108
amostras analisadas. Para tal avaliacdo, foi
calculada a percentagem de recuperacao das
amostras adicionadas de padrdes (Fig. 18)
no referido experimento, que foram obtidas
nos trés niveis e um valor geral para um
analista e da combinacédo dos dados dos dois
analistas (Tab. 21 e 22). Os valores obtidos
foram comparados com o0s que estdo
estabelecidos no Codex (2009) (Tab. 18).

REC = @100
Ca

Figura 18. Equacdo para céalculo de recuperacéo
das amostras analisadas.

Sendo:
Co = Concentracéo obtida ao final da anélise.
Ca = Concentracdo adicionada.

Os valores de recuperacdo, em condicdes de
repetitividade, estdo em conformidade com
os pardmetros do Codex (2009) para todos
os analitos, exceto a dicloxacilina e
nafcilina. Os mesmos resultados foram
observados quando os dados dos dois
analistas foram combinados
(reprodutibilidade intralaboratorial).
Contudo, pode-se dizer que o0 método possui
veracidade aceitdvel para os analitos:
ampicilina, cefazolina, oxacilina,
cloxacilina, penicilinas G e V, tetraciclina,
oxitetraciclina e clortetraciclina



Tabela 21. Valores de recuperacdo obtidos do analista 1 (n=54) em condigdes de repetitividade.

- ) i
Concentragio 9% Recuperacio  Viedia ¥ Recuperagao

Analito 1 - ; geral aceitavel (Codex,  Avaliacéo
(ug.Kg™) média obtida (%) 2009)

25 100,2

Ampicilina 50 99,5 100,9 702110 Aceitavel
75 103,0
150 101,7

Cefazolina 300 101,6 102,9 80a110 Aceitavel
450 105,3
150 103,7

Cloxacilina 300 105,3 103,8 80a110 Aceitavel
450 102,2
150 130,1

Dicloxacilina 300 134,9 130,0 80a110 Inaceitavel
450 124,8
150 118,5

Nafcilina 300 119,4 1175 80a 110 Inaceitavel
450 114,7
150 104,6

Oxacilina 300 107,0 104,3 80a110 Aceitavel
450 101,1
25 101,3

Penicilina G 50 101,1 100,2 70a110 Aceitavel
75 98,4
12,5 111,3

Penicilina V 25 108,6 107,3 70a110 Aceitavel
37,5 102,1
300 97,7

Clortetraciclina 600 90,2 98,1 80a110 Aceitavel
900 106,8
300 101,1

Oxitetraciclina 600 102,3 104,0 80a110 Aceitavel
900 108,3
300 97,6

Tetraciclina 600 97,7 98,8 80a110 Aceitavel
900 101,0
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Tabela 22. Valores de recuperacao obtidos dos analista 1 e 2 (n=108) em condic8es de reprodutibilidade

intralaboratorial.

o - %
. %) Média ~
Analito Concentrfigao Recuperacéo geral Recupe,ra(;ao Avaliacdo
1
(MO-KOT)  gdiaobtida (%) aceitavel
(Codex, 2009)
25 98,5
Ampicilina 50 101,1 101,6 70a110 Aceitavel
75 105,2
150 104,9
Cefazolina 300 105,0 106,0 80a110 Aceitavel
450 108,2
150 103,2
Cloxacilina 300 99,2 99,8 80a110 Aceitavel
450 96,8
150 115,0
Dicloxacilina 300 114,2 112,2 80a1l10 Inaceitavel
450 107,3
150 113,3
Nafcilina 300 111,1 1111 80a110 Inaceitavel
450 108,9
150 101,5
Oxacilina 300 96,3 97,4 80a110 Aceitavel
450 94,3
25 101,9
Penicilina G 50 100,2 100,8 70a110 Aceitavel
75 100,2
12,5 106,2
Penicilina V 25 99,0 100,4 70a110 Aceitavel
37,5 96,1
300 93,8
Clortetraciclina 600 91,3 95,2 80a110 Aceitavel
900 100,5
300 100,8
Oxitetraciclina 600 96,8 99,4 80a 110 Aceitavel
900 100,4
300 98,8
Tetraciclina 600 95,6 96,8 80a110 Aceitavel
900 96,0
5.8 Expansdo para as espécies: das espécies a serem incluidas. Foram

bovino, ave e equino.

A ampliacdo do escopo do método para as
espécies bovino, equino e ave foi executada
por comparagdo da curva de calibragdo da
espécie validada com a curva de calibragdo
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analisadas 24 amostras brancas, na faixa de
trabalho do método, sendo seis de rim de
suino (espécie validada), seis de rim ave,
seis de rim equino e seis de rim bovino,
conforme descrito no item 4.2.9.



As amostras foram analisadas e as curvas
comparadas a partir do teste F e teste t de
Student, considerando 95% de significancia.
Os caélculos executados correspondem
exatamente aos mesmos realizados no item
5.4 efeito de matriz.

Inicialmente fez-se o teste F para avaliacdo
da diferenca entre a variancia das curvas,
com a combinacdo dos dados dos trés dias
de andlise. O valor de F critico foi
comparado com o valor tabelado,
considerando 95% de significancia e cinco
graus de liberdade. O resultado do teste
demonstrou que todas as curvas apresentam
dados heterocedasticos, que serviu para
direcionar o teste t de student para que fosse
executado considerando essa diferenca entre
as variancias.

Na sequéncia, foi realizado o teste t para
comparacdo das médias ponto a ponto em
todos os niveis da curva de calibragdo. Os
valores de t critico foram comparados ao t
tabelado, considerando 95% de significancia
e 16 graus de liberdade. O resultado desse

teste demonstrou diferenca significativa
entre as médias da curva da espécie validada
(suino) quando comprada as médias das
curvas de bovino, equino e ave. A diferenca
detectada nas curvas indica efeito de matriz
entre as espécies estudadas.

O fato das curvas das espécies estudadas
terem sido estatisticamente diferentes foi
fator determinante para que as curvas
fossem estudadas individualmente. Os dados
do experimento de comparacdo das curvas,
explicitado anteriormente, permitiram o
estudo da linearidade e a determinagdo de
CCa e CCp para essas espécies. A avaliagdo
da linearidade e a determinacdo do limite de
decisdo e capacidade de deteccdo foram
realizadas conforme descrito nos itens 5.2.2
e 5.5, respectivamente. As curvas de equino,
bovino e ave foram consideradas adequadas
para o ajuste linear, de acordo com o0s
resultados do teste t para R? realizados. Os
valores de CCa e CCP determinados para as
referidas espécies estdo relacionados na
Tabela 23.

Tabela 23. Valores de CCa e CCp das espécies ave, bovino eqiiino obtidos por anélise de curva de

matriz branca adicionada de padrdes em trés dias.

AVE BOVINO EQUINO
. CCa CCB CCa CCB CCa CCB
Analitos okeD)  (uokg))  (uokeY) ok (uokgd  (ugkg?)
AMP 55,9 61,9 54,2 58,31 52,8 55,6
CEZ 320,7 3415 315,9 331,8 318,9 337,8
CLT 644,4 688,9 643,9 687,8 652,0 704,0
CLX 321,0 342,0 319,1 338,1 332,1 364,2
DCX 3229 3459 325,8 351,6 328,2 356,5
NAF 317,2 3345 330,4 360,9 3229 346,0
OXC 320,6 341,1 318,6 337,3 312,6 325,1
OXT 631,4 662,8 623,7 647,4 615,7 631,5
PENG 52,9 55,8 52,9 55,8 525 55,0
PENV 31,6 37,2 30,5 36,0 31,4 37,9
TET 621,2 642,5 624,9 649,7 627,7 655,3

Os experimentos para ampliacdo de escopo
do método demonstraram  diferenga
significativa entre as curvas das espécies a
serem incorporadas no método com a
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espécie validada. Apesar da diferenca, o
resultado da avaliacdo da linearidade bem
como os dados de CCa ¢ CCP determinados
para essas espécies, possibilita que o método



seja aplicado a elas, desde que a
quantificagdo das substancias numa amostra
“real” seja efetuada em curva de calibragdo
de amostra adicionada de padrdes da prépria
espécie. Contudo, pode-se afirmar que o
método proposto pode ser aplicado para
analise de rim, dos p-lactdmicos e
tetraciclinas estudados, nas espécies: suino,
equino, bovino e ave.

5.9 Inclusao de novos analitos

da doxiciclina,
epioxitetraciclina e

A inclusédo
epiclortetraciclina,

Recuperado 1LMR-RIM SUINO
REC-1-14-02-11-ijn1
1004

%

3.00
[

epitetraciclina  foi efetuada conforme
experimento delineado no item 4.2.10.

Na infusdo direta, executada na etapa inicial
de otimizacdo dos novos analitos, foram
determinadas as condicdes que
proporcionassem maior intensidade de sinal
gue foram agrupados nas Tabelas 24 e 25.
Na sequéncia, eles foram injetados nas
condi¢cBes cromatograficas ja otimizadas,
obtendo  sinais intensos e  bandas
cromatograficas bem resolvidas, da mesma
forma que os analitos ja validados (Fig. 19).
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Figura 19. Cromatograma de recuperado de rim suino no nivel do LMR nas condi¢des de trabalho da

validagdo dos analitos incluidos posteriormente.
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Tabela 24. Transicdes monitoradas, energias de cone e colisdo obtidos apds a otimizacdo dos analitos

incluidos posteriormente.

Analitos Eﬁ:}zr)J recursor ;I'nl;?zr;sigﬁes Cone (V) Ezﬁzg? (23/) Dwell time (s)
Doxiciclina 445,0 f’ég:g 35 28 0,050
- 98,1 35
Eclortetraciclina 479,1 4441 25 35 0,010
. - 154
Eoxitetraciclina  461,1 424'1 25 gg 0,010
- 392,1 30
Etetraciclina 445,1 98.1 25 10 0,010

Tabela 25. Avaliacdo da intensidade relativa dos ions da doxiciclina e dos epimeros das tetraciclinas,
incluidos posteriormente, considerando a tolerancia da Concerning the performance of analytical
methods and the interpretation of results (2002).

Analitos Média Desvto CV (%) Tolerancia Avaliacio
geral Padréo

Doxiciclina 3,8 0,30 7,9 +50% Aceitavel

Eclortetraciclina 26,5 3,1 11,7 +25% Aceitavel

Eoxitetraciclina 15,8 1,1 6,9 +30% Aceitavel

Etetraciclina 29,2 3,4 11,6 +25% Aceitavel

Posteriormente a otimizacdo, foi avaliada a
linearidade da curva preparada na faixa de
trabalno do meétodo. A linearidade foi
verificada por meio de teste t, conforme
descrito no item 5.2.2. As curvas de
calibragdo foram consideradas adequadas
para o ajuste linear, de acordo com o0s
resultados do teste t para R? realizados para
doxiciclina e todos 0s epimeros.

Em seguida, foi calculada a concentragéo e a
recuperacdo das amostras adicionadas. A
veracidade foi avaliada através da
recuperacdo de acordo com parametros
estabelecidos pelo Codex (2009) (Tab.12).

Os valores de recuperacdo da doxiciclina e
dos epimeros da tetraciclinas nas amostras
(Tab. 20) estdo em conformidade com os
valores estabelecidos como aceitaveis.
Portanto, pode-se dizer que a veracidade do
método para esses analitos é adequada.

A precisdo do método, para esses analitos,
foi avaliada a partir da comparagéo do valor
de CV calculado com valores estabelecidos
pelo Codex (2009). Em todos os resultados,
0 CV (%) obtido estd de acordo com
estabelecido, exceto para doxiciclina, que
apresentou valor ligeiramente superior (Tab.
26).

Tabela 26. Valores de CCa, CCP, Recuperagdo, CV e estimativa de incerteza robusta da doxicilina e
epimeros das tetraciclinas, incluidos posteriormente.

Analito CCa CCp REC CV Avaliacio Incerteza
(ugkg)  (uokg) (%) (%) robusta (ug.kg™)
Doxiciclina 809,0 1018,1 102,1 20,8 Inaceitavel 287,9
Epiclortetraciclina  739,4 878,8 93,3 15,2 Aceitdvel 241,6
Epioxitetraciclina  698,8 797,7 1094 9,2 Aceitavel  132,8
Epitetraciclina 723,8 847,7 98,1 12,8 Aceitavel 215,8
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O limite de decisdo e a capacidade de
deteccdo (Tab. 26) foram calculados
conforme estabelecido em Concerning the
performance of analytical methods and the
interpretation of results (2002), em que
tanto o CCa quanto CCB levam em
consideracdo o desvio padrdo das 20
amostras analisadas no LMR (Fig. 20).

CCa = LMR +1,64%S
CCB=CCa +164xS

Sendo: S = Desvio padréo.

Figura 20. Equacéo para calculo de CCa ¢ CCp
considerando o desvio padrdo de 20 amostras
adicionadas de padrdo analisadas no nivel do
LMR.

A incerteza foi estimada, para os analitos a
serem incluidos no método, conforme
descrito no item 5.12, nos quais também
foram consideradas as incertezas da curva de
calibracéo e de reprodutibilidade
intralaboratorial. No entanto, essa, foi
denominada incerteza robusta, pois se trata
de um valor obtido de menos replicatas do
gue previsto para a estimativa de incerteza
do método. De acordo com o experimento
realizado, o valor da incerteza robusta foi
calculado apenas para o nivel do LMR (Tab.
26).

Contudo, os resultados obtidos para 0s
pardmetros estudados indicaram que 0s
analitos:  doxiciclina, epiclortetraciclina,
epioxitetraciclina e epitetraciclina podem ser
analisados pelo método proposto. A
doxicilina apresentou CV ligeiramente
acima do estabelecido, no entanto todos os
demais requisitos, entre eles, linearidade e
recuperacdo estdo em conformidade com o
estabelecido, sendo por isso também
incorporada ao método.

5.10 Robustez

O experimento para avaliacdo da robustez
foi executado conforme descrito no item
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4.2.11. Estatisticamente ela foi verificada
por concepcdo fatorial fracionaria do teste
de Youden.

As amostras foram  analisadas, a
concentracdo de cada uma foi calculada
usando curva de calibracdo ponderada como
foi realizado em toda validagcdo. Calculou-
se também a recuperagdo das amostras
analisadas de acordo com a combinagéo de
condicBes previstas (Quadro 2), em que cada
combinacdo implica em um resultado final
de recuperacdo representado pelas letras: s,
t,u,v,w,y, xez.

A média de recuperagdo de cada fator foi
calculada considerando os resultados em que
esse fator estava incluido (Fig. 21).

A:S+t+u+y a:v+w+x+z
4 4

g Sttrwex po UtVEX+y
4 4

C_STU+W+X oo LHVHy+z
4 4

Figura 21. Equacbes para célculo da média de
recuperacdo de cada fator estudado na robustez.

Foi determinado o efeito da variagdo em
cada fator atraves da diferenca dos
resultados de recuperacdo de cada um (Fig.
22).

Da=A-a
Db=B-b
Dc=C-c¢

Figura 22. EquacgBes para célculo da diferenca
das médias dos resultados de recuperagdo de
cada fator estudado na robustez.

O teste foi finalizado calculando-se o desvio
padrédo das diferengas (Sp;) de cada fator
(Fig. 23).



2 2 2
SDi=\/2(Da +D:;:) +Dc ]

Figura 23. Equacdo para calculo do desvio
padrdo das diferencas de cada fator estudado na
robustez.

O valor de desvio padrdo das diferencas dos
fatores estudados (Sp;) foi comparado com o
valor de desvio padrdo no nivel do LMR em
condigoes de reprodutibilidade
intralaboratorial (Seepro), representados na
Tabela 27. Essa diferenca foi utilizada
como critério para avaliacdo da robustez,
sendo que esta seria considerada aceitavel
para valores de Sp; menores que Srepro.

Tabela 27. Valores de SDi e Srepro e avaliacdo
da robustez

Analitos Spi Srepro  Avaliacdo
Ampicilina 1822 97 N0
aceitavel
Cefazolina 1330 11,7 Ndo
aceitavel
Clortetraciclina 95,1 21,7 Nac_)’
aceitavel
Cloxacilina 21,0 205 N0
aceitavel
Dicloxacilina 30,3 46,3 Aceitavel
Nafcilina 322 269 NO
aceitavel
Oxacilina 289 139 NdO
aceitavel
Oxitetraciclina 78,5 12,7 Nac')’
aceitavel
PeniclinaG 69,5 7,7 N0
aceitavel
PenicilinaV 371 213 a0
aceitavel
Tetraciclina 77,4 18,3 Naq’
aceitavel
Doxiciclina 91,2 21,2 NaO.
aceitavel
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Contudo, conclui-se que 0 método ndo pode
ser considerado robusto, face as alteracfes
estudadas, para quase todos os p-lactamicos
e tetraciclinas, exceto para a dicloxacilina,
cujo valor de Sp; foi menor que o desvio
padrdo de reprodutibilidade. Nesse caso, o0
elevado valor de desvio padrdo em
condicbes  de  reprodutibilidade  da
dicloxacilina foi responsavel por este
resultado, caso o referido desvio se
apresentasse  dentro  0s  parametros
estabelecidos por legislacdo a avaliagdo da
robustez também seria ndo aceitavel para
este analito.

5.11 Determinacdode LDe LQ

Os valores de limite de detecgdo e
quantificagdo foram determinados de acordo
com experimentos descritos no item 4.2.12,
ambos avaliados com a combinacdo dos
resultados dos dois experimentos. Os niveis
aplicados para determinacdo  desses
pardmetros tiveram como base limites
obtidos a partir da curva usada no célculo de
CCo, exceto doxiciclina, que ndo foi
calculado, pois na ocasido o padrdo da
mesma ndo havia sido adquirido. A
doxiciclina foi testada no mesmo nivel da
maioria das outras tetraciclinas. Na ocasido
desse experimento os epimeros ndo haviam
sido adquiridos, portanto ndo foram
contemplados.

O LQ de referéncia foi obtido usando a
equacdo para calculo de CCo (Fig. 14)
substituindo, na formula, o valor de LMR
por zero. Os valores de referéncia, bem
como os valores de LD e LQ testados, estdo
apresentados na Tabela 28.



Tabela 28. Valores de concentracdo do LQ de referéncia, LQ e LD que foram testados

experimentalmente.

Grupo  Analito LQ referéncia (ug.kg?)  LQ testado (ug.kg?) LD testado (ug.kg™)
Ampicilina 51 10,0 5,0
Cefazolina 11,6 15,0 7,5
Cloxacilina 15,6 50,0 25,0

§ Dicloxacilina 43,9 50,0 25,0
= Nafcilina 31,7 50,0 25,0
< Oxacilina 449 50,0 25,0
= Peniclina G 2,2 50 2,5
= Penicilina V 9,2 10,0 5,0
. Clortetraciclina 88,7 50,0 25,0

g o Oxitetraciclina 24,6 30,0 15,0

= £ Tetraciclina 31,7 30,0 15,0

F 'S Doxicilina - 30,0 15,0

O LD foi avaliado considerando apenas a
detecgdo dos analitos em todas as amostras.
Na deteccdo estdo incluidos, tempo de
retencdo e razdo de ions coincidentes com a
curva de calibracdo. Em todas as amostras
analisadas os p-lactdmicos e tetraciclinas
estudados foram detectados, portanto o0s
limites de deteccdo testados correspondem
ao LD do método.

No caso do LQ, as amostras foram avaliadas
com relacdo & deteccdo, precisdo e
veracidade dos resultados. A concentragéo e
a recuperacao das amostras foram calculadas
(Fig. 18) e avaliadas segundo critérios do
Codex (2009). Para avaliacdo da preciséo
nesse nivel de concentragdo, foi calculado o
também considerados.

valor de CV (Fig. 17) que também avaliado
segundo critério estabelecido no Codex
(2009). Todas as amostras analisadas foram
detectadas e os valores de recuperacéo e CV
aceitdveis de acordo com  critério
estabelecido. Pode-se dizer que o referido
método apresenta precisdo e veracidade
aceitaveis para esse nivel de trabalho. Os
valores de recuperagdo e CV obtidos estdo
apresentados na Tabela 29.

Os limites de quantificacdo obtidos estéo
bem abaixo dos valores de LMRs de cada
analito, portanto esse método é capaz de
efetuar um monitoramento preciso e bem
abaixo do que a legislagdo permite. No
entanto, 0s outros parametros devem ser

Tabela 29. Valores determinados de LQ experimental, recuperagdo e CV nesse nivel.

Analito LQ (ug/kg) Recuperagdo (%) CV (%) Avaliagcéo
Ampicilina 10,0 88,2 13,9 Aceitavel
Cefazolina 15,0 106,7 14,1 Aceitavel
Cloxacilina 50,0 116,5 14,0 Aceitavel

Dicloxacilina 50,0 105,1 18,0 Aceitavel
Nafcilina 50,0 103,9 12,9 Aceitavel
Oxacilina 50,0 112,6 9,6 Aceitavel

Peniclina G 5,0 83,7 19,7 Aceitavel
Penicilina V 10,0 91,2 24.8 Aceitavel
Clortetraciclina 50,0 109,6 13,7 Aceitavel
Oxitetraciclina 30,0 109,3 16,2 Aceitavel
Tetraciclina 30,0 97,6 17,7 Aceitavel
Doxicilina 30,0 98,1 9,9 Aceitavel
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5.12 Estimativa de incerteza 4.2.2.12. Nela, foram consideradas duas

principais fontes de incerteza: a incerteza de
A incerteza de medicdo foi estimada calibracdo (Fig. 24) e de reprodutibilidade
conforme estratégia descrita no item (Fig. 25).

b2
x* = valor da concentragdo do analito no nivel de referéncia (ex.: LMR)
S2(y*) = variancia da resposta instrumental estimada a partir dos pardmetros da curva de calibragéo.
S2(a) = variéncia do intercepto da curva de calibraco.
S2(b) = variancia da inclinacdo da curva de calibragéo.
cov (a,b) = covariancia entre o intercepto e a inclina¢do da curva de calibrag&o.
b = inclinagéo da curva de calibragéo.

U \/sz(y*)+sz(a)+(x*)2 s?(b)+2x*cov(a,b)
calib =
Sendo:

Figura 24. Equagdo para célculo de incerteza da curva de calibragéo.

repro
Upepro = (X¥) | =2
Sendo: X \/ 2 2
x* = valor da concentrac¢do do analito no nivel de u final— U calib + U repro
referéncia (ex.: LMR)
Seepo = desvio padrio em condicBes de Figura 26. Equacdo para célculo de incerteza
reprodutibilidade. final que corresponde & combinacdo das
X = concentragdo média. incertezas da curva de calibracdio e
reprodutibilidade intralaboratorial.
Figura 25. Equacdo para calculo de incerteza de Tabela 30. Valores de estimativa de incerteza
reprodutibilidade intralaboratorial. expandida obtida da combinacdo das incertezas
da curva de calibracdo e de reprodutibilidade
Os valores das incertezas estimadas est&o intralaboratorial.
apresentados na Tabela 30. A incerteza final Analitos  ncerteza (ug/kg)
(usina)) foi reportada com a combinagdo das 05LMR 1,0LMR 15LMR
incertezas de calibracdo e reprodutibilidade AMP 51 9,6 11,4
intralaboratorial (Fig. 26), sendo calculada CEZ 53,1 76,9 84,7
para trés niveis 0,5; 1,0 e 15 LMR. A CLX 59,4 123,7 180,4
incerteza reportada corresponde a incerteza DCX 142,6 253,6 367,4
expandida, que representa melhor a NAF 86,5 155,9 254,2
incerteza  do  mensurando  (GUIA OXC 67,1 99,7 129,5
eurachem/citac: determinando  a PEG 11,5 13,0 8,7
incerteza de medicdo, 2000), pois fornece PEV 8,2 12,1 12,8
um intervalo no qual se encontra o valor do CLT 146,8 3018 482,3
mensurando com alto nivel de confianga. A OXT 83,2 158,9 3046
TET 142,0 252,3 347,2

incerteza expandida foi obtida a partir da

incerteza combinada multiplicada pelo fator
de abrangéncia k, que neste caso é
aproximadamente 2, pois foi considerado
nivel de confianca 95%.
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5.13 Aplicacéo do método no PNCRC

O método validado j& estd sendo utilizado
pelo LRM — LANAGRO/MG para anélises
de confirmagdo dos [ -lactimicos e
tetraciclinas. Sdo analisadas amostras de rim
suino, bovino, equino e de aves que fazem
parte do programa brasileiro de controle de
residuos e contaminantes.

A logistica de trabalho do laboratério de
analise de residuos de antibidticos se baseia
numa analise preliminar de triagem
microbioldgica, e a partir dela, as amostras
sdo direcionadas para a confirmacdo por
cromatografia. As amostras consideradas
positivas na triagem sdo analisadas para
confirmacdo dos residuos dos grupos:
macrolideos e lincosamidas,
aminoglicosideos, tetraciclinas e B-
lactamicos. O ndmero de amostras
analisadas e confirmadas como positivas
para tetraciclinas no periodo de marco a
julho de 2011 estdo apresentadas na Tabela
31.

As amostras de rim de suino sdo as que mais
apresentam  resultado  positivo  para
tetraciclinas, em torno de 77% das amostras
detectadas para esse grupo. Entre elas, a
doxiciclina foi a mais encontrada seguida da
oxitetraciclina.

O nadmero total de analitos detectados (27)
estd diferente do ndmero de amostras
positivas (26), pois em uma das amostras
analisadas  foram detectadas duas
tetraciclinas (clortetraciclina e doxiciclina).
Nenhuma amostra obteve resultado positivo
para os B-lactamicos e a maior concentragédo
encontrada entre as amostras analisadas foi
479 pg/kg (rim suino) para clortetraciclina,
valor que esta abaixo do limite estabelecido
pela comunidade européia (600 pg/kg).
Importante ressaltar que os demais grupos
de antimicrobianos analisados (macrolideos
e aminoglicosideos) apresentaram ndmero
consideravelmente menor de amostras
detectadas (aproximadamente 13%) quando
comparados com as tetracilinas (87%).

Tabela 31. Amostras do PNCRC analisadas no LRM pelo método proposto neste trabalho no periodo de

mar¢o a julho de 2011.

Amostras recebidas

Bovino Suino Aves Equino Total
310 315 276 29 930
Amostras enviadas para confirmagdo

Bovino Suino Aves Eqlino Total
41 168 11 7 227

Amostras positivas que foram confirmadas

Tetraciclinas 26
Aminoglicosideos 1
Macrolideos e lincosamidas 3
B-lactdmicos 0
Total 30

Amostras confirmadas para tetraciclinas

Bovino Suino Aves Eqlino Total
0 24 2 0 26
Analitos detectados Total
Clortetraciclina 6 amostras

Doxiciclina 12 amostras 27
Oxitetraciclina 9 amostras
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Os resultados das amostras analisadas no
programa de controle de residuos brasileiro
indicam que as tetraciclinas representam os
medicamentos mais utilizados em medicina
veterinaria entre os avaliados, especialmente
na produgdo de suinos. Este resultado é
coincidente com dados de outros paises, de
acordo com Kool et al. (2008) e Company6
et al (2009). Esses relataram que em paises
da Europa e nos Estados Unidos as
tetraciclinas sdo as mais utilizadas entre os
antimicrobianos de uso veterinario.

Os resultados das amostras analisadas
reforcam a importancia dessa metodologia
para 0 MAPA no monitoramento dos
residuos dos B-lactdmicos e das tetraciclinas,
principalmente.

6. Conclusotes

O método validado é seletivo, com precisao
e veracidade em conformidade com critérios
do Codex, com faixa linear de trabalho
centrada no LMR e demonstra que pode ser
aplicado para as espécies: suino, bovino,
equino e aves. As amostras analisadas
devem ser quantificadas em curva matrizada
da prépria espécie, devido ao efeito
significativo desta na deteccdo dos analitos.

As etapas de andlise, incluindo a propor¢édo
de &gua/acetonitrila no inicio da extracéo,
guantidade de fase dispersiva e temperatura
de evaporacdo do extrato, devem ser
monitoradas, pois o método ndo se
apresentou robusto fora dessas condicdes.

Os analitos estudados podem  ser
quantificados em niveis bem inferiores ao
LMR, com preciséo e veracidade adequadas,
além disso, o0 método também é capaz de
identificar e quantificar os isémeros das
tetraciclinas: epiclortetraciclina,
epioxitetraciclina e epitetraciclina com a
mesma precisdo. Os requisitos de validacdo
propostos ndo foram satisfatérios para a
dicloxacilina e nafcicilina, portanto, esse
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método ndo pode garantir a qualidade dos
resultados das mesmas.

Contudo, os pardmetros de desempenho
avaliados demonstraram total adequacdo
desse método para deteccdo e quantificagdo
de residuos dos B-lactimicos: ampicilina,
cefazolina, oxacilina, cloxacilina, penicilina
G, penicilina V e as tetraciclinas:
clortetraciclina, epiclortetraciclina,
oxitetraciclina, epioxitetraciclina,
tetraciclina, epitetraciclina e doxicilina em
rim de suinos, equinos, bovinos e aves.

O método encontra-se implementado no
Laboratério de Residuos de medicamentos
Veterinarios fazendo parte do escopo do
mesmo no atendimento do PNCRC
apresentando resultados satisfatérios em
todos os controles de garantia da qualidade.
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