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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS RAPIDOS DE
ANALISES DE RESIDUOS DE FARMACOS E PESTICIDAS EM MATRIZES
BIOLOGICAS E VEGETAIS POR LC-MS/MS

O aumento na demanda de andlises quimicas e a crescente
preocupacdo com o meio ambiente faz com que métodos analiticos mais modernos
de extracdo e analise sejam desenvolvidos e validados, buscando uma reducéo
significativa no consumo no solvente e no tempo de analise

Este projeto tem como objetivo fazer uso de técnicas modernas, mais
baratas e mais rapidas de extracdo de amostras, bem como utilizar sistemas
cromatograficos ultrarrapidos (UHPLC), com o emprego colunas com diametro de
particulas reduzidos que possibilitam reduzir significativamente o tempo da analise, o
consumo de solventes e de reagentes, utilizando sistemas de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS).

Todos os métodos desenvolvidos foram validados de acordo com a
RDC 27/2012 e a RDC 04/2012 no caso de pesticidas. Todos os resultados obtidos
estdo dentro dos parametros exigidos de cada norma de validacéao.

Com os resultados obtidos foi alcancada uma reducdo média de 50%
nos custos das andlises, aumentando a lucratividade e a capacidade produtiva dos

laboratorios de analise com a reducéo de insumos e tempo de analise.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF FAST METHODS FOR
ANALYSIS OF RESIDUAL DRUGS AND PESTICIDES IN BIOLOGICAL AND
VEGETABLES SAMPLES BY LC-MS/MS

The increased demand for chemical analysis and the growing concern
with the environment implies in the urgency for more modern analytical methods of
extraction and analysis to be developed and validated, seeking a significant reduction
in solvent consumption and analysis time.

In the present work it was purpose to make use of modern, cheaper and
faster sample extraction techniques, as well as chromatographic system based on
ultrafast chromatograph systems (UHPLC), using columns packet with reduced
diameter of particles that enable to reduce significantly the time of analysis, solvent
consumption and reagents, and coupling with mass spectrometry (LC-MS/MS).

All developed methods were fully validated according to the RDC
27/2012 and the RDC 04/2012 in the case of pesticides. All results are within the
parameters required for each standard validation.

An average 50% reduction in analytical costs, increasing profitability,
and the productive capacity of laboratories with the reduction of materials and

analysis time where achieved.
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1.0. INTRODUCAO

1.1. Legislacao vigente para analise de residuos

O conceito de seguranca alimentar envolve, entre outras coisas, 0
controle de residuos de substancias quimicas, envolvendo pesticidas e
medicamentos, quer sejam intencionais ou acidentais!. Antes de um medicamento
ser aprovado para uso terapéutico ou profilatico, é necessério que seja demonstrada
alguma evidéncia cientifica aos 6rgdos competentes quanto a sua seguranca e
eficiéncia®.

Os residuos de um medicamento ou outras substancias quimicas e
seus derivados podem sofrer acimulo ou depdsito nas células, tecidos, liquidos
corporais ou 6rgdos de um animal, ap6s seu uso no controle ou tratamento de
doencas, ou apds seu uso para promover o crescimento e melhora da eficiéncia
alimentar?>. Considerando a possibilidade de que residuos de medicamentos
presentes em produtos de origem animal venham a causar efeitos adversos a satde
humana, foram estabelecidos niveis de tolerancia destes apés estudos. No Brasil, é
competéncia do Ministério da Saude estabelecer estes valores, considerando-se
ainda as recomendacdes do Codex Alimentarius?.

O Limite de Toleréancia, ou Limite Maximo de Residuos (LMR) segundo
o Codex Alimentarius, refere-se ao nivel maximo permitido da concentracdo de
determinada substancia quimica presente no alimento disponivel para consumo.
Este pode ser expresso nas unidades mg/kg e mg/L (ppm), ou pg/kg e ug/L (ppb) e
se baseiam no tipo e quantidade do residuo considerando-se sua toxicidade e a
Ingestdo Diaria Aceitavel®.

Em geral, a maior parte dos residuos de antibioticos detectados acima
dos limites permitidos em produtos de origem animal, deve-se a fatores tais como:

e Desrespeito aos prazos de caréncia,;

e Tentativa de mascarar sinais clinicos de doencas na ocasiao do
abate;

¢ Uso de medicamentos nao-aprovados;

e Uso de doses excessivas ou desnecessarias na producdo
animal.

Residuos de medicamentos no organismo podem variar

consideravelmente dependendo do tecido analisado. Em geral, as concentragfes



sdo maiores em tecidos como o tecido adiposo, ou em 6rgdos responsaveis por
metabolizacdo e excrecdo, como figado e rins.

De acordo com o0 PNCR (Programa Nacional de Controle de Residuos),
a realizacdo de analises sobre a presenca de residuos de determinados
medicamentos em produtos de origem animal é feita considerando-se com o0s
seguintes critérios?:

e Se a substancia deixa residuo;

e O grau de toxicidade do residuo e seu efeito sobre a saude humana;

e O grau de exposi¢cdo da populacdo ao residuo em questédo, de acordo
com habitos alimentares, poder aquisitivo, sistemas e tecnologias de
producdo animal utilizadas;

e Modo de uso de medicamentos que possam deixar residuos, de acordo
com as praticas agropecuarias;

e Disponibilidade de métodos adequados e confidveis para pesquisa de
residuos;

e Interferéncia da presenca de residuos nas exportacdes de produtos de
origem animal.

Conforme dados do Sindicato Nacional da Industria de Produtos para
Saude Animal (SINDAN) (Figura 1.1), o faturamento do setor em 2013 foi de R$
3,956 bilhdes, onde os antimicrobianos ou antibioticos representaram 16% (Figura
1.2), cujos principais tipos de rebanhos consumidores foram o0s ruminantes
56,3%(Figural.3).

Faturamento (RS 1,000.000,00)

2008 2009 L] 2011 plijk] 013

Figura 1.1 Evolucéo faturamento da industria veterinéria
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Figura 1.3 Participacdo das espécies no faturamento

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) sobre a projecdo da producdo agropecuaria brasileira entre o periodo de
2008/2009 a 2018/2019° a producdo de carnes (bovina, suina e aves), devera
aumentar em 12,6 milhdes de toneladas, o que representa um acréscimo de 51,0 %
em relacdo a producdo de carnes de 2008. Estes fatores levardo a uma expressiva
mudanca de posicdo do Brasil no mercado mundial em 2018/2019, onde as
exportacdes de carne bovina brasileira representaréo 60,6 % do comércio mundial; a
carne suina representara 21,0 % do comércio e a carne de frango representara 89,7

% do comércio mundial. Esses resultados indicam que o Brasil continuard a manter



sua posicéo de primeiro exportador mundial de carne bovina e de carne de frango.
Como consequéncia, haverd um aumento da demanda por produtos veterinarios e

por defensivos agricolas de forma a se alcancar tais previsées de producéo?.

1.2. Preparo de amostra

Uma das etapas mais importantes no processo de analise de residuos
de farmacos em matrizes biologicas € a etapa de extracdo. A determinacdo de
residuos de produtos veterinarios € um desafio, devido as baixas concentracées dos
analitos (na ordem de partes por bilhdo até partes por trilhdo), por apresentarem
propriedades quimicas distintas, bem como devido a complexidade das matrizes,
onde estes sdo analisados . Assim faz-se necessario uma etapa prévia de preparo
da amostra. Adicionalmente como as medidas sdo normalmente efetuadas para
determinacdo de compostos em baixos niveis de concentracao, as interferéncias sao
problemas frequentes que devem ser considerados. Os principais objetivos do
preparo da amostra sdo, portanto, promover uma extracdo eficiente e o
enriguecimento dos analitos de interesse, e a remocdao, tanto quanto possivel, dos
interferentes. As possiveis perdas de analito nesta etapa podem comprometer o
resultado das andlises. Desta maneira, o preparo da amostra é uma etapa crucial
dentro de todo o processo analitico®’.

Nos dultimos anos, ocorreu um rapido desenvolvimento de novos
métodos analiticos, para a determinacdo de residuos de produtos veterinarios em
matrizes biologicas.. Um método vem se destacando nos ultimos anos como um
método robusto rapido e eficiente, conhecido como QUEChERS, este método sera
empregado em uma parte desenvolvida neste projeto®°.

No sentido de melhorar a andlise quantitativa, esforcos foram
realizados no desenvolvimento de novos métodos de extracdo e preparo de
amostra'®!!, Em 2003, Anastassiades et al. com o objetivo de superar limitacGes
praticas dos métodos multirresiduo de extracdo disponiveis na época, introduziram
um novo procedimento de preparo de amostras para extracdo de residuos de
pesticidas denominado QUEChERS?!?13, Esse método, que tem como vantagens ser
rapido, facil, econdbmico, efetivo, robusto e seguro, explora as possibilidades
oferecidas pela instrumentacdo analitica moderna. Durante o seu desenvolvimento,

grande énfase foi dada para a obtencédo de um procedimento de preparo de amostra



dindmico, que pudesse ser aplicado em qualquer laboratorio, devido a simplificagéo
das etapas como representado no fluxograma da Figura 1.4.

10g de amostra
(Tubo de 50mL)

10mL de Acetonitrila

Apgitar por 1 minuto

4g deMgS0s e 1g de NaCl

Agitar por 1 minuto

Adicionar padrdo interno

Agitar por 30s e centrifugar

Transferir para um tubo de 1mL, o extrato e
adicionar 150mg de MgS0. e 25mg de PSA

Agitar por 30s e centrifugar

Anilise Cromatografica

Figura 1.4 Método original de extracdo Quechers

Durante o desenvolvimento do preparo das amostras, a selecdo do
solvente de extracdo € um dos pontos fundamentais no desenvolvimento de um
método de extracdo multirresiduo. Muitos aspectos devem ser considerados, entre
eles: habilidade de extracdo de um amplo espectro de compostos com diferentes
polaridades, apresentar seletividade durante a extracdo, particdo e eliminacdo de
interferentes, compatibilidade com diferentes técnicas cromatograficas, baixo custo,
segurancal4.

Os solventes mais utilizados para extragdo multirresiduo de pesticidas
sdo: acetato de etila, acetona e acetonitrila, sendo que cada um destes apresenta
vantagens e desvantagens. Acetato de etila tem demonstrado ser um solvente com

caracteristicas universais, uma vez que possui capacidade para extrair pesticidas de



diferentes classes em diversos tipos de amostras, porém, quando do emprego de
acetonitrila os percentuais de recuperacao de pesticidas com carater basico (pKa >
4) séo baixos devido a problemas de degradacédo dos analitos, sendo necessaria a
adicdo de hidroxido de sédio para um aumento destes percentuais?!®.

Acetona e acetonitrila s8o misciveis com agua e promovem a extracao
em uma fase Unica quando em contato com a matriz. Quando uma extragédo é
realizada com acetona ha necessidade de adicdo de solventes apolares para que
ocorra a separacao entre as fases organica e aquosa, 0 mesmo ndo é necessario
guando se utiliza acetonitrila, uma vez que a adicdo de sais como NaCl ao extrato
faz com que ocorra tal separacédo’®.

Acetonitrila quando acidificada permite recuperacfes satisfatorias de
compostos que geralmente apresentam problemas de estabilidade. Uma outra
grande vantagem € que acetonitrila € mais adequada para cromatografia liquida
(Liquid Chromatography, LC) acoplada a espectrometria de massas (Mass
Spectrometry, MS) do que acetona e acetato de etila'*. Sendo assim, acetonitrila foi
escolhida como solvente de extracdo para o método QUEChERS, empregando-se 10
mL do solvente para 10 g de amostra, resultando em uma relagédo 1 g de amostra
por 1 mL de solvente, sem envolver etapa de evaporacdo. Este valor é considerado
baixo se comparado a outros métodos de extracdo que normalmente apresentam
uma relacdo entre amostra e solvente de 2 a 5 g por 1 mL no extrato final. Porém,
com a instrumentacdo analitica disponivel atualmente, esta relacdo é considerada
adequada uma vez que valores de limites de deteccao (LD) entre 10 €100 pg kg-1
sdo obtidos para a maioria dos pesticidas comumente analisados.

A adicao de sais para promover o efeito “salting out” tem sido utilizada
em varios métodos multirresiduo. Dependendo da natureza do solvente utilizado na
etapa de particdo obtém-se melhores percentuais de recuperacdo para analitos
polares, uma vez que a adi¢do de sais diminui a solubilidade destes compostos na
fase aquosa, bem como a quantidade de agua na fase organica e vice-versa'®.

Na extracdo com acetonitrila, a adicdo de sais é muito conveniente
uma vez que essa é rapida, facil, apresenta baixo custo, tem a vantagem de nao
diluir o extrato da amostra e proporciona a separacdo das fases organica e
aquosal’18,

A utilizagdo de sais secantes para melhorar a recuperacao de

pesticidas polares foi descrita por Andersson et al.'° os quais utilizaram sulfato de



sbédio (Na2SOa4) durante a extracdo. No desenvolvimento do método original de
QUEChERS foi empregada uma mistura de 1 g de NaCl e 4 g de sulfato de
magnésio (MgS0Oa4). A escolha do MgSOa4 foi devido a maior capacidade de remover
agua quando comparado a outros sais.

Além de reduzir o volume de fase aquosa, sua hidratagcdo é uma
reacdo exotérmica, tendo como resultado o aquecimento entre 40 e 45 °C da
amostra durante as etapas de extracdo/particdo, favorecendo a extracao,

especialmente dos compostos apolares*?.

1.2.1 Limpeza da amostra

A etapa de limpeza da amostra € essencial para promover robustez e
confiabilidade aos resultados obtidos pelo sistema cromatografico, uma vez que
eliminando interferentes da matriz ttm-se melhoras significativas nos resultados da
validacdo, além de diminuir o acumulo de interferentes principalmente em sistemas
acoplados a espectrometria de massas.

Um novo método de limpeza da amostra denominado extracdo em fase
sélida dispersiva (Dispersive Solid Phase Extraction, D-SPE) foi proposto juntamente
com o método QUEChERS,*? onde 1 mL do extrato é colocado em contato com uma
mistura contendo 25 mg do sorvente amina primaria-secundaria (primary secondary
amine, PSA) e 150 mg de MgSOa.

Ao contrario dos métodos de limpeza da amostra ja existentes com
SPE, os quais utilizam cartuchos ou colunas, a D-SPE permite que a limpeza da
amostra e a reducdo de agua residual sejam efetuados de uma forma rapida e
simultanea. Esta etapa de remocédo de agua proporciona um extrato final de menor
polaridade, facilitando assim a precipitacdo de compostos polares. O sorvente retém
as interferéncias da matriz, sendo que depois da agitacdo manual e centrifugacdo o
extrato esta pronto para ser injetado no sistema cromatografico?°2,

A estrutura bidentada do PSA tem um elevado efeito quelante, devido a
presenca dos grupos amino primario e secundario. Como resultado, a retencéo de
acidos graxos livres e de outros compostos polares presentes na matriz € muito
forte, proporcionando assim uma amostra mais limpa e com menos interferentes .
Um preparo de amostra eficiente garante uma maior vida Util para os equipamentos,
bem como para as colunas cromatograficas, reduzindo assim a contaminagcao do

sistema cromatografico?.



1.3. Técnicas Analiticas Empregadas na Analise de Residuos

1.3.1.Cromatografia Liquida (LC)

A etapa de separacdo cromatografica pode ser demorada quando
analisa-se um numero grande de compostos. Na tentativa de contornar este
problema varias estratégias tém sido adotadas, dentre elas, o uso de colunas
preparadas com particulas de tamanho inferior a 2 um, em conjunto com um sistema
de cromatografia que suporta altas pressdes (superiores a 600bar) é denominado
cromatografia liquida de ultraeficiéncia (ultra high performance liquid
chromatography - UHPLC)?324, Esta técnica tem se tornado uma tendéncia mundial,
haja visto que tem como vantagem principal o0 aumento expressivo na eficiéncia de
separacdo dos analitos, com emprego vazdes elevadas da fase moével>>?6., Como
resultado, ndo somente ha o aumento da eficiéncia, mas também se obtém uma
melhor resolugdo, um menor tempo de andlise e uma melhor sensibilidade. A
combinacdo de UHPLC-MS/MS fornece vantagens significativas com relacdo a
seletividade, detectabilidade e velocidade de analise. As colunas cromatograficas,
principalmente as com particula sub 2 um, tem papel fundamental na diminuicdo do
efeito matriz e na seletividade do método, uma vez que elas promovem uma melhor
separacdo cromatografica separando melhor tanto os analitos de interesse quanto
0os mesmos dos seus interferentes. Esta melhor separacdo entre analitos e
interferentes promovem ganho de sensibilidade, pois, os mesmos irdo deixar a
coluna em tempos diferentes, ndo competindo na ionizacdo na fonte do
espectrobmetro de massas, tornando o método mais sensivel e com maior
seletividade, pois, além da seletividade ja promovida pelo espectrdmetro de massas
em tandem, teremos também tempos de retencdo diferentes entre analito e

interferente.
1.3.2.Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas

No passado, os métodos que utilizavam LC eram aplicados com menor
frequéncia na analise de residuos de agrotdxicos, devido a uma menor seletividade
e sensibilidade apresentada pelos detectores utilizados como, por exemplo,
ultravioleta e arranjo de diodos, quando comparados aos métodos de Cromatografia

Gasosa (GC) acoplada a espectrometria de massas?®. Porém, o desenvolvimento de



agrotoxicos e farmacos com caracteristicas polares, que apresentam em geral
menor persisténcia e toxicidade quando comparados com 0os compostos apolares,
exigiu a adequacdo dos métodos de andlise existentes, uma vez que a maioria
destes novos compostos ndo apresenta uma boa resposta quando analisados por
GC 2/, A potencialidade do acoplamento entre LC e MS j& havia sido reconhecida ha
vérias décadas, porém incompatibilidades relacionadas a vazdo do eluente com
relacdo a velocidade de bombeamento do sistema de vacuo e o projeto da fonte de
ions do espectrbmetro de massas fez com que a utilizacdo desta técnica em
andlises de rotina ocorresse somente nos Ultimos 20 anos 28, O acoplamento LC-MS
vem sendo melhorado e se consolidando tanto quanto o acoplamento GC/MS.
Atualmente temos fontes de ionizacdo capazes de operar com vazdes a cima de 1,0
mL/min, permitindo uma analise rapida sem perder separacdo cromatografica, uma
vez que, colunas de alta performance e bombas cromatogréficas de alta presséo
estdo sendo utilizada para tal resultado oferecendo uma série de vantagens, dentre

elas, elevada sensibilidade e seletividade.

1.3.3.Fontes de ionizacao

As fontes de ionizagéo, inicialmente investigadas para o acoplamento
LC-MS, foram baseadas no impacto eletrbnico (El) e na ionizacdo quimica (ClI)
empregadas com sucesso no acoplamento GC-MS. Entretanto, devido as diferentes
caracteristicas existentes entre as fases moveis empregadas nas duas técnicas de
separacdo (GC e LC), este acoplamento mostrou-se inadequado para analise de
compostos em baixas concentracdes, além de ndo apresentarem a robustez
necessaria ?%. Desde o desenvolvimento de fontes de ionizacdo que operam a
pressdo atmosférica (Atmospheric Pressure lonization, API) como, por exemplo, a
ionizacao por eletronebulizacdo (Electrospray lonization, ESI) e a ionizacdo quimica
a pressdo atmosférica (Atmospheric Pressure Chemical lonization, APCI), varios
instrumentos LC-MS robustos e confiveis estédo disponiveis?6-28,

lonizacdo por eletrospray: a ionizacao por electrospray (ESI) permite a

formacao de ions na pressao atmosférica. Neste processo, a amostra € pressurizada
em um tubo capilar de aco inox, ao qual é aplicada uma voltagem tipicamente entre
3.000 e 5.000 V. Como resultado, o liquido emerge do capilar a pressdo atmosférica,
na forma de um aerossol. As goticulas formadas perdem sucessivamente o solvente

(sdo dessolvatadas) e os ions fluem para o espectrometro de massas induzidos
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pelos efeitos das atracdes eletrostéticas e pela presséo reduzida. Neste processo,
apenas a ionizagdo ocorre a pressao atmosférica, o espectrébmetro de massas se
encontra sob “vacuo”?.

Os detalnes de como efetivamente ocorre o processo de
eletronebulizacdo ainda sdo motivos de muita discussdo e controvérsia. Os dois
mecanismos mais aceitos para explicar o fenbmeno séo o proposto por Dole (1968),
também conhecido como mecanismo do residuo de carga ou da fissao, e o proposto
por Iribarne e Tomson (1976), conhecido como mecanismo da evaporacao do ion.
De acordo com Dole, a medida que as goticulas evaporam, sua carga permanece
inalterada. Ainda de acordo com este mecanismo, como a tensao superficial das
goticulas € incapaz de se opor as forcas repulsivas resultantes da carga imposta,
estas “explodem” em inumeras goticulas menores denominada “explosao”
couldmbica. Este processo continua até que apenas um ion do analito permaneca;
apos a evaporacdo da ultima goticula do solvente, formando-se um ion em fase
gasosa?®. De acordo com o mecanismo proposto por Iribarne e Tomson, pequenas
goticulas também séo formadas na explosédo coulémbica, como proposto por Dole. A
diferenga principal entre estes modelos é que Iribarne e Tomson prop8e que a partir
da formacdo das goticulas, a forca de campo elétrico na superficie destas €&
suficientemente elevada para remové-las da superficie, transferindo diretamente
para a fase gasosa energeticamente mais favoravel para ions solvatados?® .

lonizacdo quimica a pressdo atmosférica: a ionizacdo quimica a

pressao atmosférica (atmospheric pressure chemical ionization, APCI) é uma técnica
apropriada para determinacdo de massas molares menores do que 2000 unidades
de massa. E aplicada para andlise de moléculas ibnicas, polares e apolares,
podendo ser usada no modo positivo (Positive Chemical lonization, PCI) e negativo
(Negative Chemical lonization, NCI). No modo APCI, o eluato do cromatografo
liguido € vaporizado através de um vaporizador aquecido (normalmente de 250 a
400 °C), sob pressao atmosférica. O aquecimento vaporiza o liquido e as moléculas
do solvente na fase gasosa séo ionizadas por uma descarga de elétrons a partir uma
agulha condutora. Entédo, os ions do solvente transferem cargas para as moléculas
do analito através de reacdes quimicas (ionizacao quimica). A APCI é aplicada para
uma ampla gama de moléculas polares e apolares. Devido a isso e ao fato de altas
temperaturas estarem envolvidas, a APCI € menos utilizada do que o ESI para a

analise de biomoléculas (<2000Da) grandes que podem ser termicamente instaveis,
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além do fato de néo propiciar formacédo de cargas multiplas. APCI é usada com
cromatografia em fase normal mais frequentemente do que o ESI, porque os analitos
sdo usualmente apolares30:3!

Fotoionizacao a pressdo atmosférica: a fotoionizacao a presséo

atmosférica (Atmospheric Pressure Photoionization, APPI) é aplicada na analise de
compostos menos polares do que aqueles ionizaveis por APCI, podendo ser
operada no modo positivo e negativo3?3l. A APPI para LC-MS é relativamente uma
técnica nova. Como a APCI, o vaporizador converte o eluato do cromatégrafo liquido
em uma fase gasosa. A descarga de uma lampada gera fétons em uma faixa estreita
de energia de ionizacdo. A faixa de energia é cuidadosamente escolhida para ionizar
0 maior numero possivel de moléculas do analito, enquanto minimiza a ionizacéo
das moléculas do solvente. APPI é aplicavel para analise de muitos dos compostos
que sdo normalmente analisados por APCI. Também mostra uma possibilidade
particular para andlise de compostos ndo ionizados por APCI, como os
hidrocarbonetos poliaromaticos. Uma fonte APPI é um complemento Util para as
técnicas tradicionais de ionizacdo na LC-MS, para aquelas amostras que
apresentam pobre ou nenhuma ionizacdo, usando técnicas tradicionais como ESI e
APCI. Em todos os casos, a hatureza do analito e as condi¢cdes de separacdo tém
uma forte influéncia sobre qual técnica de ionizacdo (ESI, APCI ou APPI) ira

promover os melhores resultados 3031,
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1.4. Importéancia da validacdo de métodos

Para garantirmos a veracidade ou validade de um novo método
analitico, devemos submete-lo a varias etapas experimentais, sendo esse conjunto
de etapas denominado de validacdo. A validacdo de um método analitico é um
processo continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e continua
ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia3?. O processo de validagéo
exige planejamento e conhecimento para ndo sO obter os dados mas também
verificar sua validade perante as exigéncias das andlises. Assim, a validacdo deve
ser bem definida e fundamentada para atender as exigéncias das agéncias
regulamentadoras. Nacionalmente, destacam-se o Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO) e a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA). Internacionalmente, existem o6rgdos como a Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IJUPAC), Organizacdo Internacional para Padronizacéo
(ISO), Environmental Protection Agency (EPA), Comité Europeu para Analise
Quimica (EURACHEM) e International Conference on Harmonisation (ICH)%. Para
algumas aplicacdes ndo se tem uma legislagédo, norma ou recomendacgéo vigente,
nesses casos devemos ter bom censo em validar os parametros mais impactantes
para cada tipo de validacdo, levando-se em conta pesquisas e aplicacdes ja

conhecidas na literatura.
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1.5. Parametros de validacéao

Diferentes trabalhos na literatura e de agéncias regulamentadoras
descrevem os parametros que devem ser avaliados na validacdo de um método
analitico, havendo uma concordancia quanto a avaliacao de: seletividade, curva de
calibracdo (linearidade), precisdo, exatiddo, limite de quantificacdo e deteccao,

robustez, estabilidade e recuperagdo.

1.5.1.Seletividade

A seletividade de um método esta relacionada a sua capacidade de
superar a presenca de outras espécies interferentes na amostra, como substancias
enddgenas, produtos de degradacdo e impurezas, bem como outros compostos de
propriedades similares que podem estar presentes no meio. Um método analitico é
considerado seletivo quando este é capaz de produzir respostas para varios analitos,
distinguindo-as perfeitamente entre si e dos compostos interferentes, provenientes

principalmente da matriz32.

1.5.2.Precisao

A preciséao é definida pela dispersao de resultados obtidos pelo mesmo
analista, no mesmo laboratorio e nas mesmas condi¢des, utilizando amostras reais
de concentracdo conhecida, testemunhas fortificadas ou padrbes analiticos. A
precisdo intermediaria € a avaliacdo da dispersdo dos resultados mudando-se o
analista, ou o equipamento no mesmo dia ou em dias diferentes. Algumas normas
caracterizam a precisdo intermediaria mudando-se um ou mais desses parametros
apresentados. A reprodutibilidade, ou precisdo inter-laboratorial é avaliada,
aplicando-se o método validado em outro laboratorio seguindo-se 0S mesmos

parametros do método original.
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1.5.3.Exatidao

A exatiddo define o qudo préximo a meédia dos valores encontrados
esta do valor real, possibilitando checarmos se os resultados obtidos nas analises

refletem os resultados reais esperados.

1.5.4.Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método analitico em demonstrar
que o sinal obtido é diretamente proporcional a massa de analito adicionado.

Cada norma de validacdo recomenda um numero minimo de
concetracbes na curva de calibracdo, replicatas de cada concentracdo e um
coeficiente linear minimo. Os pontos das curvas podem preparados em matriz, no
inicio da extragdo, no extrato da matriz branco ou mesmo em solvente, tudo vai

depender da legislacédo que foi adotada.

1.6. Meétodos para construcao da curva e quantificacéo

Trés diferentes tipos de padronizacdo para a construcdo da curva de
calibracdo podem ser escolhidos. Esta escolha é feita de acordo com o tipo de
analise e do tratamento utilizado para a amostra.

A padronizacdo por adicdo de padrdo € o método utilizado nas
seguintes situacfes: quando ha fortes interacdes entre o analito e a matriz, quando é
dificil de encontrar um padrdo interno adequado e quando nao é possivel obter a
matriz isenta do analito. Este método consiste na adicdo de diferentes
concentracbes do analito a matriz, sendo a adicdo feita antes do processo de
tratamento da amostra3“.

A padronizagdo interna, consiste em adicionar um analito com
caracteristicas semelhentes ao composto que queremos analisar, este analito é
denominado padrédo interno. Este tipo de padronizagéo visa a diminuigdo dos efeitos
causados durante a analise, seja pela matriz, pela variacdo durante a extragdo ou
até mesmo a variacdo do equipamento, pois a curva de calibracdo e a quantificacado

€ dada pela area do analito dividida pela area do padrdo interno, ou seja, toda
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variagdo sofrida pelo analito também ocorrera no padréo interno, servindo como uma
compensacao do sinal do composto.

A padronizacao externa, € a maneira mais simples de se quantificar um
composto, consiste em construir uma curva de calibracdo com o analito que
queremos quantificar. A curva de calibracdo € determinada pela area do analito
dividida pela sua concentragéo.

2. OBJETIVOS

Este projeto de mestrado profissional tem como objetivo desenvolver e
validar métodos cromatograficos de andlise visando a quantificacdo de residuos de
produtos veterindrios e pesticidas em matrizes bioldgicas e vegetais. A utilizacdo de
técnicas modernas de preparo de amostra e andlises cromatografiacas com
emprego de sistemas de UHPLC visando reducdo de custos devido ao aumento no
processo de validacdo dos métodos bioanalitico apds a publicagdo da nova norma,
RDC N° 27, que entrou em vigor em Dezembro de 2012.

Com os novos métodos desenvolvidos, seja de preparo de amostra ou
na parte cromatografica, poderemos ampliar a capacidade produtiva do laboratério,
aumentando o numero de projetos realizados, em menor tempo, além do incremento
da margem de lucro, proporcionado pela reduc¢do de consumiveis.

Com o emprego das técnicas propostas neste projeto visa-se reduzir os
custos de andlise em aproximadamente 50% podendo assim, se adequar a nova
norma vigente sem que se tenha que aumentar o valor dos projetos de estudo para

os clientes.



3. MATERIAIS E REAGENTES

3.1. Validacdo de método analitico para quantificacdo de

de oxitetraciclina e 4-epi-oxitetraciclina em leite de bovinos

NN N N N T N N N N N N N NN

AN N N N SN

Sistema de purificag@o de agua Milli-Q, Millipore;
Balanca analitica, AY220, Shimadzu;

Agitador de solugbes (vortex), MS 3 basic, IKA;
Micropipeta de 10 a 100 pL e de 10 a 1000 pL Eppendorf;
Repipetadora, Eppendorf;

Dispensete de 1 a 10 mL, BRAND,;

Baldo Volumétrico de 5mL,10 mL e 50 mL, Schott Duran;
Moinho, A1l B, Ika;

Ultrassom, USC2800A, Unique;

Centrifuga, 3-16P, Sigma,;

Micro centrifuga, 1-14, Sigma;

Auto injetor Accela, Thermo Scientific;

Bomba de LC Accela, Thermo Scientific;
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residuo

Espectrodmetro de massas — TSQ Quantum Access — Thermo Scientific;

Coluna cromatogréafica Acquity C-18 (100mm x 2,1mm x 1,7um), lote

016539048156 77, Waters;

Membrana de celulose regenerada de 15mm x 0,20 pum, CHROMAFIL

Agua milli-Q, Millipore;

Acetonitrila, grau HPLC, val.: 30/11/14;
Metanol, grau HPLC, val.: 14/11/21,
Acido férmico, val.: 16/09/15;

Carvéo Ativo,val.: 19/07/17.
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3.2. Validacdo de método analitico para quantificacdo de residuo
de enrofloxacina, ciprofloxacina, norfloxacina e marbofloxacina em
tecidos (rim, figado, musculo e gordura) de suinos, bovinos e em

leite bovino.

Sistema de purificagdo de agua Milli-Q, Millipore;

Balanca analitica, AY220, Shimadzu;

Agitador de solugbes (vortex), MS 3 basic, IKA;
Micropipeta de 10 a 100 pL e de 100 a 1000 pL, Eppendorf;
Repipetadora, Eppendorf;

Dispensete de 1 a 10 mL, BRAND;

Baldo volumétrico de 5 mL, 10 mL e 25 mL, Schott Duran;
Centrifuga, 3-16P, Sigma,;

Centrifuga, Centrifuge 5804, Eppendorf;

Ultrassom, Unique Ultrasonic Cleaner;

Concentrador, TE-019 Concentrador, Tecnal;

Mesa de agitacéo, Vibrax VXR basic, IKA;

AN N N T N N N N N NN

Injetor automatico, modelo Accela AutoSampler, Thermo Scientific,

USA;

v Bomba de LC quaternaria, modelo Accela 1250 Pump, Thermo
Scientific, USA;

v Espectrdmetro de massas — TSQ Quantum Access — Thermo Scientific,

USA;

Coluna C18, (50 mm x 2,1 mm x 3,0 um), lote: LC1310513, NST, Brasil

Agua milli-Q, Millipore;

Acetonitrila, grau HPLC, J.T. Baker, lote: L43C60, val.: 24/10/2017;

Metanol, grau HPLC, J.T. Baker, lote: L20C00, val.: 14/05/2017;

Acido Férmico, J. T. Baker, lote: J38J10, val.: 16/09/2015;

Acido Acético, J. T. Baker lote: J44C71, val.: 05/11/2015;

AR N N N R
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3.3. Validacdo de método analitico para quantificacdo de residuo

de imidacloprid em alface para determinacdo de periodo de

caréncia.

NS N N N N N Y VU N N N N N N N N N N NN

Agitador de tubos, lka

Balanca analitica, Ohaus

Balanca semi-micro analitica, Shimadzu

Banho de ultrassom, Quimis

Camara fria, Artico

Centrifuga, Sigma

Centrifuga, Fanem

LC-MS/MS modelo TSQ Quantum, Thermo Finnigan,
Coluna C18 (100 mm x 4 mm, 3 um), NST

Freezer, Consul

Micropipetas 20-200 yL, 100-1000 uL, 1000-10000 yL e 1-5 mL
Moinho de facas, Geiger

Purificador de agua, Elga

Baldes volumétricos de 25 mL e 10 mL

Tubo Eppendorf de 2 mL

Tubo de ensaio de 6 mL

Tubo Falcon de 50 mL

Vial de 2 mL

Seringa descartavel 3 mL

Filtro para seringa 0,45 pum
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4. PROCEDIMENTOS

4.1 Validacado de método analitico para quantificacédo de residuo de
oxitetraciclina e 4-epi-oxitetraciclina em leite de bovinos

Solucdes primarias

[A] 392,4 pg/mL

Pesou-se 10,9 mg do padrdo analitico de Oxitetraciclina (ajustar a
massa com a pureza do padrao — 90,0%) em baldo volumétrico de 25 mL. Dissolveu-
se o0 analito e completou-se com metanol para o volume final.

[B] 370,2 pg/mL

Pesou-se 11,4 mg do padréo analitico de 4-Epi-Oxitetraciclina (ajustar
a massa com a pureza do padrdo — 81,3%) em baldo volumétrico de 25 mL.
Dissolveu-se o analito e completou-se com metanol para o volume final.

[C] 422,1 pg/mL

Pesou-se 12,2 mg do padrdo analitico de Clortetraciclina hidrocloridrico
(ajustar a massa com a pureza do padrédo — 93,1% e a fragcdo molar) em baldo
volumétrico de 25 mL. Dissolveu-se o analito e completou-se com metanol para o
volume final.

SolugBes de trabalho para curva analitica

Para a construgdo da curva analitica de Oxitetraciclina e 4-Epi-
Oxitetraciclina em musculo de bovinos foram preparadas 9 solucdes em baldo
volumétrico de 10 mL, as quais foram fortificadas com 12,7; 25,5; 38,25; 51,0; 63,7,
82,8; 108,3; 127,4 e 630,7 uL da solucédo [A], e 13,5; 27,0; 40,5; 54,0; 67,5; 87,8;
114,8; 135,12 e 675,3uL da solucédo [B]. Essas solucbes apresentam as
concentracbes de 500,0/500,0 (P1); 1000,0/1000,0(P2); 1500,0/1500,0 (P3);
2000,0/2000,0 (P4); 2500,0/2500,0 (P5); 3250,0/3250,0 (P6); 4240,0/4240,0 (P7);
5000,0/5000,0 (P8) e 25000,0/25000,0 (CQD) ng/mL para Oxitetraciclina/4-Epi-
Oxitetraciclina. Foram preparadas 8 amostras testemunhas, as quais 1g da amostra
foi fortificada com 100,0 pL das solugbes P1 a P8 descritas acima, que no final
passou por um processo de extracdo, apresentando um volume final de 1mL. Essas
amostras apresentam as concentra¢des de 50,0; 100,0; 150,0; 200,0; 250,0; 325,0;
424,0; 500,0 e 2500,0 ng/g para o Oxitetraciclina e 4-Epi-Oxitetraciclina.
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Para as amostras de CQD, ap0s o processo de extracdo, as amostras
foram diluidas 10 vezes antes de serem analisadas, obtendo concentracfes de
250,0 ng/g para os ativos Oxitetraciclina e 4-Epi-Oxitetraciclina.

Preparo das Amostras — Extracao:

1. Pesou-se 1 g de amostra em tubo falcon de 15mL;
Fortificou-se neste ponto com analito e padréo interno;
Adicionou-se 3 mL de acetonitrila +1% acido formico;
Agitou-se em vortex por 1 minuto;
Colocou-se no ultrassom por 5 minutos com temperatura de 40°C;
Centrifugou-se por 5 minutos a 3300 rcf;
Coletou-se todo sobrenadante e transferiu-se para tubo de ensaio;

Secou-se sob fluxo de nitrogénio a 50°C;

© © N o g s~ w D

Ressuspendeu-se em 1 mL de metanol/agua (1:1 v/v);

10. Agitou-se em vortex por 30 segundos;

11.Transferiu-se para um tubo eppendorf contendo 50mg de Carvao

Ativo;

12. Agitou-se em vortex por 30 segundos;

13. Centrifugou-se por 5 minutos a 14800 rpm;

14.Filtrou-se em membrana de 0,2 um;

15.Injetou-se em LC-MS/MS.

Condi¢cGes cromatograficas: as analises de Oxitetraciclina e 4-Epi-

Oxitetraciclina em tecidos de bovinos foram realizadas por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS). As condi¢des

analiticas empregadas estdo descritas a seqguir.

Fase movel: A - Agua + 1% de acido férmico;
Fase moével B — Metanol/Acetonitrila (1:1) + 1% de &cido férmico;

Fluxo: 0,2 mL/min;

Gradiente:
0,0-1,0min 95% de Ae5%deB
1,0-3,0min 92% de Ae 8% de B
3,0—-8,5min 80% de Ae 20% de B
8,5-9,5min 50% de A e 50% de B
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9,5-10,0 min 95% de Ae 5% de B
10,0 — 14,0 min 95% de A e 5% de B
Tempo de corrida: 14 min
Volume injetado: 10 pL;
Temperatura coluna: 60 °C;
Temperatura fonte: 203 °C;
Modo de aquisicdo: MRM positivo;
Transicbes monitoradas: 461,0/426,3 (quantificacdo) e 461,0/201,1
(confirmacéao) para Oxitetraciclina e 4-Epi-Oxitetraciclina;
Tempo de retencdo médio: Oxitetraciclina — 8,20 minutos; 4-Epi-

Oxitetraciclina — 7,80 minuto; Clortetraciclina — 11,6 minutos.
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4.2 Desenvolvimento e validagcdo de um método analitico para

guantificacdo de residuo de enrofloxacino, ciprofloxacino,

norfloxacino e marbofloxacino em musculo bovino.

O preparo das solugbes primérias e de trabalho estdo descritos nas tabelas
41e4.2.



Tabela 4.1 Solucdes primarias

Padrao:

Ciprofloxacino

Cédigo de pesagem A

Massa pesada (mg) 10,0
Pureza (%) 99,5
Volume de dilui¢gdo (mL) 10,0

Solvente de diluicdo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentragao Final (ppm) 995,0
Padréo: Enrofloxacino
Cédigo de pesagem B
Massa pesada (mg) 10,0
Pureza (%) 99,0
Volume de dilui¢do (mL) 10,0

Solvente de diluicdo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentracao Final (ppm) 990,0
Padrao: Marbofloxacino
Caodigo de pesagem C
Massa pesada (mg) 10,4
Pureza (%) 98,9
Volume de diluicdo (mL) 10,0

Solvente de diluicdo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentracao Final (ppm) 1028,6
Padrao: Norfloxacino
Cdbdigo de pesagem D
Massa pesada (mg) 10,4
Pureza (%) 99,8
Volume de diluicdo (mL) 10,0

Solvente de diluicdo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentracao Final (ppm) 1037,9
Padrao: Danofloxacino
Cdédigo de pesagem E
Massa pesada (mg) 10,3
Pureza (%) 99,8
Volume de diluicdo (mL) 10,0

Solvente de diluigéo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentragao Final (ppm)

1027,9
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Tabela 4.2 Solugdes trabalho

a tabela 4.3.

Cddigo da solucao Mix - A2
Caodigo da precursora A
Concentragao, da precursora

(ppm) 995,0
Volume Pipetado (mL) 1005,0
Volume de diluicdo (mL) 10,0
Solvente de diluicdo MeOH/H20 20/80
Concentracao Final (ppm): 100,0
Cddigo da solucao Mix -B2
Caodigo da precursora B
Concentragao, da precursora

(ppm) 990,0
Volume Pipetado (mL) 1010,0
Volume de diluicdo (mL) 10,0
Solvente de diluicdo MeOH/H20 20/80
Concentracao Final (ppm): 100,0
Cddigo da solucao Mix -C2
Caodigo da precursora C
Concentragao, da precursora

(ppm) 1028,6
Volume Pipetado (mL) 0,972
Volume de dilui¢do (mL) 10,0
Solvente de diluicdo MeOH/H20 20/80
Concentracao Final (ppm): 100,0
Cddigo da solucao Mix - D2
Cdédigo da precursora D
Concentragdo, da precursora

(ppm) 1037,9
Volume Pipetado (mL) 0,963
Volume de dilui¢do (mL) 10,0
Solvente de diluicdo MeOH/H20 20/80
Concentracao Final (ppm): 100,0
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A curva de calibragao foi feita em 8 concentragdes diferentes conforme



Tabela 4.1 Solucdes para curva analitica
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Niveis da Curva de Calibracdo

Conc vol, Volume de
Cdédigo < Final Conc., o ~ Volume
~ Solucédo | Volume ~ = Fortificacao ' Conc.,
Solugéo ! Solugado | Solugéo de final da .
Ponto Trabalho | pipetado L ~ das Ativo
Trabalho - da Fortificacado amostra
- Utilizada (mL) amostras (ng/mL)
Utilizada Curva (ng/mL) (mL)
(Ppm) (ML)
(ml)
P1 (LIQ) P8 5,0 0,250 25,0 50,0 100,0 1,0 5,0
P2 P8 5,0 0,500 25,0 100,0 100,0 1,0 10,0
P3 (CQB) P8 5,0 0,750 25,0 150,0 100,0 1.0 15,0
P4 P8 5,0 2,500 25,0 500,0 100,0 1,0 50,0
P5(CQM) MIX 100,0 0,625 25,0 2500,0 100,0 1,0 250,0
P6 MIX 100,0 0,750 25,0 3000,0 100,0 1.0 300,0
P7(CQA) MIX 100,0 1,000 25,0 4000,0 100,0 1.0 400,0
P8 MIX 100,0 1,250 25,0 5000,0 100,0 1,0 500,0
CQD 10x MIX 100,0 1,250 5,0 25000,0 100,0 1,0 2500,0
Niveis do PI
Pl 1027,9 0,486 100,0 5000,0 100,0 1.0 500,0
PI (CQD) 1027,9 0,243 5,0 50000,0 100,0 1.0 5000,0

Solvente de Diluicdo para construcéo da curva de fortificagéo

MeOH/H20 20/80

4.2.1 Preparacdo das amostras (extracao)

Pesar 1g de matriz em tubo de centrifuga de 15 mL

Fortificar com anatito e Pl (100uL)

Adicionar 3 mL de Acetonitrila + 1% de acido acético

Agitar em vortex por 1 minuto

Centrifugar por 5 minutos a 3300rcf

Transferir o sobrenadante para tubo de ensaio

Secar a 40°C no concentrador de amostra

Ressuspender para 1mL com H20 +0,1% de acido formico

Agitar em vértex por 30 segundos

Filtrar em membrana para vial




4.2.2 Condi¢bes cromatograficas

As analises de Enrofloxaciono,

Ciprofloxacino,
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Norfloxacino e

Marbofloxacino em musculo de bovinos devem ser realizadas por cromatografia

liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), As condi¢des

analiticas empregadas estao descritas a seguir e na tabela 4.4,

Fase moével:

A — Agua com 0,1 % de acido férmico;

B — Acetolitrila

Fluxo: 0,3 mL/min;

Coluna C18 (50mm x 2,1mm x 1,9um)

Tabela 4.4 Gradiente:

tempo de corrida (min)

Canal A (%)

Canal B (%)

0,00 - 1,00 95 5
1,01-2,00 10 90
2,01-3,50 95 5

e Tempo de corrida: 3,5 min

e Volume injetado: 10 pL;

e Temperatura da coluna: 40 °C;

e Temperatura fonte: 356 °C;

e Fonte de ionizacdo: Eletrospray modo positivo ESI(+);

¢ Modo de aquisi¢do: Monitoramento de mdultiplas reacées (MRM);

As transicOes utilizadas para quantificacdo e confirmacdo dos compostos

estao na tabela 4.5.

Tabela 4.5 Transi¢cdes monitoradas e Tempo de retencéo:

Analito/PI Quantificacdo | Confirmacéo | Tempo de Retenc¢ao (min)
Enrofloxacino 360>316 360>245 2,15min
Ciprofloxacino 332>288 332>231 2,15min

Norfloxacino 320>276 320>233 2,15min
Marbofloxacino 363>320 363>72 2,15min
Danofloxacino

(PI) 358>314 - 2,15min
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4.3 Desenvolvimento e validacdo de um método analitico para
determinar a magnitude de residuo de imidacloprido em

folhas de alface apdOs tratamento com inseticida

4.3.1 Preparo de solucdes

Solucdo de Acetonitrila Acidificada a 0,1% com Acido Férmico: em
proveta de 500 mL, adicionou-se acetonitrila até aproximadamente metade do
volume da proveta. Com o auxilio de micropipeta adicionou-se 0,5 mL de &cido

férmico. O volume da proveta foi completado com acetonitrila. Homogeneizou-se.

Solugdo Aquosa Acidificada a 0,1% com Acido Férmico: em proveta de
500 mL, adicionou-se agua ultra pura até aproximadamente metade do volume da
proveta. Com o auxilio de micropipeta adicionou-se 0,5 mL de &cido férmico. O

volume da proveta foi completado com agua ultra pura. Homogeneizou-se.

Solucédo para Lavagem da Seringa: em frasco de 5 L, adicionou-se 4,5
L de acetonitrila e 500 mL de metanol, com auxilio de proveta de 500 mL.

Homogeneizou-se.

4.3.2 Preparacao dos padroes

Solucdo Padrdo Estoque (SE): as solugbes padrao estoque foram
preparadas conforme tabela 4.6.

Tabela 4.6 Preparo da solucéo estoque

Padrao Peso do | Purezado | Volume do Diluente Concentracgéo
Analitico Padrao Padréo Baldo da SE
mg % mL ug.mL?t
Imidacloprido 22,52 99,9 25 acetonitrila 899,9
Trifloxistrobina 10,96 99,5 25 acetonitrila 436,21
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Solu¢bes Padrédo de Calibragdo: as solugcbes padrbes de calibragéao
foram diluidas para a construcdo da curva de calibracdo. A concentracdo das

solucbes utilizadas em triplicata na curva de calibracdo de imidacloprido em

acetonitrila esta descrita na tabela 4.7:

Tabela 4.7 Preparo da solugéo de calibragéo

~ Massa Concentragao
Massa Concentracao Volume do N
< ~ correspondente | da Solucao
pesada de da solugéo padréo ~ ~
~ e do padréo Padréo de
amostra padrao adicionado L : ~
adicionado Calibracao
g pg.mL*? mL ug mg.kg*
5,0 10,0 0,025 0,25 0,05
50 10,0 0,050 0,50 0,10
5,0 10,0 0,150 0,15 0,30
5,0 100,0 0,025 2,50 0,50
5,0 100,0 0,050 5,00 1,00
50 100,0 0,075 7,50 1,50
50 100,0 0,100 10,00 2,00

Solucdes Padréo para Fortificacdo: para a fortificacdo das amostras foi

preparada por diluigdo com acetonitrila como descrito na tabela 4.8.

Tabela 4.8 Preparo da solucéo de fortificacéo

ConcentrNagao Aliguota da Volume do Concentragéo da solucéo
solucéo ~ ~ : ~ RS
~ solucao padréo diluente padréo de fortificagao
padréo
pg.mL*t mL mL pg.mL*t
899,9 0,278 25 10,0
899,9 1,110 10 100,0

Solugbes Padrao Interno: o padréo interno foi preparado por diluicdo

com acetonitrila como descrito na tabela 4.9.

Tabela 4.9 Preparo da solugéo do PI

Concentragao Aliquota da Volume do Concentracao da solugao
solucéo padrdo | solucéo padrao diluente padréo de fortificacédo
pg.mL*t mL mL pg.mL?
436,21 5,73 25 100,0
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Fortificacdo das Testemunhas para Estudo de Recuperacdo: as
testemunhas fortificadas que acompanharam o estudo foram fortificadas conforme a
tabela 4.10.

Tabela 4.10 Preparo da solucéo de fortificacdo das testemunhas

o Massa
Concentragao Volume do
Massa pesada o ~ correspondente o
da solucéao padréo ~ Fortificacéo
de amostra - . do padréo
padrao adicionado .
adicionado
g pg.mL*? mL Ug mg.kg*?
5,0 10,0 0,05 0,5 0,1
5,0 100,0 0,05 50 1,0
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4.3.3 Extragéo e purificacao

Uma amostra representativa de 5 g de cada tratamento foi pesada em
tubo Falcon de 50 mL. Adicionou-se 5 mL de acetonitrila e homogeneizou-se em
agitador de tubos por 1 minutos (3000 rpm). Foi adicionado ao tudo com amostra a
mistura de sais de extracdo, contendo 2 g de MgSO4 e 0,5 g de NaCl, e 50 uL do
padréo interno trifloxistrobina na concentragdo de 100,0 pg.mL-1. A amostra foi
homogeneizada em agitador de tubos por 1 minuto (3000 rpm) e centrifugada por 2
minutos a 1800 rpm. Transferiu-se 1 mL do Extrato 1 para tubo de Eppendorf
contendo sais de purificacdo (150 mg de MgSO4 + 25 mg de PSA). A amostra foi
homogeneizada em agitador de tubos por 30 segundos e centrifugada por 1 minuto a
14800 rpm.

O extrato foi filtrado utilizando seringa descartavel e filtro de seringa,
transferido para vial e injetado em cromatégrafo em fase liquida acoplada a detector
seletivo de massas (LC-MS/MS).

4.3.4 Condic¢Oes cromatograficas:

Equipamento: Cromatégrafo TSQ Quantum acoplado a detector
seletivo de massas (LC-MS/MS), amostrador
automatico e estacdo de trabalho para integracéo

(CL.01)
Coluna: C18 (100 mm x 4,0 mm, 3 pm)
Temperatura da coluna: 40°C
Volume de injegéo: 20 pL
Volume de injecao (Loop) 25 L
Fase movel: A = Acetonitrila a 0,1% de &cido férmico

B = Agua acidificada a 0,1% de acido férmico
Fluxo: 600 mL.mint



O gradiente da fase mével esta descrito na tabela 4.11.

Tabela 4.11 Gradiente da Fase Mével

Tempo Gradiente A Gradiente B

min % %
0,0 20 80
2,5 20 80
6,0 80 20
6,1 95

10,0 95 5
10,1 20 80
11,1 20 80
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Identificacdo do Analito: a identidade do imidacloprido foi confirmada

pela verificacdo da mesma transicdo entre os ions obtidos do ingrediente ativo

apresentados nas solugbes analisadas, na curva de calibracdo e nas amostras

fortificadas de folhas de alface. Estas transi¢coes estdo demonstradas na tabela 4.12

Tabela 4.12 Tabela de transi¢des

Analito Tempo 9e Transicao Energlg de
Retencao colisdo
minutos m/z Vv
: . 256 — 209 17
Imidacloprido 5,6
256 —> 175 20

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em Maio de 2012 a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria)
publicou a RDC 27, norma de validacdo de métodos analiticos que substitui a Re899

para validacdo de farmacos em matrizes biolégicas. Com essa substituicdo houve

um grande aumento no numero de extracBes e injecdes em uma validacdo, devido

principalmente aos esclarecimentos de alguns parametros e adicdo de requisitos. As
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tabelas 5.1 e 5.2 mostram um comparativo entre o niumero de injecdes e extracdes
entre a Re899 e RDC 27.
Tabela 5.2 Etapas de validacdo, numero de injecbes e numero de

extracOes da Re899

Etapas N° de extracbes N° de injecdes
Especificidade 1 3
Linearidade 6 42
Precisdo/Exatidao 3 21
Recuperacéao 3 21
Robustez 8 16
Estabilidade Ciclo congelamento 6 12
Estabilidade Pds-processamento 2 4
Estabilidade solugéo padréo 1 3
Estabilidade curta duragao 2 4
Estabilidade Longa duracéo 4 8
Total 36 134

Na nova RDC 27 o numero de extracdes é muito maior e o nimero de

injecbes também aumenta.



34

Tabela 5.3 Etapas de validacdo, numero de injecdes e numero de
extracOes da RDC 27.

Etapas N° Extracdo | N° InjecOes
Seletividade 7 7
Curva analitica 36 36
Efeito residual 1 4
Efeito Matriz 12 14
Precisdo/Exatidao 90 90
Estabilidade Ciclo congelamento 6 6
Estabilidade Pds-processamento 0 6
Estabilidade solugéo padréo 0 6
Estabilidade curta duragao 6 6
Estabilidade longa duracao 18 18

Total 176 193

Na RDC27 foram retirados itens como especificidade e passou-se a ser
exigido os parametros seletividade, efeito residual e efeito matriz. A curva de
calibracdo passou a ser feita com o analito e Pl adicionados no inicio da extracéo
das amostras testemunhas e a realizacao de trés curvas de calibracdo em trés dias
diferentes. A exatiddo agora contempla cinco concentracdes diferentes com cinco
réplicas e em trés dias distintos, diferentemente das trés concentragbes e cinco
réplicas cada da RE 899. Foram retirados o limite de deteccao e recuperacao, pois,
o analito e Pl passam a ser adicionados no inicio da extracdo. A RDC 27, agora
deixa bem claro que as réplicas das anélises devem ser de extragdo e ndo somente
de injecdo. Na figura 5.1 observamos graficamente o aumento do numero de
extracdes e injecdes entre as normas. Na tabela 5.3 temos os critérios de aceitagédo

de cada etapa da validacéo.
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Figura 5.1 Aumento de extracéo e inje¢des entre as normas
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Tabela 5.3 Critérios de aceitacdo da RDC 27.

Seletividade

No minimo 6 fontes diferentes, As respostas de picos interferentes
préximo ao tempo de retencdo do analito devem ser inferiores a 20% da
resposta do analito nas amostras do LIQ. As respostas de picos
interferentes proximo ao tempo de retencdo do Pl devem ser inferiores a
5 % da resposta do PI.

Efeito Residual

Devem ser realizadas, no minimo, 3 injecBes da mesma amostra branco.
As respostas de picos interferentes no tempo de retencdo do analito
devem ser inferiores a 20% da resposta do analito nas amostras
processadas do LIQ. As respostas de picos interferentes no tempo de
retencdo do PI devem ser inferiores a 5% da resposta do Pl

Efeito Matriz

Devem ser analisadas amostras de matrizes biol6gicas processadas,
posteriormente adicionadas de analito e Pl, e solucdes, nas mesmas
concentragdes das amostras de CQB e CQA. Para cada amostra deve
ser obtido o fator de matriz normalizado por Pl (FMN). O Coeficiente de
variagdo (CV) dos FMNs relativos a todas as amostras deve ser inferior a
15%.

Curva de
calibracdo

Devem ser construidas e avaliadas, no minimo, trés curvas de calibracao
que incluam a analise da amostra branco, da amostra zero e de, no
minimo, 6 amostras de diferentes concentragcdes do padrédo do analito
adicionadas de PIl. Desvio menor ou igual a 20% em relagdo a
concentracdo nominal para os padrbes do LIQ; e desvio menor ou igual
a 15% em relacdo a concentragdo nominal para os outros padrées de
calibragdo. No minimo 75% dos padrbes de calibracdo aprovados
conforme os critérios anteriores; e no minimo 6 padrdes de calibracdo de
concentracdes diferentes, incluindo o LIQ e o LSQ, aprovados conforme
0s critérios anteriores.

Precisao

A preciséo deve ser determinada em uma mesma corrida (precisdo
intracorrida) e em, no minimo, 3 corridas diferentes (precisao
intercorridas). Em cada corrida devem ser realizadas no minimo 5
replicatas em, pelo menos, 5 concentragdes: LIQ, CQB, CQM, CQA e
CQD. O ensaio de preciséo intercorridas deve abranger corridas em
dias distintos. A precisdo deve ser expressa como desvio padrao
relativo (DPR) ou coeficiente de variagdo (CV%), ndo se admitindo
valores superiores a 15%, exceto para o LIQ, para o qual se admite
valores menores ou iguais a 20%

Exatidao

A exatiddo deve ser determinada em uma mesma corrida (exatidao
intracorrida) e em, no minimo, 3 corridas diferentes (exatidao
intercorridas). Em cada corrida devem ser realizadas no minimo 5
replicatas em, pelo menos, 5 concentragdes: LIQ, CQB, COM, CQA e
CQD. O ensaio de precisao intercorridas deve abranger corridas em
dias distintos. A exatiddo deve ser expressa como desvio padrao
relativo (DPR) ou coeficiente de variacdo (CV%), ndo se admitindo
valores superiores a 15%, exceto para o LIQ, para o qual se admite
valores menores ou iguais a 20%.

Estabilidade ap6s
ciclos de
congelamento e
descongelamento

As amostras devem ser congeladas a temperatura indicada para o
armazenamento e mantidas por no minimo 12 (doze) horas, sendo
entdo submetidas ao descongelamento a temperatura ambiente. A
estabilidade é demonstrada quando ndo se observar desvio superior a
15% da média das concentracdes obtidas com relagéo ao valor nominal.
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Continuacao Tabela 5.3

Estabilidade de As amostras devem ser processadas e analisadas apds serem

longa duracéo armazenadas por periodo que exceda o intervalo de tempo
compreendido entre a coleta da primeira amostra em estudo e a analise
da ultima. A estabilidade é demonstrada quando ndo se observar desvio
superior a 15% da média das concentra¢gfes obtidas com relacdo ao
valor nominal.

Estabilidade pos- | As amostras devem ser processadas e mantidas sob as mesmas
processamento condi¢cBes de analise das amostras em estudo. A estabilidade é
demonstrada quando ndo se observar desvio superior a 15% da média
das concentracfes obtidas com relacdo ao valor nominal.

Estabilidade do Deve ser demonstrada a estabilidade do analito e do Pl em, no minimo,
analito e Pl em 3 amostras da solucdo primaria de maior concentragéo e da solugéo de
solugéo trabalho de menor concentracdo por tempo superior ao periodo de uso
ou armazenamento das mesmas. A estabilidade é demonstrada quando
ndo se observar desvio superior a 15% da média das concentragdes
obtidas com rela¢do ao valor nominal.

5.1 Validacdo de método analitico para quantificacdo de residuo

de oxitetraciclina e 4-epi-oxitetraciclina em leite de bovinos.

Durante o desenvolvimento e validacdo do método analitico, o
laboratorio Protheus ja possuia um método desenvolvido e validado para a analise
de oxitetraciclina e 4-epi-oxitetraciclina. No entanto o método existente fazia uso de
colunas cromatogréficas convencionais, com tamanho de particula de 5um, o que
dificulta a separacdo entre epimeros, tornando a corrida cromatografica
relativamente demorada se compararmos com separacdes por colunas de alta
eficiéncia de tamanho de particula sub-2um.

No método convencional era utilizada uma coluna NST- C18 (150mm x
2,1mm x 5um) e uma vazdo de 400uL/min. O tempo de corrida analitica deste
método era de 28 minutos.

Considerando o numero de inje¢cdes da RDC 27 que é de 193 para a
validagéo, seria necessario um total de 5404 minutos ou aproximadamente 90 horas,
tornando invidvel a validacdo do método analitico nessas condigbes. Quando
avaliamos o consumo de solvente, gastariamos em torno de 2161 mL de fase movel.

Com o novo meétodo, o tempo de corrida foi de 14 minutos, com o
emprego de uma coluna de alta eficiéncia Waters-C18 (100mm x 2,1mm X 1,7um)

com fluxo de 200uL/min.
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Dessa forma € possivel comparar ambos os em termos de tempo de

andlise e gasto de solvente, conforme as figuras 5.2 e 5.3.

Tempo(min)

Método coluna convencional Método coluna com particula
sub 2 um

6000
5000
4000
3000
2000
1000

Figura 5.2 Tempo gasto com a validacao

Volume de Solvente(mL)

Método coluna convencional ~ Método coluna com particula
sub 2 um

2500
2000
1500
1000

500

Figura 5.3 Volume de solvente gasto com a validacao
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5.1.1 Limite inferior de quantificacao (liq)

Para se determinar o LIQ dos analitos deste estudo, fortificou-se no
inicio da extragcdo com 50,0 ng/g para o analito Oxitetraciclina e 4-Epi-Oxitetraciclina
para a matriz musculo, 300,0 ng/g para o analito Oxitetraciclina e 4-Epi-
Oxitetraciclina para a matriz rim 150,0 ng/g para o analito Oxitetraciclina e 4-Epi-

Oxitetraciclina para a matriz figado.

O LIQ foi estabelecido como sendo a metade da concentracéo

determinada pelo Limite M&ximo de Residuo (LMR) para a matriz em questao (100
Ha/kg).

5.1.2 Estabilidade

5.1.2.1 Estabilidade apo6s ciclos de congelamento e

descongelamento

O teste de estabilidade apdés ciclos de congelamento e
descongelamento foi realizado fortificando-se 3 amostras testemunhas da matriz em
dois niveis (CQB e CQA), totalizando 6 amostras. As fortificac6es foram realizadas
nos niveis de 150,0 ng/g (baixa) e 425,0 ng/g (alta) para os analitos Oxitetraciclina e
4-Epi-Oxitetraciclina em musculo. Estas 3 amostras de cada nivel foram extraidas e
analisadas apds serem mantidas congeladas em temperaturas inferiores a -20°C por
24 horas (ciclo 1). Este numero de ciclos representa a quantidade de vezes que
cada amostra tratada passa pelo processo de descongelamento no laboratério. Os
resultados obtidos para estas amostras foram determinados através da curva de

calibracdo construida no dia das analises destas amostras.
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5.1.2.2 Estabilidade p6s-processamento

O teste de estabilidade apdés ciclos de congelamento e
descongelamento foi realizado fortificando-se 3 amostras testemunhas da matriz em
dois niveis (CQB e CQA), totalizando 6 amostras. As fortificacbes foram realizadas
nos niveis de 150,0 ng/g (baixa) e 425,0 ng/g (alta) para os analitos Oxitetraciclina e

4-Epi-Oxitetraciclina em musculo.

Estas amostras foram submetidas ao processo de extracdo. Os
extratos permaneceram durante o periodo de injecbes das amostras (pelo menos 4
horas) no injetor automatico e, posteriormente, foram analisados (ciclo 1). Os
resultados obtidos para estas amostras foram determinados através da curva de

calibracdo construida no dia das analises destas amostras.

5.1.2.3 Estabilidade de curta duracao

O teste de estabilidade apds ciclos de congelamento e
descongelamento foi realizado fortificando-se 3 amostras testemunhas da matriz em
dois niveis (CQB e CQA), totalizando 6 amostras. As fortificacdes foram realizadas
nos niveis de 150,0 ng/g (baixa) e 425,0 ng/g (alta) para os analitos Oxitetraciclina e

4-Epi-Oxitetraciclina em musculo.

Estas amostras foram descongeladas, fortificadas e permaneceram a
temperatura ambiente por 6 horas e, em seguida, foram submetidas aos processos
de extracdo e analise (ciclo 1). Os resultados obtidos para estas amostras foram
determinados através da curva de calibracdo construida no dia das analises destas

amostras.

5.1.2.4 Estabilidade de solucao padréao

O teste de estabilidade da solugdo padréo foi realizado com trés
solugdes trabalho, preparada na concentracdo de 250,0 ng/mL para os analitos
Oxitetraciclina e 4-Epi-Oxitetraciclina para a matriz musculo. A solucao trabalho 1 é
preparada no inicio do desenvolvimento a partir da solucdo priméria 1 de cada
analito e de cada padréo interno. Esta € a solugao que foi utilizada desde o inicio da

validagéo até o término das analises das amostras tratadas.
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A solucdo trabalho 2 é preparada no ultimo dia das analises das
amostras tratadas. Esta € preparada a partir da solu¢édo priméaria 1 de cada analito e

cada padréao interno.

A solucao recém-preparada € preparada a partir de uma nova solucao
primaria (solugdo primaria 2 de cada analito e de cada padréo interno). Esta é
preparada também no ultimo dia das anélises das amostras tratadas.

Todas as solucdes trabalho (1, 2 e recém-preparada) sdo analisadas
juntas no ultimo dia do estudo, incluindo o término das andlises das amostras
tratadas. Os resultados obtidos sdo comparados em fun¢do da érea de cada analito

e padrao interno.

A estabilidade das solucdes trabalho sdo demonstradas quando ndo se
observar variacdo superior a 10% de suas respostas em comparacdo com as

respostas das solu¢cfes recém preparadas.
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Os resultados das curvas de calibracdo dos compostos Oxitetraciclina

e 4-Epi-Oxitetraciclina em musculo, estdo apresentados nas Tabelas 5.4 e 5.5.

Tabela 5.4 Curva de calibracdo para o composto Oxitetraciclina em musculo de

bovinos.
Oxitetraciclina
Concen_tragéo Conce_ntragéo Conce_ntragéo Conce_ntragéo Desvio
Nivel Nominal Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média (%)
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
48,9 48,7 51,4 49,7 0,2
Pl 49.8 50,7 50,9 56,4 52,6 5,7
P2 100,0 98,7 96,8 101,5 99,0 1,0
P3 150,0 152,6 156,0 149,6 152,7 1,8
P4 200,0 201,9 208,1 193,4 201,1 0,6
P5 250,0 248,9 249,2 242.4 246,8 1,3
P6 325,0 324,2 324,1 328,1 325,5 0,1
P7 4240 430,4 416,2 412,9 419,8 1,0
488,9 495,8 500,0 494,9 1,0
P8 5000 499,9 493,2 512,9 502,0 0,4
Coeficiente de
correlacéo(r) 0,9998 0,9993 0,9992
Coeficiente de
determinacao(r?) 0,9996 0,9987 0,9984

Tabela 5.5 Curva de calibracdo para o composto 4-Epi-Oxitetraciclina em musculo

de bovinos.
4-Epi-Oxitetraciclina
Concenj[ra(;éo Conce_ntragao Conce_ntragao Conce_ntragéo _ Desvio
Nivel Nominal Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média (%)
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
P1 498 51,1 49,1 51,5 50,6 1,6
* 52,0 51,0 51,5 3,4
P2 100,0 93,9 98,3 98,1 96,8 3,2
P3 150,0 150,6 144,8 143,5 146,3 25
P4 200,0 196,7 188,6 191,5 192,3 3,9
P5 250,0 262,8 259,6 236,5 253,0 1,2
P6 325,0 322,4 316,5 333,2 324,0 0,3
pP7 424,0 437,2 431,9 439,7 436,3 29
Pg 500,0 489,2 513,9 527,3 510,1 2,0
* 514,6 506,9 510,8 2,2
Coeficiente de
correlagdo(r) 0,9987 0,9988 0,9987
Coeficiente de
determinacao(r?) 0,9975 0,9976 0,9974

* falha de injecdo
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5.1.4 Seletividade

Os resultados obtidos demonstraram que o método € seletivo para os
analitos, uma vez que ndo apresentou interferentes no mesmo tempo de retencao do

analito tdo pouco do PI.

Foi escolhido um fragmento para quantificagdo da Oxitetraciclina bem
conhecido na literatura, onde a molécula precursora protonada com m/z 461

fragmenta, gerando o ion produto com m/z de 426.

A escolha de bons fragmentos ajuda na seletividade do método,
diminuindo a interferéncia da matriz e de outras moléculas orgéanicas. Na tabela 5.6

podemos observar os resultados da seletividade.

Tabela 5.6 Seletividade para os compostos Oxitetraciclina, 4-Epi-Oxitetraciclina e

Clortetraciclina em musculo de bovinos.

% de Interferente % de Interferente
Area Analito | Area PI rr]gt;mgg (;jc? no tempo de
¢d retencéo do PI
Analito
Branco 131/12 0 0 0% 0%
Branco 914/12 0 0 0% 0%

. o Branco 915/12 0 0 0% 0%
Oxitetracicling [T anco 916/12 0 0 0% 0%
Clortetraciclina Branco 917/12 0 0 0% 0%

Branco 918/12 0 0 0% 0%
LIQ 125653 -
Nivel PI - 312158
Branco 128/12 0 0 0% 0%
Branco 896/12 0 0 0% 0%
4-Epi- Branco 897/12 0 0 0% 0%
Oxitetraciclina | Branco 898/12 0 0 0% 0%
+ Branco 899/12 0 0 0% 0%
Clortetraciclina | Branco 900/12 0 0 0% 0%
LIQ 18091 -
Nivel PI - 313158

5.1.5 Efeito residual

Os resultados obtidos demonstraram que o método ndo apresenta
efeito residual para todos os analitos em todos os tecidos bovinos, uma vez que néo

se observou os sinais dos analitos Oxitetraciclina e 4-Epi-Oxitetraciclina e do padrao
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interno Clortetraciclina nos tempos de retengcdo dos mesmos para as amostras

branco injetadas apds as amostras LSQ. Os resultados estdo descritos na tabela 5.7

Tabela 5.7 Efeito residual para os compostos Oxitetraciclina, 4-Epi-Oxitetraciclina e

Clortetraciclina em musculo de bovinos.

Are-a . % de Interferente | o\ .o ¢
Analito Area Pl no tempo de o de inter erden e
Branco 131/12 967 0 retencéo do rgt% rt]e:l‘g’z : g |
. . LSQ 606684 | 157429 Analito &
Ox'te”f_c'c“”a Branco 131/12 | 1547 0 1% 0%
Clortetraciclina Branco 131/12 2573 0 204 0%
LIQ 125653 -
Nivel PI - 312158
Area i % de Interferente % de Interf
Analito Area PI no tempo de o de Inter eréante
Branco 128/12 0 0 retencéo do rgt%;zgg?j : ‘;I
4-Epi- LSQ 99210 158519 Analito
Oxitetraciclina | Branco 128/12 1523 0 8% 0%
+ Branco 128/12 2679 0 15% 0%
Clortetraciclina LIQ 18091 _
Nivel PI - 313158

5.1.6 Efeito matriz

Os resultados obtidos demonstraram que o método apresenta efeito

matriz dentro dos limites permitidos para Oxitetraciclina e 4-Epi-Oxitetraciclina em

musculo, 0s quais estdo presentes na tabela 5.8
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Tabela 5.8 Efeito matriz para os compostos Oxitetraciclina, 4-Epi-Oxitetraciclina e

Clortetraciclina em musculo de bovinos.

Area Analito/Area

Area Analito | Area PI
PI
COB fase 134269 111902 1.200 FMNs
COA fase 479794 115936 4,138
CQOB 128/12 180599 142729 1,265 1,05
CQA 128/13 580244 138659 4,185 1,01
CQB 896/12 149398 127906 1,168 0,97
CQA 896/13 307754 72360 4,253 1,03
Oxitetraciclina | CQB 897/12 121549 99075 1,227 1,02
+ CQA 897/13 431682 104385 4,135 1,00
Clortetraciclina| CQB 898/12 81731 61973 1,319 1,10
CQA 898/13 422694 102401 4,128 1,00
COB 899/12 109364 89082 1,228 1,02
CQA 899/13 458453 111815 4,100 0,99
CQOB 900/12 135765 108798 1,248 1,04
CQA 900/13 389847 94070 4,144 1,00
CV (%) 3,3
Area Analito | Area Pl Area Ans:no/Area
COB fase 20500 111902 0,183 FMNs
CQA fase 62504 132497 0,472
CQB 128/12 28422 142729 0,199 1,09
CQA 128/12 61059 138659 0,440 0,93
CQB 896/12 22807 120585 0,189 1,03
_ CQA 896/12 33065 72360 0,457 0,97
_4-Epi- COB 897/12 18836 99076 0,190 1,04
Oxitetraciclina
: CQA 897/12 49475 104385 0,474 1,00
Clortetracicling | CQB 898/12 13540 67881 0,199 1,09
CQA 898/12 48441 102401 0,473 1,00
CQB 899/12 17450 89082 0,196 1,07
CQA 899/12 55150 111816 0,493 1,05
CQB 900/12 22025 108798 0,202 1,11
CQA 900/12 45164 94070 0,480 1,02
CV (%) 4,9
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5.1.7 Precisao e exatidao

Os resultados das precisbes (intracorrida e intercorridas) e das
exatidoes (intracorrida e intercorridas) dos analitos Oxitetraciclina e 4-Epi-

Oxitetraciclina em musculo de bovinos estao apresentados nas tabelas 5.9 e 5.10.

Tabela 5.9 Precisdo e Exatiddo para o composto Oxitetraciclina em musculo de

bovinos.
Concentracdo | Concentracao | Concentracéo
Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
LIQ
50,8 49,3 56,3
44,5 45,3 57,0
46,4 48,6 57,0
49.8 (ng/g) 44,5 52,4 49,0
48,5 51,2 54,4
Oxitetraciclina * 43,9 53,2
Média 46,9 48,5 54,5
Intracorrida CV (%) 58 6,8 5,6
EPR (%) 5,7 2,7 9,4
Média 50,1
Intercorridas CV (%) 8,8
EPR (%) 0,7
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Concentracéo | Concentracao | Concentracéo
Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
CQB
143,2 159,6 154,6
157,3 154,1 162,9
145,5 155,0 151,6
1500 (ng/g) 143,8 159,8 151,3
159,6 137,2 155,3
145,8 1445 161,9
Média 149,2 151,7 156,2
Intracorrida CV (%) 49 59 3,2
EPR (%) 0,5 1,1 4,2
Média 152,4
Intercorridas CV (%) 49
EPR (%) 1,6
CQM
256,9 252,0 235,8
242,1 269,7 247,5
273,2 268,3 252,4
250,0 (ng/g) 258,9 2577 240,3
265,2 262,7 243,7
Oxitetraciclina 256,6 263,1 252,3
Média 258,8 262,2 245,3
Intracorrida CV (%) 4,0 2,5 2,7
EPR (%) 3,5 4,9 1,9
Média 255,5
Intercorridas CV (%) 4,2
EPR (%) 2,2
CQA
448,2 446,3 419,7
453,8 456,7 418,3
429,4 423,9 429,4
424,0 (ng/g) 462,5 434,2 429,7
486,7 439,5 409,8
478,6 424,1 412,3
Média 459,9 437,5 419,9
Intracorrida CV (%) 4,5 2,9 2,0
EPR (%) 8,5 3,2 1,0
Média 439,1
Intercorridas CV (%) 50
EPR (%) 3,6

* falha de injecao
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Concentracdo | Concentracado | Concentracéo
Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
CQD
Fator de dilui¢céo 10
2691,4 2658,8 2441,5
2618,3 2724,4 2402,5
2796,9 2715,6 2376,0
2500,0 (ng/g) 27812 2644,1 24490
Oxitetraciclina 2757,7 2402,6 2628,9
2260,4 2433,4 2453,7
Média 2651,0 2596,5 2458,6
Intracorrida CV (%) 7,6 55 3,6
EPR (%) 6,0 3,9 1,7
Média 2568,7
Intercorridas CV (%) 6,4
EPR (%) 2,7

Tabela 5.10 Precisédo e Exatiddo para o composto 4-Epi-Oxitetraciclina em musculo

de bovinos.
Concentracéo | Concentracéo | Concentracdo
Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
LIQ
53,6 50,6 53,7
40,5 58,8 46,4
47,9 52,3 53,5
498 (nglg) 43,1 41,4 49,6
4-Epi 49,0 47,3 51,2
Oxitetraréliclina ’ 50,4 50,6
Média 46,8 50,1 50,8
Intracorrida CV (%) 11,0 115 5,3
EPR (%) 6,0 0,7 2,1
Média 49,4
Intercorridas CV (%) 9,6
EPR (%) 0,8

* falha de injecdo
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Continuacao Tabela 5.10

Concentracéo | Concentracéo | Concentracdo
Dia 1l Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
CQB
164,6 142,3 145,8
149,0 166,0 163,2
166,1 142,9 140,0
180.0° (ng/g) 160,4 152,5 158,6
166,4 168,6 153,0
170,9 156,0 158,9
Média 162,9 154,7 153,3
Intracorrida CV (%) 4,7 7,2 5,8
EPR (%) 8,6 3,1 2,2
Média 157,0
Intercorridas CV (%) 6,2
EPR (%) 4,6
CQM
277,8 257,2 255,4
248,3 249,2 243,8
2715 263,5 263,6
250,0  (nglg) 273,2 276,7 254,9
. 262,8 240,3 238,8
Oxit:tr?::liclina - 266,2 2735 231,2
Média 266,6 260,1 248,0
Intracorrida CV (%) 3,9 54 4,9
EPR (%) 6,7 4,0 0,8
Média 258,2
Intercorridas CV (%) 54
EPR (%) 3,3
CQA
411,7 457,4 421,1
423,7 456,2 460,0
420,8 452,3 4525
4240 (ng/g) 448,8 404,3 436,4
432,9 432,6 435,8
439,8 452,6 460,0
Média 429,6 4426 4443
Intracorrida CV (%) 3,2 4.7 3,5
EPR (%) 1,3 4,4 4,8
Média 438,8
Intercorridas CV (%) 3,9
EPR (%) 3,5
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Continuacao Tabela 5.10

Concentracéo | Concentracao | Concentracdo
Dia 1l Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
CQD
Fator de diluicéo 10
2732,9 2568,0 2721,0
2418,8 2453,0 2503,0
2698,7 2571,0 2613,0
25000 (ng/g) 2863,7 2539,0 2492,0
4-Epi- 2574,6 2402,0 2419,0
Oxitetraciclina 2740,3 2704,0 2382,0
Média 2671,5 2539,5 2521,7
Intracorrida CV (%) 5,8 4,1 50
EPR (%) 6,9 1,6 0,9
Média 2577,6
Intercorridas CV (%) 5,4
EPR (%) 3,1

Por estes resultados pode-se afirmar que o método desenvolvido para
guantificacdo de Oxitetraciclina e 4-Epi-Oxitetraciclina em muasculo de bovinos é
preciso e exato, uma vez que pelos testes estatisticos, os valores encontrados estéao
dentro do critério de aceitacao.

5.1.8 Estabilidade ap6s ciclos de congelamento e descongelamento

Os resultados para a estabilidade apds ciclo de congelamento e
descongelamento para musculo estdo apresentados nas Tabelas a seguir. Por estes
resultados observa-se que todos os analitos, durante o periodo que contempla o
namero de ciclos estudados (1 ciclo — 24 horas apoés fortificagdo), apresentaram
estabilidade. Os numeros de ciclos estudados estdo de acordo com o numero de
vezes que as amostras dos animais tratados passam pelo processo de
descongelamento no laboratério. Para ambos analitos 0 método mostrou-se estavel,

conforme apresentado nas tabelas 5.11 e 5.12
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Tabela 5.11 Resultados do parametro de estabilidade apoés ciclos de congelamento

e descongelamento de Oxitetraciclina em musculo de bovinos.

Analise
Ciclo 1
155,4
150,0 (ng/g) 140,7
140,8
Média 145,6
Oxitetraciclina Desvio (%) 2,9
414,5
424,0 (ng/g) 418,2
409,4
Média 414,0
Desvio (%) 2,4

Tabela 5.12 Resultados do parametro de estabilidade apés ciclos de congelamento

e descongelamento de 4-Epi-Oxitetraciclina em musculo de bovinos.

Analise
Ciclo 1
143,9
150,0 (ng/g) 136,0
165,6
Média 148,5
L . Desvio (%) 1,0
4-Epi-Oxitetraciclina 430.9
424,0 (ng/g) 422,3
428,2
Média 427,1
Desvio (%) 0,7

5.1.9 Estabilidade p6s-processamento

Os resultados para a estabilidade poOs-processamento estao
apresentados nas tabelas 5.13 e 5.14. Pelos resultados observa-se que durante o
periodo de tempo em que os extratos das amostras de mudsculo permaneceram no

injetor automatico a estabilidade dos analitos foi mantida nos dois niveis estudados.
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Tabela 5.13 Resultados do parametro de estabilidade de pds-processamento de

Oxitetraciclina em musculo de bovinos.

Andlise
Ciclo 1
145,6
150,0 (ng/qg) 148,0
144,0
Média 145,9
Oxitetraciclina Desvio (%) 2.8
436,1
424,0 (ng/g) 434,9
422.6
Média 431,2
Desvio (%) 1,7

Tabela 5.14 Resultados do parametro de estabilidade de pds-processamento de 4-

Epi-Oxitetraciclina em musculo de bovinos.

Analise
Ciclo 1
161,9
150,0 (ng/g) 144.,4
146,8
Média 151,0
. . - Desvio (%) 0,7
4-Epi-Oxitetraciclina 4251
424,0 (ng/g) 426,2
454,2
Média 435,2
Desvio (%) 2,6

5.1.10 Estabilidade curta duracao

Os resultados do parametro estabilidade de curta duracdo estdo
apresentados nas tabelas 5.15 e 5.16. Pelos resultados observa-se que a
estabilidade foi mantida nos dois niveis estudados durante o periodo de tempo em

gue os extratos das amostras de musculo permaneceram a temperatura ambiente.
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Tabela 5.15 Resultados do parametro de estabilidade de curta duragdo de

Oxitetraciclina em musculo de bovinos.

Analise
Ciclo 1
144,2
150,0 (ng/g) 144,2
147,3
Média 145,2
Oxitetraciclina Desvio (%) 3.2
433,0
424,0 (ng/g) 434,9
418,7
Média 428,9
Desvio (%) 11

Tabela 5.16 Resultados do parametro de estabilidade de curta duracdo de 4-Epi-

Oxitetraciclina em musculo de bovinos.

Analise
Ciclo 1
149,0
150,0 (ng/g) 156,7
146,2
Média 150,6
4-Epi-Oxitetraciclina Desvio (%) 0.4
4249
424,0 (ng/g) 423,3
435,2
Média 427,8
Desvio (%) 0,9
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5.1.11 Estabilidade de solucao padrao

Os resultados do parametro estabilidade das solu¢des padrdes para o
estudo estdo apresentados nas tabelas 5.17 e 5.18. Pelos resultados observa-se
gue a estabilidade dos analitos e padrbes internos foram mantida para todas as

andlises das trés solucdes trabalho preparadas.

Tabela 5.17 Resultados da estabilidade de Solucdo Padréo para Oxitetraciclina em

musculo de bovinos.

PrRe?)C:rr;(;a Trabalho 1 Trabalho 2
2238653 2352795 2497237
Area Analito 2319208 2594168 2642178
2469166 2557969 2356938
Média 2342342,6 2501644,0 2498784,5
Oxitetraciclina Desvio (%) 6.8 6.7
1898365 2183587 2083450
Area PI 1863704 2196173 2180381
2126645 2186456 2119930
Média 1962904,3 2188738,6 2127920,3
Desvio (%) 11,5 8,4

Tabela 5.18 Resultados da estabilidade de Solucdo Padrdo para 4-Epi-

Oxitetraciclina em musculo de bovinos.

REEETH Trabalho 1 Trabalho 2
Preparada
342448 376745 342891
Area Analito 380168 401959 363963
335092 390851 399161
Média 352569,5 389851,6 368671,5
4-Epi-Oxitetraciclina Desvio (%) 106 4,6
1898365 2183587 2083450
Area PI 1863704 2196173 2180381
2126645 2186456 2119930
Média 1962904,3 2188738,6 2127920,3
Desvio (%) 115 8,4
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Matrizes bioldgicas séo dificeis de trabalhar, pois sdo complexas,
possuem uma grande quantidade de interferentes e mesmo trabalhando com um
detector seletivo como o espectrometro de massas em tandem(MS/MS) foi preciso
se trabalhar muito a cromatografia, ndo s6 para se conseguir a separacdo dos
epimeros, mas também para se reduzir o efeito da matriz, seja este diminuindo o
sinal do analito com o efeito de supressdao de ionizacdo ou o0 aumento de
sinal(menos comum), com interferentes da matriz com a mesma fragmentacédo do

ativo.

A utilizagdo de colunas de alta eficiéncia apresentou diversas
vantagens ja discutidas anteriormente, mas ao se trabalhar com matrizes complexas
ela também apresenta algumas desvantagens. A grande quantidade de impurezas,
particulas solidas e gordura, agem de forma a prejudicar o desempenho desta
coluna, uma vez que com particulas menores proporcionam uma maior pressdo na
entrada da coluna ja que a &rea de contato do solvente e analitos com as particulas
€ muito maior. Outro fato que podemos destacar com 0 uso dessas colunas € o fato
delas possuirem um frit (filtro da coluna) com poros menores o que facilita o
entupimento da mesma. Tivemos que ter um cuidado maior no preparo da amostra e
também na limpeza da mesma durante o processo de validagdo, com o0 uso de
gradiente de limpeza no final da corrida e até regeneracdo da coluna quando

necessario.

Com os resultados apresentados podemos concluir que além das
vantagens ja citadas o método se mostrou adequado, pois atende a todos os

critérios de aprovacdo da norma de validacéao.

Com este método otimizado, conseguimos uma reducdo de
aproximadamente 40% do custo do projeto, reduzindo o valor cobrado do cliente e o
mais importante, aumentando a margem de lucro do laborat6rio. Outro ponto que
pode ser destacado seria 0 aumento de produtividade da empresa, uma vez que
com a reducao do tempo gasto com este projeto pudemos realizar mais trabalhos
com a mesma capacidade operacional. Os cromatogramas representativos do

meétodo estao nos apéndices de 1 a 3.
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5.2 Desenvolvimento e validacdo de um método analitico para
guantificacdo de residuo de enrofloxacino, ciprofloxacino,

norfloxacino e marbofloxacino em musculo bovino.

Em produtos veterinarios € comum o uso de farmacos da mesma
classe, uma maneira de otimizar as validacdes é a analise simultanea de dois ou
mais compostos da mesma classe. Nesta validacdo foram analisados quatro
farmacos da mesma classe, reduzindo quatro vezes o tempo, custo e quantidade de
solvente utilizados, quando comparado ao procedimento inicial do laboratério onde

se validava apenas um composto de cada vez.

Neste método de analise foi utilizado uma coluna de alta eficiéncia, as
vantagens e desvantagens ja foram discutidos anteriormente. Podemos destacar o
uso do padréo interno (PI) neste método, além da exigéncia da norma de validacao o
uso do Pl é extremamente importante, pois, quando trabalhamos com matrizes
complexas ele ajuda a corrigir a interferéncia da matriz no processo de extracao,
separacdo cromatogréafica e detec¢do. Na extracao o Pl é adicionado na amostra no
inicio do procedimento, passando por todas as etapas assim como o analito, entdo
caso houver alguém erro neste processo o Pl ir4 corrigir a concentracdo do
composto de interesse, com a diminuicdo o aumento da sua area, proporcionalmente
a diminuicdo ou aumento do analito. E importante que o Pl seja um composto
quimicamente similar a molécula que se deseja identificar e quantificar, neste
método utilizamos como padrdo interno um composto da mesma classe dos
compostos de interesse, com isso o Pl possui uma extracdo, separacao
cromatografica (tempo de retencdo) e ionizacdo similar aos compostos
quantificados, entdo caso haja uma variagdo no tempo de retencdo dos compostos
de interesse, também ira ocorrer esta mudanca no tempo de retencdo do PI, isso
também vale para a ionizacdo, caso houver algum interferente de matriz no processo
de ionizacdo dos compostos o mesmo ira ocorrer com o PI, corrigindo assim a
concentracdo dos compostos, pois a concentracdo se da pela area do analito
dividido pela &rea do PI, diferente da padronizacdo externa onde determinamos a

concentracéo pela area do composto por concentracao.



5.2.1 Etapa analitica

Tabela 5.19 Solucdes primarias

Padrao: Ciprofloxacino
Cédigo de pesagem A
Massa pesada (mg) 10,0
Pureza (%) 99,5
Volume de dilui¢gdo (mL) 10,0

Solvente de diluicdo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentragao Final (ppm) 995,0
Padréo: Enrofloxacino
Cédigo de pesagem B
Massa pesada (mg) 10,0
Pureza (%) 99,0
Volume de dilui¢do (mL) 10,0

Solvente de diluicdo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentracao Final (ppm) 990,0
Padréo: Marbofloxacino
Cdodigo de pesagem C
Massa pesada (mg) 10,4
Pureza (%) 98,9
Volume de diluicdo (mL) 10,0

Solvente de diluicdo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentracao Final (ppm) 1028,6
Padrao: Norfloxacino
Cdbdigo de pesagem D
Massa pesada (mg) 10,4
Pureza (%) 99,8
Volume de diluicdo (mL) 10,0

Solvente de diluicdo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentracao Final (ppm) 1037,9
Padréo: Danofloxacino
Caodigo de pesagem E
Massa pesada (mg) 10,3
Pureza (%) 99,8
Volume de diluicdo (mL) 10,0

Solvente de diluigéo

MeOH/H20 20/80 +
1%ac,acetico

Concentragao Final (ppm)

1027,9




Tabela 5.20 Solugdes trabalho

Cddigo da solucao Mix - A2
Caodigo da precursora A
Concentragao, da precursora

(ppm) 995,0
Volume Pipetado (mL) 1005,0
Volume de diluicdo (mL) 10,0
Solvente de diluicdo MeOH/H20 20/80
Concentracao Final (ppm): 100,0
Cddigo da solucao Mix -B2
Caodigo da precursora B
Concentragao, da precursora

(ppm) 990,0
Volume Pipetado (mL) 1010,0
Volume de dilui¢do (mL) 10,0
Solvente de diluicdo MeOH/H20 20/80
Concentracao Final (ppm): 100,0
Cddigo da solucao Mix -C2
Caodigo da precursora C
Concentragao, da precursora

(ppm) 1028,6
Volume Pipetado (mL) 0,972
Volume de dilui¢do (mL) 10,0
Solvente de diluicdo MeOH/H20 20/80
Concentracao Final (ppm): 100,0
Cddigo da solucao Mix - D2
Cdbdigo da precursora D
Concentragdo, da precursora

(ppm) 1037,9
Volume Pipetado (mL) 0,963
Volume de diluicdo (mL) 10,0
Solvente de diluicdo MeOH/H20 20/80
Concentracao Final (ppm): 100,0

58
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Tabela 5.21 Solucdes para curva analitica

Niveis da Curva de Calibracdo

Conc vol, Volume de
Cdédigo ~ Final Conc, o ~ Volume
~ Solucédo | Volume ~ = Fortificacao ' Conc,
Solugéo ! Solugado | Solugéo de final da -
Ponto Trabalho | pipetado L ~ das Ativo
Trabalho - da Fortificacado amostra
- Utilizada (mL) amostras (ng/mL)
Utilizada Curva (ng/mL) (mL)
(ppm) ) (WL)
P1 (LIQ) P8 5,0 0,250 25,0 50,0 100,0 1,0 5,0
P2 P8 5,0 0,500 25,0 100,0 100,0 1,0 10,0
P3 (CQB) P8 5,0 0,750 25,0 150,0 100,0 1,0 15,0
P4 P8 5,0 2,500 25,0 500,0 100,0 1,0 50,0
P5(CQM) MIX 100,0 0,625 25,0 2500,0 100,0 1,0 250,0
P6 MIX 100,0 0,750 25,0 3000,0 100,0 1.0 300,0
P7(CQA) MIX 100,0 1,000 25,0 4000,0 100,0 1.0 400,0
P8 MIX 100,0 1,250 25,0 5000,0 100,0 1,0 500,0
CQD 10x MIX 100,0 1,250 5,0 25000,0 100,0 1,0 2500,0
Niveis do PI
PI E 1027,9 0,486 100,0 5000,0 100,0 1.0 500,0
PI (CQD) E 1027,9 0,243 5,0 50000,0 100,0 1.0 5000,0
Solvente de Diluicdo para construcdo da curva de fortificagéo ‘ MeOH/H20 20/80

5.2.2 Limite inferior de quantificacdo do método (liq):

O LIQ foi estabelecido como sendo no minimo a metade da
concentragdo determinada pelo Limite Maximo de Residuo (LMR) para a cada matriz
em estudo. Na tabela 5.22 estdo apresentados os LMRs utilizados como referéncia

para este estudo.

Tabela 5.22 Limite Maximo de Residuo (LMR) em musculo

Limite | Espécie | Musculo

ug/kg | Bovinos 50
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Para se determinar o LIQ do analito deste estudo, fortificou-se no inicio
da extracdo com 5,0 ng/g para os analitos em musculo.

5.2.3 Estabilidade

5.2.3.1 Estabilidade apdés ciclos de congelamento e

descongelamento

O teste de estabilidade apds ciclos de congelamento e
descongelamento foi realizado fortificando-se 3 amostras testemunhas de cada
matriz em dois niveis (CQB e CQA), totalizando 6 amostras para cada matriz. As
fortificacGes foram realizadas nos seguintes niveis: 15,0 ng/g (baixa) e 400,0 ng/g
(alta)

Estas 6 amostras, 3 de cada nivel foram extraidas e analisadas apos
serem mantidas congeladas em temperaturas inferiores a -20°C por 24 horas (ciclo
1). Este nimero de ciclos representa a quantidade de vezes que cada amostra
tratada passa pelo processo de descongelamento no laboratério. Os resultados
obtidos para estas amostras foram determinados através da curva de calibracdo

construida no dia das analises destas amostras.

5.2.3.2 Estabilidade pds-processamento

O teste de estabilidade p6s-processamento foi realizado fortificando-se
3 amostras testemunhas de cada matriz em dois niveis (CQB e CQA), totalizando 6
amostras para cada matriz. As fortificacdes foram realizadas nos seguintes niveis:
15,0 ng/g (baixa) e 400,0 ng/g (alta).

5.2.3.3 Estabilidade de curta duracao

O teste de estabilidade de curta duracéo foi realizado fortificando-se 3
amostras testemunhas de cada matriz em dois niveis (CQB e CQA), totalizando 6
amostras para cada matriz. As fortificacdes foram realizadas nos seguintes niveis:
15,0 ng/g (baixa) e 400,0 ng/g (alta).
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5.2.3.4 Estabilidade de solucao padréao

O teste de estabilidade da solugcdo padréo foi realizado com trés
solugdes trabalho, preparadas na concentracdo de 250,0 ng/mL para os ativos de

interesse e na concentracao de 500,0ng/mL para a Danofloxacina (PI).

A estabilidade das solucdes trabalho sdo demonstradas quando néo se
observar variacdo superior a 10% de suas respostas de area em comparacdo com

as respostas das solucdes recém preparadas.

5.2.4 Seletividade

Os resultados obtidos demonstraram que o método € seletivo para o
analito em musculo de bovinos, uma vez que obteve-se seletividade acima de 80%
para os analitos e para o padrdo interno Danofloxacina, conforme verificamos na
tabela 5.23



Tabela 5.23 Seletividade para os compostos em musculo de bovinos.
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% de % de
< Interferente no 0
Area < Interferente no
: Area PI tempo de
Analito ~ tempo de
retencao do retencéo do PI
Analito ¢
Branco 001/13 0 0 0% 0%
Branco 002/13 0 0 0% 0%
Branco 003/13 4915 0 6% 0%
Enrofloxacino Branco 004/13 0 0 0% 0%
Branco 005/13 0 0 0% 0%
Branco 006/13 0 0 0% 0%
LIQ 76809 -
Pl - 909282
Branco 001/13 0 0 0% 0%
Branco 002/13 0 0 0% 0%
Branco 003/13 0 0 0% 0%
Ciorofloxacino Branco 004/13 0 0 0% 0%
P Branco 005/13 0 0 0% 0%
Branco 006/13 0 0 0% 0%
LIQ 21157 -
Pl - 909282
Branco 001/13 0 0 0% 0%
Branco 002/13 0 0 0% 0%
Branco 003/13 0 0 0% 0%
Marbofloxacino Branco 004/13 0 0 0% 0%
Branco 005/13 0 0 0% 0%
Branco 006/13 0 0 0% 0%
LIQ 6812 -
Pl - 909282
Branco 001/13 0 0 0% 0%
Branco 002/13 0 0 0% 0%
Branco 003/13 0 0 0% 0%
Norfloxacino Branco 004/13 0 0 0% 0%
Branco 005/13 0 0 0% 0%
Branco 006/13 0 0 0% 0%
LIQ 21606 -
Pl 909282



5.2.5 Efeito residual
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Os resultados obtidos demonstraram que o método apresenta efeito

residual dentro dos limites permitidos para os analitos e padréao interno em muasculo

de bovinos, uma vez que ndo se observou pico de interferente para o analitos e para

o padréo interno Danofloxacina nos tempos de retencdo dos mesmos para as

amostras branco injetadas apos as amostras LSQ. Os resultados estdo descritos na

tabela 5.24.

Tabela 5.24 Efeito residual para os compostos e Pl em musculo de bovinos.

Area ) % de Interferente % de Interf ¢
Analito Area PI no tempo de o de Interferente
- no tempo de
Branco 001/13 0 0 retencdo do retencao do Pl
LSQ 4712409 | 858317 Analito ¢
. Branco 001/13 8147 0 12,7% 0,0%
Enrofloxacino
Branco 001/13 0 0 0,0% 0,0%
LIQ 64045 -
Pl - 957628
Branco 001/13 0 0
LSQ 2311185 858317
. . Branco 001/13 0 0 0,0% 0,0%
Ciprofloxacino
Branco 001/13 0 0 0,0% 0,0%
LIQ 22303 -
Pl - 957628
Branco 001/13 0 0
LSQ 1005174 858317
) Branco 001/13 0 0 0,0% 0,0%
Marbofloxacino
Branco 001/13 0 0 0,0% 0,0%
LIQ 6477 -
PI - 957628
Branco 001/13 0 0
LSQ 2431512 858317
. Branco 001/13 0 0 0,0% 0,0%
Norfloxacino
Branco 001/13 0 0 0,0% 0,0%
LIQ 16517 -
PI - 957628




5.2.6 Efeito matriz
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Os resultados obtidos demonstraram que o método apresenta efeito

matriz dentro dos limites permitidos para os compostos em musculo de bovinos,

conforme tabelas 5.25 e 5.26.

Tabela 5.25 Efeito matriz para os compostos e Pl em musculo de bovinos.

Area Analito | Area PI Area An;lllto/Area
COB fase 181982 | 1042817 0,175 FMNs
COAfase | 4908955 | 1071860 4,580
COB001/13| 184723 | 1122967 0,164 0,94
COA001/13| 4599540 | 1045852 4,398 0.96
COB002/13| 181134 | 1005513 0,180 1,03
COA002/13 | 4520199 | 1134774 3,983 0,87
COB003/13| 209518 | 1085645 0,193 111
Enrofloxacino | CQA 003/13 | 4616066 | 1097958 4,204 0,92
COA004/13| 193639 | 1068806 0,181 1,04
COB004/13| 4714283 | 1121087 4,205 0,92
COA005/13| 178952 | 1115332 0,160 0,92
COB005/13 | 4395305 | 1043705 4,211 0,92
CQA006/13| 202733 | 1053386 0,192 1,10
CQA006/13 | 4820573 | 1148992 4,195 0,92
CV (%) 8.2
COB fase 90327 1042817 0,087
COAfase | 2819765 | 1071860 2631
COB001/13| 93108 1122967 0,083 0,96
CQA001/13| 2470092 | 1045852 2,362 0,90
COB002/13| 87743 1005513 0,087 1,01
COA002/13 | 2480733 | 1134774 2,186 083
COB003/13| 93653 1085645 0,086 1,00
Ciprofloxacino | CQA003/13 | 2399894 | 1097958 2,186 083
COA004/13 | 83565 1068806 0,078 0,90
COB004/13| 2645937 | 1121087 2,360 0,90
COQA005/13| 95199 1115332 0,085 0,99
COB005/13| 2397888 | 1043705 2,297 0,87
COA006/13| 93158 1053386 0,088 1,02
COA006/13| 2619688 | 1148992 2,280 0,87
CV (%) 74




Tabela 5.26 Efeito matriz para os compostos e Pl em musculo de bovinos.
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Area Analito

Area PI

Area Analito/Area

Pl
CQB fase 37745 1042817 0,036 FMNs
COAfase | 1058993 1071860 0,988
COB001/13| 39384 1122967 0,035 0,97
COA001/13| 1042897 1045852 0,997 1,01
COB002/13| 37685 1005513 0,037 1,04
CQA 002/13| 1053560 1134774 0,928 0,94
COB003/13| 43351 1085645 0,040 1,10
Marbofloxacino | CQA 008/13 | 1027477 1097958 0,936 0,95
COA004/13| 38883 1068806 0,036 1,01
COB004/13| 1104599 1121087 0,985 1,00
COA005/13| 42310 1115332 0,038 1,05
CQB005/13| 1050049 1043705 1,006 1,02
CQA006/13| 38797 1053386 0,037 1,02
COA006/13| 1111002 1148992 0,967 0,98
CV (%) 45
COB fase 83177 1042817 0,080
COAfase | 2923007 1071860 2727
COB001/13| 104814 1122967 0,093 117
COA001/13| 2752687 1045852 2,632 0,97
COB002/13| 105276 1005513 0,105 131
CQA002/13| 2835778 1134774 2,499 0,92
COB003/13| 98600 1085645 0,091 114
Norfloxacino | CQA003/13 | 2723548 1097958 2481 0,91
COA004/13 | 98677 1068806 0,092 116
COB004/13| 2956917 1121087 2,638 0,97
COA005/13| 102597 1115332 0,092 1,15
COB005/13| 2704099 1043705 2,591 0,95
CQA006/13| 100952 1053386 0,096 1,20
COA006/13| 2986949 1148992 2,600 0.95
CV (%) 128
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5.2.7 Curva de calibracao

O resultado das curvas de calibracdo dos compostos em musculo de

bovinos esta apresentado na tabela 5.27 e 5.28.

Tabela 5.27 Curva de calibracdo para os compostos em musculo de

bovinos.

Enrofloxacino

Concentracéo | Concentracédo | Concentracao | Concentracao
Nivel Nominal Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média | Desvio (%)
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
P1 5.0 58 51 54 54 7,9
4,8 52 51 50 0,2
P2 10,0 8,9 9,1 9,1 9,0 -9,5
P3 15,0 14,5 15,8 15,4 15,2 15
P4 50,0 49,6 49,3 49,3 49,4 -1,2
P5 250,0 271,9 2524 250,2 258,2 3,3
P6 300,0 297,4 301,6 2921 297,0 -1,0
P7 400,0 396,4 378,9 405,7 393,7 -1,6
Pg 500,0 466,7 488,8 508,6 488,0 -2,4
519,2 528,8 494,2 514,1 2,8
Coeficiente de
correlacao(r) 0,9986 0,9992 0,9999
Coeficiente de
determinacao(r?) 0,9972 0,9983 0,9997
Ciprofloxacino
Concentracéo | Concentragdo | Concentracdo | Concentracao
Nivel Nominal Dial Dia 2 Dia 3 Média | Desvio (%)
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
p1 5.0 53 4,7 4,7 4,9 -2,4
4,8 54 54 52 4,0
P2 10,0 9,4 *7.6 9,4 9,4 -6,1
P3 15,0 14,9 15,4 15,7 15,3 2,3
P4 50,0 51,3 48,6 49,1 49,7 -0,7
P5 250,0 272,1 249,8 251,6 257,8 3,1
P6 300,0 297,5 301,2 300,0 299,6 -0,1
P7 400,0 390,4 375,0 406,8 390,7 -2,3
P8 500.0 465,7 503,5 496,1 488,5 -2,3
523,6 521,3 496,2 513,7 2,7
Coeficiente de
correlacao(r) 0,9985 0,9993 0,9999
Coeficiente de
determinacdo(r?) 0,9969 0,9986 0,9998
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Tabela 5.28 Curvas de calibragédo para os compostos em musculo de bovinos

5.2.8 Precisao e exatidao

Marbofloxacino
Concentracédo | Concentracao | Concentracéo | Concentracao
Nivel Nominal Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média Desvio (%)
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
P1 5.0 *6.6 4,4 4,7 4,6 -8,5
5,0 55 5,6 54 7,1
P2 10,0 8,6 9,2 8,8 8,9 -11.,4
P3 15,0 15,3 16,0 15,1 15,5 3,1
P4 50,0 56,0 51,1 53,0 53,4 6,7
P5 250,0 254,8 253,2 248,7 252,2 0,9
P6 300,0 289,9 314,7 296,7 300,4 0,1
P7 400,0 416,0 365,7 410,4 397,4 -0,7
Pg 500.0 461,0 480,0 485,4 475,5 -4,9
523,3 535,0 506,7 521,7 4,3
Coeficiente de
correlacéo(r) 0,9984 0,9981 0,9996
Coeficiente de
determinacao(r?) 0,9967 0,9962 0,9993
Norfloxacino
Concentracdo | Concentracao | Concentracdo | Concentracéo
Nivel Nominal Dia 1 Dia 2 Dia 3 Média | Desvio (%)
(ng/g) (ng/g) (ng/g) (ng/g)
P1 5.0 4,3 55 51 5,0 -0,7
54 51 5,6 54 7,5
P2 10,0 *8.1 *8.1 9,0 9,0 -9,5
P3 15,0 14,6 15,0 14,4 14,7 -2,1
P4 50,0 53,8 45,4 49,4 49,6 -0,9
P5 250,0 268,4 247,4 253,5 256,4 2,6
P6 300,0 291,4 298,4 293,6 294.,4 -1,9
P7 400,0 388,8 383,8 394,4 389,0 -2,7
Pg 500.0 470,0 494,3 506,4 490,2 -2,0
528,3 530,3 503,4 520,7 4,1
Coeficiente de
correlacao(r) 0,9985 0,9992 0,9998
Coeficiente de
determinacao(r?) 0,9969 0,9984 0,9997

Os resultados das precisbes (intracorrida e intercorridas) e das

exatiddes (intracorrida e intercorridas) do analito Enrofloxacino, Ciprofloxacino,

Marbofloxacino e Norfloxacino em amostras de musculo de bovinos estao

apresentados nas tabelas 5.29, 5.30, 5.31 e 5.32 respectivamente.



Tabela 5.29 Precisdo e Exatidao para a Enrofloxacina em musculo de bovinos
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Concentracéo | Concentracdo | Concentracéo
Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
LIQ
6.3 7,0 6,3
5,7 5,7 58
5,5 5,4 4.6
5,00 (ng/ d ' ,
(ng/g) 55 58 5
5,0 5,6 55
4.5 5,9 5,2
Média 54 5,9 5.4
Intracorrida CI\E/P(IZ") 11,5 9,3 10,9
(%) 8,3 18,0 8,5
Média 5,6
Intercorridas CI\E/P(;/O) 10,7
%) 11,6
CQB
14.8 14,7 14,3
12,8 16,8 15,2
15,00 (ng/g) 14,3 15,5 15,4
15,8 15,7 17,3
* 14,0 17,0
. 16,4 16,7 15,1
Enrofloxacino Média 14.8 156 157
Intracorrida CI\E/FSZO) 9,5 7,0 7.4
(%) -1,2 3,8 4,7
Média 15,4
Intercorridas | ©Y (%) 7,8
EPR 27
(%) '
CQM
264,0 243,0 253,0
259,8 235,0 247,6
262,3 232,1 249,2
250,00 (ng/g) 2811 250.0 2474
254.8 249,3 257,1
269,3 243,5 243,9
Média 265,2 2421 249,7
Intracorrida C;;g") 34 3,0 1,9
(%) 611 '3,1 -0,1
Média 252,4
Intercorridas CI\E/P(IZ)) 4,8
(%) 09

* falha de injegéo.



Continuacao da Tabela 5.29
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Concentracéo | Concentracéo | Concentracéo
Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
CQA
434,0 389,6 394,9
408,5 382,2 403,1
400,00 (ng/g) 404,3 395,3 389,9
405,1 385,4 401,2
409,5 378,7 385,5
430,0 397,5 377,3
Média 415,2 388,1 392,0
Intracorrida | CV (%) 3,2 1,9 2,5
EPR (%) 3,8 -3,0 -2,0
Média 398,4
Intercorridas | CV (%) 3,9
EPR (%) -0,4
Enrofloxacino CQD
Fator de dilui¢céo 10
2801,7 2515,7 2407,7
2756,9 24126 2630,1
2500,00 (ng/g) 2766,2 2514,3 2692,8
2812,4 2430,6 2659,3
2848,6 2565,0 2758,4
3137,9 2330,1 2633,6
Média 2853,9 2461,4 2630,3
Intracorrida | CV (%) 50 3,5 4,5
EPR (%) 14,2 -1,5 5,2
Média 2648,6
Intercorridas | CV (%) 7,5
EPR (%) 59




Tabela 5.30 Precisdo e Exatidao para a Ciprofloxacino em musculo de bovinos
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(%)

Concentracdo Dia | Concentracéo | Concentracdo
1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
LIQ
59 6,6 57
5,8 5,8 6,0
4,9 54 4,7
5,00 (ng/ : : !
(ng/a) 4,7 4,1 59
4,6 4,8 59
3,8 5,0 5,7
Média 50 53 5,7
Intracorrida CI\E/P(I:/O) 15.7 16.3 8.6
(%) -0,9 57 13,3
Média 53
Intercorridas CI\E/P(I(?) 14.1
(%) 6,0
Ciprofloxacino CQD
Fator de diluicao 10
2819,0 2614,0 2497,6
2771,8 2565,0 2776,1
2500,00 (ng/g) 2701,8 2509,0 28275
2866,9 2545,0 2846,6
2859,7 2673,0 2734,1
3118,0 2499,0 2667,3
Média 2856,2 2567,5 27249
Intracorrida CI\E/P(FO:O) 5,0 2,6 4.7
(%) 14,2 2,7 9,0
Média 2716,2
Intercorridas CV (%) 6.0
EPR 86
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Continuacdo Tabela 5.30: Precisdo e Exatiddao para a Ciprofloxacino em

musculo de bovinos

Concentracdo Dia | Concentracdo | Concentracéo
1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
CQB
14,8 15,2 13,1
13,0 16,5 16,2
15,00 (ng/g) 14,5 15,1 15,5
13,2 14,3 17,7
* 14,5 14,7
14,9 15,8 17,1
Média 14,1 15,2 15,7
Intracorrida CI\E/FEI;A)) 64 54 10,6
(%) -6,3 16 4,9
Média 15,1
Intercorridas CI\E/P(IZO) 88
(%) 0,4
CQoM
261,2 238,6 249,4
254,7 244.0 242,1
254,2 242,3 249,6
250,00 (ng/g) 284,8 252,7 242,0
252,0 2425 264,6
_ _ 266,0 242,0 248,3
Ciprofloxacino Média 262,1 243,7 249,3
Intracorrida CI\E/FEIZO) 4.7 2.0 3,3
%) 49 -2,5 -0,3
Média 251,7
Intercorridas CI\E/P(IOQ/O) 4.6
(%) 07
CQA
436,9 386,3 387,3
406,3 380,3 411,4
400,00 (nglg) 398,0 393,5 398,1
403,8 389,3 392,0
390,6 387,9 390,1
422,6 396,5 369,4
Média 409,7 389,0 391,4
Intracorrida CI\E/P(I?) 4.2 15 3.5
(%) 2,4 -2,8 -2,2
Média 396,7
Intercorridas CV (%) 3.9
EPR 08

(%)
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Tabela 5.31 Preciséo e Exatidao para a Marbofloxacino em musculo de bovinos

Concentragéo Dia 1 ConcDeir;t;agao ConcDeir;t;agao
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
LIQ
5,6 5,6 50
57 54 4,1
6,4 52 49
200" (nglo) 6,0 5,9 5,8
54 4,8 4,1
55 6,9 3,3
Média 5,8 5,6 4,5
Intracorrida CV (%) 6,5 12,8 19,0
EPR (%) 15,3 12,7 -9,4
Média 53
Intercorridas CV (%) 16,2
EPR (%) 6,2
Marbofloxacino CcQD
Fator de diluicao 10
2780,0 2817,0 2622,7
2807,0 2799,0 2768,8
2500,00 (ng/g) 2832,0 2785,0 2727,9
2864,0 2840,0 2873,2
2840,0 2954,0 2975,1
3071,0 2609,0 2709,7
Média 2865,7 2800,7 2779,6
Intracorrida CV (%) 3,7 4,0 4,5
EPR (%) 14,6 12,0 11,2
Média 2815,3
Intercorridas CV (%) 4,0
EPR (%) 12,6
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Continuacdo Tabela 5.31: Precisdo e Exatiddo para a Marbofloxacino em

musculo de bovinos

Concentragao Dia 1 Concs:;r;trzagao Concs:;r;t;agao
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
CQB
16,1 15,8 12,8
13,2 13,3 13,1
15,00 (nglg) 16,2 14,8 13,0
15,3 16,1 13,8
* 15,6 13,4
15,7 12,9 11,1
Média 15,3 14,8 12,9
Intracorrida CV (%) 8,0 9,2 7,3
EPR (%) 2,0 -1,7 -14,2
Média 14,2
Intercorridas CV (%) 10,8
EPR (%) -5,0
CQM
249,4 251,4 259,0
255,3 254,8 240,8
251,7 231,8 246,8
250,00 (ng/) 254,0 232,3 2434
250,0 250,3 2454
Marbofloxacino 279,4 246,9 250,1
Média 256,6 244.6 247,6
Intracorrida CV (%) 4.4 4,1 2,6
EPR (%) 2,7 -2,2 -1,0
Média 249,6
Intercorridas CV (%) 4,2
EPR (%) -0,2
CQA
426,1 386,1 375,1
418,3 391,1 409,0
400,00 (ng/g) 382,5 389,6 390,4
392,9 398,3 395,0
398,4 407,9 386,8
418,0 399,1 366,2
Média 406,0 395,4 387,1
Intracorrida CV (%) 4,2 2,0 3,9
EPR (%) 1,5 -1,2 -3,2
Média 396,2
Intercorridas CV (%) 3,9
EPR (%) -1,0
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Tabela 5.32 Preciséo e Exatidao para a Norfloxacino em musculo de bovinos

Concentracéo Concentracéo Concentracéo
Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
LIQ
5,8 6,4 6,5
5,9 53 57
55 4,7 53
5.00 (ng/g) 5,0 5,3 4,8
3,5 55 5,6
4,4 55 50
Média 5,0 55 55
Intracorrida CV (%) 18,3 10,1 11,0
EPR (%) 0,5 9,0 9,4
Média 53
Intercorridas CV (%) 13,2
EPR (%) 6,3
Norfloxacino CQD
Fator de diluicéo 10
2856,6 2573,0 2494,9
2744,3 2483,0 2804,7
2701,0 2343,0 2676,2
2500,00 (ng/g) 2859,8 2615,0 2883,1
2858,0 2630,0 2770,7
3075,3 2319,0 2604,1
Média 2849,1 2493,8 2705,6
Intracorrida CV (%) 4,6 55 5,3
EPR (%) 14,0 -0,2 8,2
Média 2682,9
Intercorridas CV (%) 7,4
EPR (%) 7,3
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Continuacdo Tabela 5.32 Precisdo e Exatiddo para a Norfloxacino em

musculo de bovinos

Concentracéo Concentracdo |Concentracao
Dia 1 Dia 2 Dia 3
(ng/g) (ng/g) (ng/g)
CQB
15,2 13,9 15,3
12,8 15,1 14,9
15,00 (ng/g) 16,0 134 13,6
14,4 15,6 14,4
* 13,7 14,1
16,2 15,9 14,2
Média 14,9 14,6 14,4
Intracorrida CV (%) 9,3 7,3 4,2
EPR (%) -0,7 -2,7 -3,9
Média 14,6
Intercorridas CV (%) 6,8
EPR (%) -2,5
CQM
259,5 2415 254,0
260,2 240,5 248,4
254,1 237,1 247.9
250,00 (ng/0) 270,3 250,1 245,9
256,0 239,7 257,2
Norfloxacino 273,1 2425 247,7
Média 262,2 241,9 250,2
Intracorrida CV (%) 3,0 1,8 1,8
EPR (%) 49 -3,2 0,1
Média 251,4
Intercorridas CV (%) 4,0
EPR (%) 0,6
CQA
421,3 376,6 373,6
395,2 365,2 400,6
400,00 (nglg) 394,6 395,9 410,8
402,6 381,3 380,8
396,4 388,1 385,6
423,8 390,0 379,0
Média 405,7 382,9 388,4
Intracorrida CV (%) 3,3 2,9 3,7
EPR (%) 1,4 -4,3 -2,9
Média 392,3
Intercorridas CV (%) 4,0
EPR (%) -1,9
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5.2.9 Estabilidade apds ciclos de congelamento e descongelamento

Os resultados para a estabilidade apo6s ciclo de congelamento e
descongelamento para musculo de bovinos estdo apresentados na tabela 5.33. Por
estes resultados observa-se que todos os analitos, durante o periodo que contempla
0 numero de ciclos estudados (1 ciclo — 24 horas ap0s fortificacdo), apresentaram
estabilidade. O numero de ciclos estudados esta de acordo com o numero de vezes
gue as amostras dos animais tratados passam pelo processo de descongelamento

no laboratério.
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Tabela 5.33 Resultados do parametro de estabilidade apdés ciclos de congelamento
e descongelamento para Enrofloxacina, Ciprofloxacino, Marbofloxacino e

Norfloxacino em musculo de bovinos.

12,9

15,00 (ng/g) 14,1

12,8

Média 13,3

Ciprofloxacino Desvio (%) 114

380,4

400,00 (ng/g) 392,0

397,7

Média 390,1

Desvio (%) -2,5

13,4

15,00 (ng/g) 15,2

12,9

Média 13,8

Marbofloxacino Desvio (%) 7.9

386,9

400,00 (ng/g) 399,4

412,8

Média 399,7

Desvio (%) -0,1

13,9

15,00 (ng/9) 14,2

12,9

Média 13,7

Norfloxacino Desvio (%) 9.0

374,4

400,00 (ng/g) 390,6

388,2

Média 384,4

Desvio (%) -3,9

13,5

15,00 (ng/g) 14,8

12,8

Média 13,7

. Desvio (%) -9,0
Enrofloxacino

395,7

400,00 (ng/g) 390,8

402,6

Média 384,4

Desvio (%) -3,9
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5.2.10 Estabilidade p6s-processamento

Os resultados para a estabilidade poOs-processamento estao
apresentados na tabela 5.34. Pelos resultados observa-se que durante o periodo de
tempo (20h) em que os extratos das amostras de musculo de bovinos
permaneceram no injetor automéatico a estabilidade dos analitos foi mantida nos dois
niveis estudados (CQB e CQA).
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Tabela 5.34 Resultados do parametro de estabilidade de pds-processamento em

musculo de bovinos.

15,9

15,00 (ng/g) 14,3

13,4

Média 14,5

Ciprofloxacino Desvio (%) -3,3
361,1

400,00 (ng/g) 373,7

371,3

Média 368,7

Desvio (%) 7.8

16,7

15,00 (ng/g) 15,6

15,1

Média 15,8

Marbofloxacino Desvio (%) 53
389,3

400,00 (ng/g) 374,3

400,5

Média 388,0

Desvio (%) -3,0

15,0

15,00 (ng/g) 16,1

14,2

Média 15,1

Norfloxacino Desvio (%) 0,6
365,5

400,00 (ng/g) 353,9

367,1

Média 362,2

Desvio (%) 9,5

16,5

15,00 (ng/g) 16,7

16,2

Média 16,5

Enrofloxacino Desvio (%) 9,8
368,3

400,00 (ng/g) 372,7

390,5

Média 377,2

Desvio (%) 5,7
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5.2.11 Estabilidade curta duracao

Os resultados do parametro estabilidade de curta duracdo estdo
apresentados na tabela 5.35. Pelos resultados observa-se que a estabilidade foi
mantida nos dois niveis estudados (CQB e CQA) durante o periodo de tempo em
que os extratos das amostras de musculo de bovinos permaneceram a temperatura

ambiente.
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Tabela 5.35 Resultados do parametro de estabilidade de curta duracdo em musculo

de bovinos.
Analise
Ciclo 1

15,2

15,00 (ng/g) 14,9

15,7

Média 15,3

Enrofloxacino Desvio (%) 1,9
383,7
400,00 (ng/q) 375,6
374,9
Média 378,0

Desvio (%) -5,5

154

15,00 (ng/g) 14,2

16,1

Média 15,2

Ciprofloxacino Desvio (%) 1.6
394,9
400,00 (ng/g) 369,3
391,3
Média 385,2

Desvio (%) -3,7

13,2

15,00 (ng/g) 16,8

13,1

Média 14,4

Marbofloxacino Desvio (%) 4.2
401,1
400,00 (ng/q) 375,2

407,1

Média 394,5

Desvio (%) -14

15,1

15,00 (ng/g) 16,8

13,4

Média 15,1

Norfloxacino Desvio (%) 0.7
388,1
400,00 (ng/g) 363,3
379,8
Média 377,1

Desvio (%) -5,7
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5.2.12 Estabilidade de solucao padrao

Os resultados do parametro estabilidade das soluc¢des padrbes para o
estudo estdo apresentados na tabela 5.36. Pelos resultados observa-se que a
estabilidade do analito foi mantida para todas as analises das trés solucdes trabalho

preparadas.
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Tabela 5.36 Resultados da estabilidade de Solucdo Padréo para Enrofloxacina em

musculo, de bovinos.

3595572 3492768 3458542
Area Analito 3279977 3484363 3419145
3525061 3415881 3411823
Média 3466869,8 3464337,2 3429836,7
. Desvio (%) -0,1 -1,1
Enrofloxacino
1252675 1219054 1354770
Area Pl 1114457 1280763 1257472
1240505 1272275 1255586
Média 1202545,7 1257363,8 1289275,9
Desvio (%) 4,6 7,2
2079368 2031086 2045646
Area Analito 1936542 2030152 1918788
2035499 1970039 1996187
Média 2017136,3 2010425,6 1986873,4
) . Desvio (%) -0,3 -1,5
Ciprofloxacino
1252675 1219054 1354770
Area Pl 1114457 1280763 1257472
1240505 1272275 1255586
Média 1202545,7 1257363,8 1289275,9
Desvio (%) 4,6 7,2
707968 662591 674306
Area Analito 639476 645631 676040
664357 630807 643020
Média 670600,0 646342,9 664455,4
) Desvio (%) -3,6 -0,9
Marbofloxacino
1252675 1219054 1354770
Area Pl 1114457 1280763 1257472
1240505 1272275 1255586
Média 1202545,7 1257363,8 1289275,9
Desvio (%) 4,6 7,2
2329653 2207294 2152700
Area Analito 2220944 2215441 2128733
2350914 2147164 2207348
Média 2300503,6 2189966,4 2162927,1
_ Desvio (%) -4,8 -6,0
Norfloxacino
1252675 1219054 1354770
Area Pl 1114457 1280763 1257472
1240505 1272275 1255586
Média 1202545,7 1257363,8 1289275,9
Desvio (%) 4.6 7,2
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Com o desenvolvimento e validagdo de compostos do mesmo grupo
estimamos uma economia de aproximadamente 70%, uma vez que 0 maior custo do
laboratorio € o tempo operacional, o qual foi reduzido praticamente quatro vezes.
Neste método foi utilizado uma coluna de alta performance, o que reduziu muito o
tempo de retencdo dos analitos, tornando um método muito rapido, com baixo
consumo de solvente. O custo foi reduzido e foi possivel ampliar a margem de lucro,
repassando uma parte da reducdo do custo para o cliente. O método se mostrou

efetivo e adequado, cumprindo com todas exigéncias da RDC 27.

5.3 Desenvolvimento e validacdo de um método analitico para
determinar a magnitude de residuo de imidacloprido em folhas de

alface apés tratamento com inseticida.

O método foi desenvolvido apés a mudanca de empresa, como a nova
empresa trabalha com andlise de pesticidas em matrizes vegetais 0 mesmo conceito
foi empregado no desenvolvimento e validacdo do método. Foi utilizado o método
QUEChERS modificado no preparo de amostra. Usualmente, os métodos utilizados
no laboratério eram a extracdo liquido-liquido, onde eram utilizadas em torno de
50mL de solvente organico por amostra. Neste novo método utilizamos apenas 5mL
de solvente orgéanico, além dos reagentes descritos abaixo, que sdo normalmente
utilizados nesse tipo de método, além da reducéo de 10 vezes o volume de solvente,
o método aplicado foi de facil aplicacéo e rapido, como o préprio método QUEChERS
original propfe. Obtivemos uma amostra limpa e em solvente jA adequado para
utilizacdo em cromatografia liquida.

Os parametros de validacao diferem um pouco da RDC 27, pois, para

este tipo de andlise seguimos a RDC 4 do ministério da agricultura

5.3.1 Validagc&o dos meétodos e critérios de aceitacdo

A validagdo do método analitico foi realizada no Laboratério de Analise
de Residuos (LAAR) da Fundagdo ABC para Assisténcia e Divulgacdo Técnica

Agropecuaria. Os parametros avaliados foram: seletividade, linearidade,
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recuperacdo (exatidao), repetibilidade (precisao), limite de deteccédo e limite de
quantificacdo. Os critérios de aceitacdo para cada parametro seguem descritos na
tabela 5.37

Tabela 5.37: Parametros de validacéo e critérios de aceitacao

Curva de calibracdo construida com um minimo de
Linearidade 5 pontos com leitura em triplicata.

Coeficiente de correlacéo (r) maior ou igual a 0,99.

O coeficiente angular define a sensibilidade do
método.

O calculo do coeficiente angular sera feito pelo
software do equipamento.

Sensibilidade

Conducéao de, no minimo, 2 niveis de fortificacdes,
com 5 repeticbes cada um, sendo que o menor
nivel deve ser sempre o menor LOQ validado.

Aceitos valores no intervalo de 70 a 120% de
recuperagdo, com coeficiente de variagcdo (CV%)
menor ou igual a 20%.

Recuperacéo / Exatidao

Conducéo de, 10 pesagens independentes da
mesma amostra, de forma consecutiva.

O coeficiente de variacdo global (CV%) aceito

conforme:
Nivel de concentracao CV %
Repetibilidade / Precisdo < 1ug.kg? 35
> 1 ug.kgt < 0,01 mg.kg? 30
>0,01 mg.kg™ < 0,1 mg.kg? 20
>0,1 mg.kg™* < 1,0 mg.kg™? 15
>1,0 mg.kg? 10

Referéncia: ISO 14029

Determinado  diluindo e analisando uma
concentracdo da solugdo padrdo até que o sinal
resulte em, no minimo 3 vezes o sinal do ruido do
equipamento.

Limite de Deteccao (LOD)

Menor concentracdo do analito que resulte em, no
minimo 10 vezes o sinal do ruido do equipamento.

Calculado como 3,3 vezes o LOD.

Limite tedrico de
Quantificacéao (LOQ)

De acordo com critérios estabelecidos na RDC 04
de 18 de Janeiro de 2012 (Anexo IV) ou conforme
solicitacado do Patrocinador.

Limite de Quantificacéo
aplicado (LOQ)

A amostra testemunha utilizada para as
fortificacbes com concentragbes iguais ou
inferiores a 30% do Limite de Quantificacdo do
Método (LOQ).

Seletividade
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A validagdo do método foi conduzida pelas fortificacbes da amostra
testemunha de folhas de alface com quantidades conhecidas dos padrfes analiticos
de imidacloprido nas concentracbes de 0,1 e 1,0 mg.kg-1. A média global das
recuperacgdes de imidacloprido nos dois niveis estudados foi de 105,1+5,6% e CV de
5,4%.

O limite de deteccao (LOD) foi de 0,0025 mg.kg-1 e o limite de
quantificagcdo (LOQ) aplicado foi de 0,1 mg.kg-1 para o imidacloprido.

Os resultados das recuperacfes estao apresentados na Tabela 4.42. E

os resultados da validacdo do método analitico estdo descritos na Tabela 4.44.

A linearidade do detector utilizado foi obtida através da curva de
calibracéo. Pelos resultados obtidos, descritos na Tabela 4.46, pode-se observar que
nas concentragcdes estudadas, a resposta do detector foi linear.

O método analitico mostrou-se seletivo uma vez que, nas analises das
amostras testemunhas, as interferéncias apresentadas no tempo de retencéo

investigado ndo superaram 30% o valor do LOQ (0,1 mg.kg-1).



Tabela 5.38: Resultados da Validagdo do Método de Imidacloprido.
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Faixa de trabalho (Curva de
Calibracao)

0,05 a 2,00 pg.mL*:

Coeficiente de correlagéo = 0,9976

Linearidade Equacédo da linearidade =y = 1,0845 x +
0,00177383
Sensibilidade Coeficiente angular (a) = 1,0845

Recuperacéo (Exatidao)

105,1 £5,6%
CV 5,4%

Repetibilidade (Preciséo)

CV 3,2%

Limite de Detecc¢éo (LOD)

0,0025 mg.kg™

Limite de Quantificacdo (LOQ)

Aplicado: 0,1 mg.kg™*
Tedrico: 0,0016 mg.kg?

Seletividade / Especificidade

N&do houve interferentes no tempo de
retencdo do ingrediente ativo estudado
maior que 30% do limite de quantificacdo
do método.




Tabela 5.39: Linearidade de Imidacloprido

pg.mL*

0,05

371610

387348

384422

381126

0,10

751610

756333

746740

751561

0,30

3698710

3604194

3715122

3672675

0,50

6989734

7160522

7157568

7102608

1,00

12783446

13317818

12981666

13027643

1,50

2287959

2281922

2302867

2290916

2,0

10254923

10347557

10467106

10356528

Equacédo da curva de calibracdo: y =1,0845 x + 0,0017738

Coeficiente de correlacéo (r)= 0,9976
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Tabela 5.40: Recuperacao de Imidacloprido em Amostras Testemunha de Folhas de

Alface
Identificagcéo Nivel de Imidacloprido Recuperacgéo Média + dp
Adicionado | Encontrado CvV
mg.kg? % %
Fortificacdo 1.1 0,1 0,10200 102,0
Fortificacdo 1.2 0,1 0,11300 113,0
Fortificac&o 1.3 0.1 0,10100 101,0 10(7:'\? é f(;/f%
Fortificacdo 1.4 0,1 0,10700 107,0
Fortificacdo 1.5 0,1 0,11600 116,0
Fortificacdo 2.1 1,0 1,05300 105,3
Fortificacdo 2.2 1,0 0,97600 97,6
Fortificac&o 2.3 1,0 1,03900 103,9 10(2:’5’ 3? g’(;/i%
Fortificacdo 2.4 1,0 1,01200 101,2
Fortificacdo 2.5 1,0 1,04300 104,3
Média Global | 105,1 +5,6%
CV% 5,4%
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Tabela 5.41 Repetibilidade de Imidacloprido em Amostras Testemunha de Folhas

de Alface
Identificacéo Nivel de Imidacloprido Recuperacéo
Adicionado Encontrado
mg.kg*? %

Repet 01 0,1 1,08100 108,1

Repet 02 0,1 1,09200 109,2

Repet 03 0,1 1,03000 103,0

Repet 04 0,1 1,02500 102,5

Repet 05 0,1 1,06800 106,8

Repet 06 1,0 1,06400 106,4

Repet 07 1,0 1,02100 102,1

Repet 08 1,0 1,00800 100,8

Repet 09 1,0 0,99300 99,3

Repet 10 1,0 1,06600 106,6
Média Global 104,5 + 3,4%

CV % 3,2%

Com a aplicacdo dos conceitos de métodos rapidos e baratos, foi
possivel desenvolver e validar um método onde pudemos reduzir em mais de 40%
0s custos de analises, pois, utilizamos um método de extracdo de baixo custo,
reduzindo o consumo de solvente em 10 vezes. Com um método rapido e facil de
extracdo conseguimos extrair uma grande quantidade de amostras por dia, pois
apos a validacdo foram analisadas amostras reais e o maio custo do laboratorio esta
no tempo operacional, com os métodos usuais de extracdo, a empresa fazia em
meédia 50 amostras por dia, entre amostras de validacdo e amostras reais, com 0 UsO
do novo método, passamos a extrair em torno de 100 amostras/dia, dobrando nossa

capacidade produtiva.
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6 CONCLUSOES

A utilizacdo de métodos modernos de preparo de amostra e 0 uso de
colunas de alta eficiéncia se mostraram eficazes, trazendo grandes beneficios para a
empresa, sendo eles em reducdo de custos, aumento de lucro e aumento na

capacidade analitica.

Apesar de ter ocorrido uma mudanca de empresa, mantivemos o
mesmo projeto, pois, vem crescendo muito a implementacdo de métodos mais
eficientes, seja visando um menor impacto ambiental com a reducdo de solventes,
seja para melhorar a lucratividade da empresa. Essas tecnologias ja estdo bem
difundidas nos paises mais desenvolvidos e vem crescendo os investimentos das
empresas aqui no Brasil, na aquisicdo de novos equipamentos e treinamento de

pessoal.

Estima-se que com a aplicacdo dos métodos desenvolvidos a
economia da empresa foi mais de 50%, pois cada estudo bioanalitico contempla no
minimo 4 matrizes diferentes (musculo, figado, rim e gordura). Foram apresentados
apenas validacbes em uma matriz, mas este método foi aplicado nas demais. No
caso do estudo de pesticida em alface, pode-se estender esse método para outras
matrizes similares, fazendo apenas testes de recuperacdo e seletividade para

revalidar o mesmo para culturas com alto teor de agua.
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Apéndice 1 : cromatograma do método convencional para andlise

de Oxitetraciclina + 4-Epi-Oxitetraciclina

00+

004

100+

004

00+

Oxitetraciclina

4-Epi-Oxitetraciclina

2.45

20,44

19.35
;".
14

1892/ |
17.86. 7\

2 4 6 8 10 12
Time, min

Coluna NST150x2,1x5
Fluxo 0,2 mL/ min

14 16 18 20 29
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Apéndice 2 : Cromatograma da seletividade de oxitetraciclina e seu

epimero

11.68 NL: 1.67E2
150— m/z= 425.80-426.80 F: + c ESI
SRM ms2 461.000
[201.099-201.101,
100 426.299-426.301,
444.299-444.301] MS
_ 2121218081621
50
0

14

Time (min)

12.42 NL: 4.43E1

m/z= 443.60-444.60 F: + c ESI
SRM ms2 479.000
[444.099-444.101,
444.299-444.301,
462.199-462.201] MS
2121218081621

Time (min)
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Apéndice 3 : Cromatograma do método final para analise de

Oxitetraciclina + 4-Epi-Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

4-Epi-Oxitetraciclina

RT: 0.00- 15.00
(00— 8.96 NL: 1.39E6
1 miz= 425 B0-426 B0 F: +c ESI
3 a0 SRM ms2 461.000
5 ] [201.098-201,101,
2 0] 426,298-426.301,
2 7 444 299-444 301] WS
< ] 8.36 desenv_mix_121206114100
2 40 _Mik_
o .
z 209
1 o085 182 273 430 533 696 757 963 1126 11.93
. 11 70 Kl - T ORES

Coluna Waters 100x 2,1x 1,7
. Fluxe 0,2 mL/min



Apéndice 4
ciprofloxacino, norfloxacino e marbofloxacino

2.20 NL: 1.89E2
m/z= 315.50-316.50 F: +
150 ¢ ESI SRM ms2 360.000
[244.760-245.460,
100 315.820-316.520] MS 5
50
O I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I
0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5 3.0 3.5
Time (min)
0.32 NL: 3.89E2
m/z= 287.50-288.50 F: +
300 ¢ ESI SRM ms2 332.000
[230.700-231.400,
1.46 287.810-288.510] MS 4
200 216

0.0 05
Time (min)

2.73

100~
053 085 11l 274 298 3.23
I ‘ I I I

1.0 15 2.0 2.5 3.0

NL: 9.05E1

m/z= 275.50-276.50 F: +
¢ ESI SRM ms2 320.000
[232.770-233.470,
275.810-276.510] MS 4

NL: 2.17E2
miz= 313.50-314.50 F: +
¢ ESI SRM ms2 358.000
[313.840-314.540,
339.810-340.510] MS 5

Time (min)
0.33
200
150+
100+
50+
0\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\ ]
0.0 05 1.0 15 2.0 2.5 30

Time (min)
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Cromatograma da seletividade de enrofloxacino,
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Apéndice 5: Cromatogramas do método final para analise de
enrofloxacino, ciprofloxacino, norfloxacino e marbofloxacino em

musculo bovino

Ciprofloxacino NL: 5.76E3

RT:2.16 m/z= 287.50-288.50 F: + ¢
AA:23836 ESI SRM ms2 332.000
SN: 1053 [230.700-231.400,

287.810-288.510] MS
4000 ICIS 3
2000
0 1.28 1.49 1.70 1 84 1. 97 2 33 3 275 2.88  3.07
T T T T T T T

1.2 1.4 1 6 2.8 3.0
Tlme (mln)
Enrofloxacino NL: 1.13E4
RT:2.17 m/z= 315.50-316.50 F: + ¢
AA:75193 ESI SRM ms2 360.000
SN: 1184 [244.760-245.460,
10000 315.820-316.520] MS
ICIS 3
5000
0 1 36 1 66 1. 78 1. 94 2 62 2.83 297
‘ T LI T T T 1 T T ‘ T T ‘ LI
1.2 l 4 1 6 2.0 . 2.8 3.0
Time (mln)
Marbofloxacino NL: 2.12E3
RT:2.15 m/z= 319.60-320.60 F: +
AA:9923 ¢ ESI SRM ms2 363.000
SN: 537 [71.950-72.650,
2000 319.750-320.450] MS
ICIS 3
1000
0 1 36 1.59 1 80 1 94 2 40 2 61 2.90 3.08
I T T T I T T T T T T I T 1
1.2 1. 4 1.6 1 8 2 0 2 2 2 4 2.8 3.0
Time (min)
Norfloxacino NL: 6.15E3
RT:2.16 m/z= 275.50-276.50 F: + c
AA:24853 ESI SRM ms2 320.000
SN: 2184 [232.770-233.470,
6000 275.810-276.510] MS
4000 ICIS 4
2000
o 1.26 1.47 1.68 1 86 2 49\ 2 65 2 84 3 Ol
\\\\\\\\\\\\ T T T
1.2 1.4 1.6 2 8 3 6]
T|me (mln)
Danofloxacino NL: 1.75E5
RT:2.16 m/z= 313.50-314.50 F: + ¢
AA:887179 ESI SRM ms2 358.000
SN: 8595 [313.840-314.540,
150000 339.810-340.510] MS
ICIS 5
100000
50000
0 1.34 1.57 1.71 1. 94 2 62\ - ‘2."90‘ e
T T T T T T T T T T T \ T T T
1.2 1.4 1.6 2. O 2.8 3.0

Time (mln)
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Apéndice 6 : cromatograma da seletividade de imidacloprido

RT: 0.00-11.08 SM 5G
100

RelEive Abundance

219

337

430

1T T
ri=": ML- 1593E3
miz= 208 552908 55 F: ¢+ ¢
ES SRM me2 256.000
174 B20-175.320,
208 B00-209.300] WS
Testermunha_Fort_02
T.0a
550
518 6.04

a2

10.08

Time (min)
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Apéndice 7: cromatograma final para analise de imidacloprido em

alface

RT. 309-80% SM 5G

Imida_Cuani NL: 6.13ES
RTS.59 miz= 208 55-205.55 F. + ¢
1 AATT 16582 ESI SRM med 256,000

[174.E20-175.320,
208.500-209.300] M5 W15
Foriificacao 2 1

Falatva Abundanca

s 40 45 50 55 6.0 6.5 7o 75 ao
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