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OPTIMIZATION AND INTRALABORATORIAL VALIDATION OF METHOD FOR ANALYSIS OF CHLORAMPHENICOL
RESIDUES IN GOAT MILK BY GC/ECD. The presence of chloramphenicol residues in goat milk can cause toxic effects in
the population. The present work consists of the optimization and validation of analytical methodology for determination of
chloramphenicol residues in goat milk by GC/ECD. The extraction was made with ethyl acetate and the clean-up with SPE-C18.

The identification was made by comparison of retention time and GC/MS, and the quantification by external standard. The method
was selective, linearity (0.998), precise (5.8-13.4%), exact (69.87-73.71%) and robust. The LOD and LOQ of method were 0.030
and 0.10 pg/kg, respectively. The method was efficiently for analysis of chloramphenicol in goat milk.
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INTRODUCAO

Os antibidticos e outros medicamentos administrados em animais
podem caracterizar perigos relacionados ao risco de intoxicagdes de
origem alimentar para os humanos.'* Devido a isto, 0 monitoramento
dos residuos de medicamentos veterindrios em alimentos tornou-se
uma drea de preocupagao constante dos consumidores, 6rgaos regu-
ladores e instituigdes de pesquisa.'™

Na prdtica veterindria e/ou durante processamento, cloranfenicol
(CAP) (Figura 1) pode ser utilizado como antibidtico contra bactérias
infecciosas devido ao seu amplo espectro de agéo e baixo custo.’”’
Entretanto, na terapéutica humana CAP s6 € utilizado como farmaco de
dltima escolha quando néo existe a disponibilidade de outros farmacos
eficazes com menor risco toxicolégico. Uma concentragdo plasmadtica
de 25 ug/mL de CAP ja possui ago toxica induzindo aplasia medular e,
dependendo do nivel e do tempo de exposicao e de fatores idiossincrati-
cos, pode culminar em um quadro de anemia aplésica no ser humano.®’
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Figura 1. Estrutura quimica do CAP

Em animais leiteiros, tais como bovinos, caprinos e ovinos, os anti-
bidticos sdo comumente utilizados para tratamento de mastites, doencas
respiratérias e do trato reprodutivo.'® Isto estd diretamente relacionado
com a incidéncia de residuos no leite e contribui para o surgimento de
bactérias resistentes.'’No periodo de dezembro de 2004 a marco de 2006,
foram detectados residuos de antibiGticos B-lactimicos em 155 amostras
de leite caprino originadas na regido do Cariri Paraibano."" Em 2007,
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foram isoladas de amostras de leite bovino do Rio de Janeiro diversas
espécies de enterococos (E. faecalis, E. casseliflavus, E. faccium, E.
gallinamm, E. durans e E. gilvus) multirresistentes a antimicrobianos.'?
Portanto, além do risco de ac¢o txica a saide humana associada a resi-
duos de CAP em alimentos, a indugdo de resisténcia bacteriana constitui
um risco adicional a saide publica.>!* Sendo assim, torna-se necessdria
a existéncia de regulamentagdes e métodos analiticos para promover o
monitoramento de residuos e o controle sanitdrio desta pratica, principal-
mente em alimentos de elevado consumo, tais como leites.*'!!

Em 2007, a produgio total de leite no Brasil foi estimada em
25.464.000 toneladas, sendo que 137 mil toneladas correspondem ao
leite caprino.'!> Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Esta-
tistica (IBGE), o rebanho nacional de caprinos em 2007 foi estimado
em mais de 9 milhdes de cabecas. Neste contexto, a Bahia destaca-
se ocupando o primeiro lugar, seguida de Pernambuco e Piaui.'* O
leite caprino tem sido recomendado para criangas, pessoas idosas e
convalescentes, devido ao alto valor nutricional, boa digestibilidade
e baixo potencial alergénico.'® Estas recomendagdes evidenciam a
necessidade de um monitoramento dos residuos de CAP, assim como
o desenvolvimento de métodos eficazes para a determinacdo deste
residuo na matriz.

A avalia¢do do Joint FAO/WHO Expert Committe on Food Additi-
ves (JECFA), em 2004, concluiu que existem evidéncias que CAP € ge-
notdxico in vivo, sendo prudente assumir que CAP pode causar alguns
efeitos, tais como cancer. O comité também considera que os estudos
epidemioldgicos em humanos mostram que o tratamento com CAP
estd associado com a induc@o de anemia apldsica, que pode ser fatal.
Sendo assim, o comité concluiu ndo ser apropriado o estabelecimento
de limite maximo de residuos (LMR) e ingestao didria aceitdvel (IDA)
de CAP, sendo ambos classificados como “ndo alocado”.’ Levando
este fato em consideracdo, a Organizacdo Mundial da Satide (OMS)
preconiza que o uso de CAP para fins veterindrios seja restrito a animais
ndo destinados a alimenta¢do humana.’ Consequentemente, na Unido
Européia (UE), nos Estados Unidos (EUA) e Canadd, o uso de CAP em
alimentos ndo & autorizado.>*!” No Brasil, a Portaria 448/98 do Minis-
tério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) proibe o uso
deste antibidtico em animais destinados a alimentagéo humana.'” Com
o intuito de avaliar o potencial de exposi¢do do consumidor a residuos
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de medicamentos veterindrios (RMV) pela ingestdo de alimentos de
origem animal, em 2003, a ANVISA criou, através da Resolucdo RDC
n°253, o Programa Nacional de Andlise de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos Expostos ao Consumo (PAM Vet)."”

O PAM Vet indica o uso das técnicas de CG/DCE e CG/EM para
a determinagdo de residuos de CAP em leite bovino.' Entretanto,
diversas estratégias analiticas para extragdo e determinagdo de residuo
de CAP de matrizes alimenticias t€m sido recentemente emprega-
das.'®3 Métodos que utilizam a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiéncia com detector por ultravioleta (CLAE/UV) detectam
niveis de até 4,0 ug/kg.>#2! Métodos por cromatografia gasosa com
detecgdo por captura de elétrons (CG/DCE) ou pela técnica de es-
pectrometria de massas com ionizagdo quimica negativa (CG/EM/
IQN) conseguem detectar niveis menores de 1,0 pg/kg.”?* Métodos
que associam a CLAE a técnica de espectrometria de massa-massa
em tandem (CL/EM/EM) detectam valores de até 0,020 pg/kg.>!

Os métodos existentes para a andlise de residuo de CAP em leite
tém sido desenvolvidos para leite bovino,>*19-21:23242631.36-48 n g5 gendo
validados para leite caprino. Portanto, o objetivo do presente estudo
foi otimizar e validar, em nivel intralaboratorial, um método para a
determinagio do residuo de CAP em leite caprino, utilizando as técnicas
de cromatografia gasosa com detec¢do por captura de elétrons (CG/
DCE) e cromatografia gasosa por espectrometria de massas (CG/EM).

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solventes

O padrio de CAP utilizado foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO 63103 USA). O acetato de etila, hexano e ciclo-hexano (Mallinckrodt
Chemicals, USA) e metanol, acetonitrila e cloroférmio (Mallinkrodt
Baker, México) utilizados foram grau pesticida. O cloreto de sédio
(Quimex, Brasil) e o sulfato de sédio (Vetec, Brasil) utilizados foram
grau p.a. A dgua foi purificada usando um sistema Milli-Q (Millipore,
USA). Os cartuchos de C18 de 500 mg foram adquiridos da J. T. Baker.

Equipamentos cromatograficos

Foram utilizados um cromatégrafo gasoso CP3800 Varian (CG/
DCE) e software StarWorkstation versdao 6.41; e um cromatdgrafo
gasoso Clarus 500 PerkinElmer (CG/EM), software TurboMass
versdo 4.5.0 e biblioteca NIST 98; ambos equipados com injetores
com e sem divisdo de fluxo (split/splitless).

Solucoes de CAP

A solucdo padrdo estoque foi preparada pela derivatizagio de 1,5
mg do padrdo de CAP liofilizado (24 h) com 0,5 mL do reagente Sigma
SIL-A (trimetilclorosilano:hexametildissilazano:piridina; 1:3:9; v/v/v)
em frasco ambar previamente seco em estufa e mantido em dissecador
com silica ativada. A reac@o se processou por 15 min a 80 °C em estufa.
O extrato de CAP derivado foi seco com fluxo de N, e diluido com 1,5
mL ciclo-hexano:hexano (60:40; v/v), obtendo-se uma solucio de 1000
mg/L de CAP silanizado. A partir da dilui¢ao desta solugéo, obteve-se
uma solugdo intermedidria de 50 pg/L. Por dilui¢des sucessivas desta
solucdo com ciclo-hexano:hexano (60:40; v/v), obtiveram-se as solugdes
padrdes nas concentragdes de 0,31; 0,62; 1,2; 2,5 ¢ 5,0 pg/L.

A solucgdo de fortificacdo para os ensaios de recuperacio foi
preparada pela dilui¢cao do padrao de CAP ndo silanizado em metanol
na concentragdo de 0,15 ug/mL.

As solucdes foram acondicionadas em frasco de vidro ambar,
mantidas sob atmosfera inerte (N,) e protegidas da luz a -18 °C, até
o momento da andlise.
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Aquisicao de amostras

Para a otimizacdo e validagdo do método, foram utilizadas amos-
tras de leite de cabra UHT adquiridas em supermercados de Salvador/
BA. As amostras foram identificadas, registradas e armazenadas a-18
°C até o momento da andlise, conforme descrito pelo MERCOSUL
e Codex Alimentarius.*>°

Extracio do analito da matriz

O método de extrag@o do residuo de CAP foi adaptado a matriz
leite caprino com base no método oficial 203/01 do MAPA, que segue
as normas do MERCOSUL e Codex Alimentarius."®*>° Foram prepa-
radas aliquotas de 10 = 0,1 g de amostra. O analito foi extraido por
duas parti¢des consecutivas com 20 mL de acetato de etila e agitacio
em vortex por 6 min, e centrifuga¢io a 4400 rpm a 15 °C por 3 min
para separar o extrato. O extrato obtido foi evaporado sob fluxo de N,
a 50 =5 °C até aproximadamente 1 mL, e 5 mL de solu¢ao de NaCl
4% tforam adicionados, seguidos de agitagdo em voértex (1 min). O
restante de acetato de etila foi seco com N,. Este residuo foi lavado
3 vezes com 10 mL de hexano.

Purificacao

A solugdo salina obtida foi aplicada em cartucho C18 previamente
ativado com 5 mL de metanol, 5 mL de cloroférmio, 5 mL de metanol
e 10 mL de dgua. Apés a aplicagdo, o cartucho foi lavado com 10
mL de 4gua e 5 mL de solu¢do de metanol 20%. O residuo foi eluido
com 3 mL de acetonitrila para um tubo de vidro.

Derivatizacao

O extrato purificado foi evaporado at€ a secura com N, a 50 +
5 °C e silanizado com 100 pL de trimetilclorossilano:hexametil-
dissilazano:piridina (1:3:9; v/v/v), a 80 °C por 15 min. Apds a
derivatizag@o, o extrato silanizado foi seco sob fluxo de N, a 50 =
5 °C e, rapidamente, dissolvido em 0,5 mL de ciclo-hexano:hexano
(60:40; v/v). O extrato de CAP silanizado foi agitado em vértex por
1 min e centrifugado por 3 min a 4400 rpm e 15 °C, seguindo para
a andlise por CG/DCE.

Confirmacao da derivatizacdo por CG/EM

As condigdes cromatograficas para a identificaciio conclusiva
do CAP silanizado foram: inje¢do de 1 uL no modo de injecdo sem
divisao de fluxo (splitless) utilizando uma camara de vaporizacio com
2 mm de didmetro interno; separa¢ao em coluna capilar DB-1 (30 m x
0,25 mm x 0,25 um) a 80 °C por 1 min, aumentando a 30 °C/min até
230 °C, permanecendo por 14 min, totalizando 20 min de corrida. O
gés de arraste foi hélio a 1 mL/min. A fragmentagdo das moléculas foi
obtida através de ionizag@o por impacto de elétrons (EI) com energia
de 70 eV. O espectrometro de massas foi programado para varredura
na faixa de 50 a 550 m/z. As temperaturas da linha de transferéncia e
fonte de ionizagdo foram, respectivamente, 200 e 180 °C.

Separacio, deteccao, identificacio por comparacio de tempo
de retencao (t,) e quantificaciio

O método para separagio e determinag@o do analito por CG/DCE
foi otimizado com base no método 203/03 do MAPA, que segue as
normas MERCOSUL e USDA 22493152

Foi injetado 1 uL do extrato silanizado no modo de inje¢do sem
divisdo de fluxo (splitless) no CG/DCE. No injetor foi utilizada uma
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camara de vaporizacdo com 2 mm de didmetro interno. A separacio
foi realizada com coluna capilar DB-1 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um)
sob as seguintes condicdes: 90 °C durante 1 min aumentando a 60
°C/min até 200 °C e permanecendo por 3 min, 5 °C/min até atingir
230 °C e permanecendo por 3 min e, por fim, aumentando 5 °C/min
até 260 °C, onde permaneceu por 35,17 min, totalizando 60 min de
corrida. O gas de arraste utilizado foi hélio a 1 mL/min. As tempera-
turas do injetor e detector foram, respectivamente, 280 e 320 °C. A
identificacdo do residuo foi realizada por comparagdo de tempo de
reten¢do (t,) e a quantificagdo foi realizada por padronizagdo externa.

Procedimentos de validacao

Os ensaios de validagdo foram realizados por CG/DCE seguin-
do os parimetros descritos pelas normas brasileiras e internacio-
nais'33,34,49.50

Para a linearidade (padronizagdo externa), foram empregadas
solugdes de CAP silanizado a 0,31; 0,62; 1,2; 2,5 ¢ 5,0 ug/L, injetadas
em triplicata. A origem foi incluida na curva analitica.’>3*

Foram pesadas aliquotas de 10 + 0,1 g de amostras brancas e
estas foram fortificadas, em trés repeti¢des, com 20, 100 e 200 uL da
solucdo de fortificagdo de 0,15 ug/mL, equivalentes a contaminagdes
de 0,30; 1,5 e 3,0 pug/kg, respectivamente. Em cada grupo de amostras
fortificadas foi incluida uma amostra branca para confirmacio da
ndo deteccio do analito. Através destes ensaios, foram avaliadas a
seletividade, exatiddo, precisdo e robustez.**** A precisdo foi avaliada
em dois niveis: precisdo intradia (repetitividade) com triplicatas em
trés concentragdes distintas; e precisdo intermedidria, tendo como
varidveis dois analistas e dois dias distintos também em triplicatas.

Para determinar os limites de detec¢do (LOD) e quantificagdo
(LOQ) do método, foram realizados ensaios com amostras fortificadas
em concentragdes decrescentes a partir de 0,30 pug/kg. ¥

Uma vez que as varidveis, temperatura de evaporacéo, massa de
amostra, fluxo de nitrogénio durante a secagem e forma de eluicao,
sdo definidas pelos métodos de referéncia,'®?* as varidveis adotadas
para avaliar a robustez, foram a massa de sulfato de sédio e o tempo
de derivatizacdo do extrato.

Os resultados de precisio e robustez obtidos foram avaliados pelo
tratamento estatistico da ANOVA.

Critérios de aceitaciio

Os critérios adotados como referéncia para avaliacdo da exati-
ddo e precisdo foram os estabelecidos pelo MERCOSUL e Codex
Alimentarius (Tabela 1).4°

Tabela 1. Critérios adotados como referéncia para exatidao e precisao
segundo a faixa de concentragdo estabelecida pelo Codex Alimenta-
rius e MERCOSUL*®0

Concentracdo (ug/kgoulL)  Exatiddo (%) Precisido (%RSD)
<1,0 50a 120 35

1,0a 10 60 a 120 30
RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre 2004-2005, o PAM Vet fez 0 monitoramento de CAP em 306
amostras de leite bovino em p6 e UHT coletadas em diversos estados
do Brasil por métodos de imunoensaios, encontrando 22 amostras
contaminadas.> Para leite caprino, todavia, ndo foram encontrados
estudos de monitoramento e nem métodos desenvolvidos e validados,
0 que sugere ser este o primeiro estudo.
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Extracao e purificacao do analito da matriz

A extracdo do CAP da matriz foi realizada com acetato de etila.
O hexano foi o solvente usado para a remogao dos lipidios do extrato.
Conforme observado em outros estudos com leite bovino e outras ma-
trizes,?*"3+% constatou-se também, no presente trabalho, que as etapas
de particdo com hexano foram suficientes para a purificagio do extrato,
obtendo-se extratos extremamente limpidos, sem residuos de gorduras,
possibilitando o desenvolvimento de um procedimento simples para
a retirada da fragio lipidica. A maioria dos métodos existentes para a
determinagdo de residuos de CAP nas mais diferentes matrizes faz a
remogdo da fragdo lipidica da amostras com solventes organicos apola-
res.> Este processo geralmente é realizado utilizando-se, além de hexano,
clorof6rmio e/ou heptano.?’**#%3* Esta etapa € crucial, pois a presenga de
gorduras pode reduzir a eficiéncia do processo de purificacdo devido a
competi¢ao entre os lipidios e o CAP pelos sitios ativos da coluna C18.

Na purificacdo por SPE C18, € importante que as etapas de lavagem
e eluigdo se processem sob acdo da gravidade para se obter uma melhor
purifica¢do do extrato, resultando em cromatogramas com menor quan-
tidade de interferentes e, principalmente, de coeluentes.” A reducdo da
pressdo com o auxilio de uma bomba de vdcuo mostrou-se mais eficiente
apds a lavagem com dgua, para auxiliar na secagem do cartucho.

Foi constatado também que em todas as etapas de secagem dos
extratos a evaporagdo deve ser feita sob um fluxo brando de N, e
sob constante observagdo, pois a secagem excessiva pode acarretar
a perda do CAP.>

Analise qualitativa

O CG/EM com EI nio possui sensibilidade compativel ao CG/
DCE. O DCE ¢ mais sensivel, permitindo detectar niveis inferiores
a 1,0 pg/kg de CAP. Portanto, nas condi¢des cromatograficas defi-
nidas para o CG/EM, foi possivel detectar CAP silanizado somente
a partir da concentragdo de 3,0 mg/mL, que € 6 x 10° vezes maior
que a maior concentracao (5,0 ug/L) usada na curva analitica do CG/
DCE, resultando um t, de 13,5 min. Portanto, a identificagdo do CAP
silanizado foi confirmada pela comparagao entre o espectro de massa
obtido com o espectro da biblioteca NIST. Pela andlise do espectro
obtido, constatou-se que o método de derivatiza¢do do CAP € eficaz,
obtendo-se o O,0-Bis-(Tri-Metil-Silil)-Cloranfenicol como produto
da silanizacao (Figura 2).

O padrdo de CAP, bem como o extrato da matriz em branco e
fortificada, depois de silanizados, foram analisados por CG/DCE.
Sob as condigdes cromatograficas definidas, o valor do t, do CAP
silanizado no CG/DCE foi de 36,6 min, e nestas condi¢des nenhum
coeluente foi identificado (Figura 3).

Validagio do método analitico

Seletividade

De acordo com os cromatogramas do branco da matriz, do padrao
de CAP silanizado e da matriz fortificada, evidencia-se a seletivida-
de do método, pela auséncia da detecgdo de picos no t, do analito
(Figura 3). O método proposto demonstrou ser seletivo, ndo sendo
afetado pelos outros constituintes da matriz ou por interferentes dos
reagentes e solventes.

Linearidade

Para a quantificagdo empregou-se o método da padronizagdo ex-
terna, visando obter andlises com menores custo e tempo de andlise.
A linearidade de um método mostra quanto os resultados obtidos sdo
diretamente proporcionais a concentragdo do analito, dentro de um
intervalo especificado.*®
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Figura 2. Identificagdo do CAP silanizado por CG/EM: (A) cromatograma
da solugdo padrdo CAP silanizado (3,0 mg/mL); (B) espectro de massa obtido
e estrutura do CAP Bis-silanizado
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Figura 3. Cromatogramas obtidos por CG/DCE da amostra leite de cabra:
(A) amostra fortificada com 1,5 ug/kg de CAP; (B) amostra em branco; (C)
padrdo de 1,2 ug/kg de CAP silanizado
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Os valores das dreas dos picos das solugdes de CAP silanizado
versus as respectivas concentragdes foram utilizados para aplicar a
regressdo linear via método dos minimos quadrados. A curva anali-
tica obtida por padronizagio externa com cinco niveis de calibragdo
injetados em triplicata no CG/DCE resultou uma equacao de reta (y
=5200,3x - 382,43) com coeficiente de determinagéo (R?)de 0,998
(Figura 4). De acordo com os critérios de aceitabilidade dos resulta-
dos, o coeficiente de determinaco da curva analitica (R?) deve ser
0,995.334%30 Og valores de linearidade obtidos por métodos que fazem
a quantificacdo por padronizagdo interna sdo similares (Tabela 2).
Portanto, o valor do coeficiente de determinacdo obtido por padro-
nizagdo externa (0,998) ¢ satisfatorio.
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Figura 4. Curva analitica de CAP silanizado (drea x concentragdo em ug/
kg) obtida por CG/DCE. y = 5200,3x — 382,43 ¢ R*> = 0,998

Precisdo e exatiddo

A precisao do método foi determinada pela variag@o entre resul-
tados obtidos em medidas sucessivas do teor de CAP no leite caprino
fortificado, sendo avaliada pelo desvio padrdo relativo (RSD), também
chamado de coeficiente de variagio (CV).** Segundo o MERCOSUL
e o Codex Alimentarius, para as faixas de concentragdes analisadas
o RSD indicado pode atingir 35% para concentragdes menores que
1,0 pg/kg, e até 30% para concentragdes entre 1,0 e 10 pg/kg.#-°
Para o parametro repetitividade o método apresentou-se preciso nos
trés niveis de concentrac¢do analisados, obtendo-se valores de RSD
inferiores a 14% (Tabela 3).

Com relagdo a precisdo intermedidria (Tabela 4), os resultados
entre diferentes dias e analistas foram analisados pelo tratamento
estatistico ANOVA. Para os dois pardmetros o valor do P foi maior
que 0,05, indicando que o método nao apresentou diferenca estatis-
ticamente significativa entre as duas varidveis testadas com 95% de
confianca.

A exatiddo de um método mede quanto o resultado de um
dado método analitico se aproxima do resultado real previamen-
te definido.’* Para a validagdo do método de determinagdo de
residuo de CAP em leite de cabra, a exatiddo foi medida através
dos percentuais de recuperagdo do composto de interesse que foi
adicionado na amostra nas concentragdes de 0,30; 1,5 e 3,0 ug/kg.
As recuperagdes médias obtidas variaram de 69,87 a 73,71% (Ta-
bela 3). Recuperacdes entre 60 e 90% sdo esperadas para métodos
que envolvem etapas de derivatizagdo, como as necessdrias para
a andlise de CAP por CG, uma vez que podem acarretar maior
perda do analito durante preparo da amostra, resultando em menor
exatidao.”?* Os percentuais de recuperagao obtidos para os niveis
de fortificacio avaliados no método implantado estdo de acordo
com os limites estabelecidos nos critérios de aceitabilidade das
normas.*-
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Tabela 2. Comparagio entre os parametros de validag@o obtidos pelo presente método para leite caprino e os valores encontrados na literatura

para leite bovino

Ref. /I;ﬁgﬁ?a Extragdo Purificacao R? (t:/E) (tfg)/l?) (E;g) (EgC/E)
Este estudo CG/DCE? Acetato de etila SPE C18 0,998 0,030 0,10

24 CG/DCE* Acetonitrila SPE C18 0,9995 1,0 5,0

23 CG/EM/EM® Acetonitrila SPE C18 0,979 0,083 0,14
26 CL/EM/EM¢ Acetonitrila SPE C18 0,9605 0,11 0,15
27 CL/EM/EM¢ Acetato de etila Nao utilizou 0,998 0,090 0,11
28 CL/EM/EM¢ Acetato de etila Nao utilizou 0,980 0,050 0,090
29 CL/EM/EM¢ Acetonitrila Naio utilizou 0,999 0,020 0,040
30 CL/EM/EM¢  Acido tricloroacético 10% SPE HLB 0,999 0,020 0,030
31 CL/EM/EM¢ SPE C18 Oxido Neutro de Aluminio 0,9999 - 0,030
39 CL/EM! Tampao Fosfato pH 4.0 PMNE* 0,998 0,040 0,14

48 CL/EM! Acetonitrila SPE LMS 0,999 0,50 1,0

2 Cromatografia gasosa com detecgdo por captura de elétrons; ® cromatografia gasosa com detecc@o por espectrometria de massas em fandem; © cromatografia
liquida com detecgdo por espectrometria de massas em fandem; ¢ cromatografia liquida com detec¢@o por espectrometria de massas; © micro-extragdo com

polimero monolitico; - dados ndo fornecidos

Tabela 3. Comparacao entre os valores de exatiddo e precisio intradia
obtidos e os critérios de aceita¢do adotados**°

Tabela 4. Avaliacio da precisdo intermedidria pelas varidveis “dia”
e “analista”

Nivel de Exatiddo  Precisdo  Exatiddo de Precisdo de
fortificagdo ~ média intradia  referéncia® referéncia**->
(ng/kg) (%) (%RSD) (%) (%RSD)
0,30 73,71 6,54 50- 120 35
L5 69,87 5,80

60 - 120 30
3,0 70,40 13,40

Limites de detecg¢do e quantifica¢do

O LOD determinado através da razao entre sinal:ruido (3:1) foi
de 0,030 pg/kg, e o LOQ determinado pela relacéo sinal:ruido (10:1)
foi de 0,10 pg/kg.

Meétodos que utilizam as técnicas de CL/EM/EM e CG/EM/EM
para a determinacdo de residuos de CAP em leite bovino apresentam
limites de decisdo (CCa) e capacidades de detecgdo (CCP) nas faixas
de 0,020 a 0,11 pg/kg e de 0,030 a 0,15 pg/kg, respectivamente (Ta-
bela 2).23263 Métodos utilizando a técnica de CL/EM também para a
matriz leite bovino resultaram em um LOD entre 0,040 e 0,50 pg/kg e
LOQde 0,14 a 1,0 pg/kg.*** Vale ressaltar que estes métodog?26-31:3948
empregaram procedimentos de extragdes diferentes dos utilizados
no presente estudo, assim como etapas de purifica¢@o distintas ou
ausentes (Tabela 2). Estas diferencas podem ter influenciado na recu-
peracdo do analito e, consequentemente, a sensibilidade dos métodos.

Portanto, nota-se que o emprego do CG/DCE nas condi¢des
utilizadas no presente método de validag¢@o permite atingir niveis de
sensibilidade préximos a métodos que utilizam CL e CG associados
com as técnicas de espectrometria de massas.

Comparando-se os dados de LOD e LOQ obtidos neste estudo
com os dados da tnica referéncia encontrada que utilizou a técnica
de CG/DCE para a determinacgdo de CAP em leite bovino* (Tabela
2), observa-se que os LOD e LOQ obtidos no presente estudo (0,030
e 0,10 pg/kg) sdo cerca de 30 vezes maiores para o LOD e 50 vezes
maiores para o LOQ. Uma vez que as matrizes de leites bovinos e
caprinos possuem semelhancas na composi¢iio centesimal,’ esta
diferenca de sensibilidade pode ser devida aos distintos procedi-

Varidveis Média (%RSD) P
1 73,71

Dia 0,617965
2 70,41
1 70,41

Analista 0,93223
2 69,87

" P>0,05 — Sem diferenca significativa.

mentos de extracio das amostras, tais como, ndo remocgao da fragio
lipidica,* que pode resultar em um aumento no nivel de interferentes
e, autiliza¢do de dgua para retomar o extrato seco anterior a etapa de
purificagdo por SPE-C18,** que pode ter reduzido a recuperagio do
residuo e a sensibilidade do método, considerando que o CAP tem
baixa solubilidade neste solvente.™

Robustez

Um método robusto tem a habilidade de fornecer resultados
inalterados quando sujeito a pequenas mudangas. Portanto, uma
vez detectado que a massa de sulfato de sédio estava diretamente
relacionada ao percentual de separacdo de acetato de etila utilizado
durante a extragdo do CAP, esta varidvel foi escolhida para avaliar
a robustez. A outra varidvel escolhida foi o tempo de derivatizacao,
devido ao método de referéncia®’e a instruc¢do de uso do reagente de
silanizacdo fornecerem informacdes diferentes. Pela andlise estatistica
dos resultados, foi verificado que o valor obtido para o F calculado
foi maior que o F tabelado para a varidvel massa de sulfato de sédio,
demonstrando que este € um ponto critico para o método proposto de
determinagdo de residuo de CAP em leite de cabra (Tabela 5). Para
a varidvel tempo de derivatizacio, o valor obtido para o F calculado
foi inferior ao do F tabelado, determinando com 95% de confianga
que o método € robusto para esta varidvel (Tabela 5).

Os resultados da presente validagio para a quantificagdo por CG/
DCE de residuos de CAP em leite caprino mostraram que os parametros
de validagdo (seletividade, linearidade, exatiddo, precisdo, LOD, LOQ
e robustez) sdo similares aos obtidos por métodos que usam as técnicas
CL/EM/EM e CG/EM/EM para leite bovino. O método proposto reduz
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os custos e a demanda de tempo da andlise por utilizar padronizagido
externa. Além disso, deve-se considerar que a técnica de CG/DCE ¢
mais amplamente difundida nos laboratérios de andlises, reduzindo a
necessidade de investimentos para aquisi¢cao de novos equipamentos e
para treinamento de profissionais. O método desenvolvido por CG/DCE
para a determinac@o de residuos de CAP em leite caprino possui sensi-
bilidade compativel com as técnicas de CL/EM/EM e CG/EM/EM para
leite bovino, sendo uma técnica altamente sensivel, podendo ser utilizado
como uma alternativa para o monitoramento e/ou screening deste analito.

Tabela 5. Avaliacdo estatistica da robustez pelas varidveis “massa de
Na,SO,” e “tempo de derivatizagdo”

Varidveis Recuperacio F F
média (%) calculado  tabelado
7 72,53
Massa de Na,SO, 73,71 27,30801
(g£0,1) ’ ’
13 55,23
5,143253
10 74,62
Tempo dede- g 73,71 0,304138
rivatizacdo (min)
20 72,29

CONCLUSAO

Foi validado intralaboratorialmente um método alternativo
utilizando a técnica de CG/DCE para determinag@o quantitativa de
residuo de cloranfenicol em matriz de leite caprino. O procedimento
analitico proposto mostrou-se preciso, exato, atendendo aos critérios
de aceitabilidade estabelecidos pelo MERCOSUL e Codex Alimen-
tarius. O método proposto utiliza a vantagem da alta sensibilidade
do DCE para compostos halogenados, sendo uma alternativa para
monitoramento e/ou screening de residuos de CAP em leite caprino
para laboratdrios que ndo possuem as técnicas CL/EM/EM ou CG/
EM/EM, de alto custo de aquisi¢o.
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