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Cargo:
E-29 - Médico Veterinario - Andlise de residuos em alimentos

QUESTAO 1:

Tetraciclinas sdo antibiéticos usados na medicina veterinaria para o controle de doencas, porém o uso
inadequado dessas substancias pode resultar na presenca de residuos em tecidos animais destinados ao
consumo humano. Devido a preocupacédo com a qualidade dos alimentos, a ANVISA, em 2003, estabeleceu
o Limite Maximo de Residuo (LMR) de 100 ng/g para as tetraciclinas.O método a seguir foi desenvolvido e
validado para andalise dessas substancias utilizando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas sequencial, utilizando ionizag¢do eletrospray (CL-EM/EM).

Preparo da amostra

Foram preparadas solu¢cdes estoque dos padrbdes de tetraciclinas com concentracéo final de 1,0 mg/mL
(cada solucéo) e solucdes de trabalho a partir das solugfes estoque:

1,0 g de amostra (musculo de frango) homogeneizada foi transferida para tubo de centrifuga, fortificada
com solucdo de trabalho e adicionado padrdo interno. ApGds mistura e repouso por 30 minutos a
temperatura ambiente, foram adicionados 4,0 mL de solucdo tampdo. Apds mistura vigorosa e
centrifugacdo, o sobrenadante foi separado. Essa etapa foi realizada duas vezes e os sobrenadantes
combinados. Foram adicionados 4mL de n-pentano, misturado vigorosamente, centrifugado e a fase
aquosa foi separada, a qual foi transferida para um cartucho de extracdo em fase sélida (EFS) com
sorbente C18 (previamente condicionado) e realizado o procedimento. Para a eluicdo dos analitos, foi
utilizada uma solugédo mistura de acetato de etila e metanol. Apés a extracéo, o solvente foi removido sob
fluxo de nitrogénio utilizando um banho a 40°C. O residuo foi ressuspendido em 100 pL de fase mével e 10
pL dessa solucéo final foram injetados no equipamento CL-EM/EM o qual estava com uma coluna
cromatogréfica C18 (100 x 2,0 mm e 5 um de didmetro interno).

As condic¢bes utilizadas no sistema foram:

Espectrémetro de massas: agulha 5000 V, shield 600 V, housing 50°C, voltagem do capilar 50 V e voltagem
do detector 1500 V. Nitrogénio ultra-puro foi utilizado como gas nebulizador e gas secante a 19 psi e
360°C. Argbnio ultra-puro foi utilizado como gés de colisdo a 2,0 mTorr. Foi operado em modo de
monitoramento seletivo de reacgéo.

Cromatografo: Foi utilizado modo gradiente de eluicdo onde o solvente A foi agua ultra-pura (Milli-Q) e B
acetonitrila (ambos com 0,1 % de acido férmico) e fluxo de 0,3 mL/min.

Dentre os resultados obtidos, tem-se a média da recuperacéo (%) descrita na tabela a seguir:

Nivel (ng/g) TC CTC DC OTC
50 95,47 94,81 99,51 93,53
100 101,36 89,38 92,92 90,48
150 106,27 99,23 102,99 95,05

Onde:

TC =tetraciclina

CTC = clorotetraciclina
DC = doxiclina

OTC = oxitetraciclina
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Pergunta-se:

Item A) A fortificacdo da amostra poderia ter sido realizada utilizando as solucdes estoque? Justifique.

Chave de Corre¢éo

Resposta

Qtde de Pontos

N&o. As solugBes estoques estdo muito concentradas. Para a fortificagdo das amostras
nos niveis que devem ser utilizados na validacao (préximos ao valor de LMR), teria que
adicionar os volumes muito pequenos e que ndo podem ser medidos com as pipetas
usuais disponiveis em laboratérios de analise de residuos (pipetas automaticas). Para a
fortificacdo no nivel do LMR (100 ng/g), seria necessério retirar uma aliquota de 0,10 puL
da solucdo estoque, o0 gue ndo é possivel.
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Item B) Qual a finalidade do solvente n-pentano utilizado durante o preparo da amostra?

Chave de Corregéo

Resposta

Qtde de Pontos

N-pentano € um hidrocarboneto utilizado para retirar a gordura da amostra, a qual é
prejudicial ao procedimento de extracdo em fase sélida.

10

Item C) Qual a finalidade do gas secante?

Chave de Correcéo

Resposta

Qtde de Pontos

O gas secante é utilizado para remover a fase mével apés a saida do cromatografo,
promovendo a mudanca de um sistema de alta pressao (gerado pelo cromatografo
liquido) para a pressao atmosférica (pressdo requerida pelo sistema de ionizagao
eletrospray).
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Item D) Era realmente necessario utilizar o gas de colisao?

Chave de Correcédo

Resposta

Qtde de Pontos

Sim, pois se a validagdo foi realizada com o espectrdbmetro nho modo monitoramento
seletivo de reacdo, deve-se selecionar ions caracteristicos dos analitos (no 1°
guadrupolo), fragmenta-los (no 2° quadrupolo) e analisar os ions fragmentos
caracteristicos selecionados (no 3° quadrupolo).

10
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Item E) Foi adequada a escolha dos niveis para o critério de validacdo, recuperacdo? Justifique sua
resposta.

Chave de Corre¢éo

Resposta Qtde de Pontos

Sim. Para o estudo de recuperacdo a Decisdo da Unido Europeia 2002/657/EC solicita a 10
realizacéo nos niveis 0,5 x LMR, 1 x LMR e 1,5 x LMR, que no caso em questéo, séo 40,
100 e 150 ng/g.

Item F) Os resultados obtidos para a recuperacao estéo aceitaveis? Justifique sua resposta.

Chave de Correcéo

Resposta Qtde de Pontos

Sim. De acordo com a Deciséo da Uniéo Europeia 2002/657/EC, o critério de aceitagao 10
para a Recuperac¢édo € de 80 — 110%.

QUESTAO 2:

Um agente dopante hipotético "X" € o principal alvo analitico para quantificacdo quando presente na
analise das urinas dos atletas. Tal andlise é realizada através da CL-EM-EM, com uma coluna C18 de 1,8um
X 2,1 mm X 50 mm. Para determinar, quantitativamente, a concentragdo de "X" na urina do atleta, o
primeiro passo é a construgdo de uma curva analitica de "X", com utilizacdo de padrédo interno deuterado
("X-D3"). A amostra foi preparada em triplicata. A area do analito "X" na amostra e a area do Pl ( "X-D3")
encontram-se na tabela abaixo.

Replicatas Analito (area) Padrao interno (area)
Replicata 1 16764 12693
Replicata 2 16015 11948
Replicata 3 16128 12277

As curvas analiticas obtidas sdo apresentadas a seguir:

A Curva Analitica
N 5,00 -
Razao y=0,366x+ 0,836
analito/ Pl 4,00 - R2=0,994

3,00 -
2,00 -
1,00 -
0,00 - . : ; . .

0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Conc. (ng/ml)
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B

Razao

2,50
analito/PI 2,00 -
1,50 A
1,00 -
0,50 -

0,00

C

Razao
analito /PI

Curva Analitica

y=0,190x+ 0,231
R?=0,998

0,0

2,00
1,80
1,60
1,40
1,20
1,00
0,80
0,60
0,40
0,20
0,00

2,0

4,0 6,0 8,0 10,0 12,0

Conc. (ng/ml)

Curva Analitica

y=0,144x+ 0,374
R?=0,908

Conc. (ng/ml)

De acordo com o exposto, responda:

2,0 4,0 6,0 8,0 10,0

12,0

Item A) Qual dos trés gréaficos apresentados € o mais adequado para proceder com a quantificacao?

Explique sua resposta. Qual a concentracdo em ng/mL do analito "X" na urina?

Chave de Correcéo

Resposta

Qtde de Pontos

Gréfico B.

5,75 ng/mL.

Os valores de razdo area analito sobre area do padréo interno estdo no centro do grafico.
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Item B) E possivel utilizar qualquer um dos trés graficos para proceder com a quantificagdo? Explique
detalhadamente sua resposta.

Chave de Correcéo
Resposta Qtde de Pontos
N&o. 8
Faixa linear de trabalho.
Valores da razao analito sobre padréo interno no centro do gréfico.

Item C) Um analista trabalha com uma fase mével contendo uma mistura de tampéo fosfato de sédio
monobasico monohidratado e metanol. Quais sdo os cuidados necessérios no preparo de 1 L de fase
mével contendo uma mistura de tampdo fosfato de sédio monobasico monohidratado 0,10mol.L™ e
metanol na proporgéo (60:40)? Descreva detalhadamente a preparacéo desta fase.

Chave de Corre¢éo

Resposta Qtde de Pontos

Descricao da preparagéo: 8

- utilizar metanol grau HPLC;

- utilizar agua Tipo | com valor de condutividade inferior a 20 ohms;

- utilizar frasco de borossilicato (geralmente 1L) com tampa especifica para armazenar a
FM;

- pesar em balanca analitica, a massa de 8,28 g de fosfato de sédio (deve ter pureza
minima de 90%);

- transferir quantitativamente para um Bécher e adicionar agua Tipo |;

- transferir o conteldo para uma proveta com volume total de 1000 mL;

- lavar o Bécher varias vezes com agua Tipo | e seguir transferindo a solugdo para um
cilindro até a lavagem total do Bécher, sempre com volume total inferior a 600 mL;

- completar o volume de 600 mL com &gua Tipo I;

- filtrar a solugdo em equipamento de filtracdo contendo: kitassato, copo de filtracdo e
garra. Usar filtro para solugdo aquosa, de nylon ou teflon (0,22 ou 0,45um).

- filtrar separadamente o metanol grau HPLC, com o mesmo procedimento utilizando
filtro para solventes orgéanicos, celulose ou teflon (0,22 ou 0,45um).

- ou filtrar a mistura Tamp&o:MeOH com o mesmo procedimento utilizando filtro para
solucdo aquosa, de teflon (0,22 ou 0,45um).

- transferir o contetdo para um cilindro com volume total de 500mL, até completar o
volume de 400mL;

- transferir os 400mL de MeOH para o cilindro de 1000mL contendo a solu¢do tampé&o e
homogeneizar em cilindro fechado;

- abrir o cilindro para aliviar a pressao;

- observa-se leve aquecimento da solu¢do em fungéo da mistura exotérmica;

- transferir a solucao para frasco de fase mével de 1L;

- levar a mistura de fase mével para o ultrassom por cerca de 15 minutos, com a tampa
aberta. Respeitar o nivel de 4gua do ultrassom e a temperatura de trabalho. Levar o
frasco de fase movel para o reservatério de fase mével, no sistema CLAE e conectar
adequadamente;

- levar a mistura de fase movel para o reservatério de fase moével acoplado a
degaseificador "on line" no sistema CLAE (com linha de Hélio) e conectar
adequadamente.
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Item D) Quais sdo os cuidados necessarios com o0 equipamento cromatografico quando se utiliza fase
moével contendo a mistura de tampéo fosfato 10mM e metanol na proporcéo (40:60)?

Chave de Correcéo
Resposta Qtde de Pontos
Passar agua do tipo |, no sistema todo apos a utilizagdo da FM. 8

Item E) Como deve ser realizada a preparacdo de uma fase mével metanol / agua (30:70)? Quais 0s
materiais de laboratério seriam utilizados? Justifique sua resposta.

Chave de Correcéo

Resposta Qtde de Pontos

- 2 provetas graduadas de 1000 mL. 8
- Kitassato.

- copo de filtrag&o.

- garra. X pontos

- bomba de vacuo.

- membrana filtrante.
- cilindro de 1000mL.

Filtrar a agua (700 mL) e o metanol (300 mL), com filtros de 0,22 ou 0,45 um, transferir o
metanol para o cilindro contendo agua, aliviar a presséo do cilindro, um leve aquecimento
sera observado (mistura exotérmica). Transferir a mistura para um frasco de vidro
borossilicato de 1 L, levar ao ultrassom por cerca de 15 min e conecta-lo ao sistema
CLAE.




