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Validacao intralaboratorial de método quantitativo para determinacao multipla
de residuos de avermectinas em leite bovino por cromatografia

liquida de alta eficiéncia com deteccao de fluorescéncia
In-house validation of a multi-residue method for determining residual
avermectin in cow’s milk by hplc coupled with _fluorescence detection

Scheilla Vitorino Carvalho de SOUZA!, Josefa Abucater LIMA?,
Joao Carlos TEODORO?, Roberto Goncalves JUNQUEIRA!*

Resumo

Um procedimento detalhado para validacao intralaboratorial de métodos, incluindo delineamento experimental, estatisticas e avaliacao de
premissas foi proposto e aplicado a validacao de um método para ensaio de avermectinas em leite bovino por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de fluorescéncia. Foram realizados ensaios com curvas de solventes e de matriz, amostras de leite bovino brancas e
adicionadas. As premissas relacionadas as estatisticas empregadas foram avaliadas e confirmadas. Linearidade foi obtida entre 25 e 150 ng.mL"".
Nao foram observados efeitos de matriz significativos nesta faixa. As médias de recuperacao aparente variaram de 87,2 a 101,4%. Desvios
padrao relativos sob condicoes de repetitividade estiveram entre 3,3 e 11,2%, enquanto os desvios padrao relativos de reprodutibilidade parcial
foram de 7,4 a 14,7%. Estes resultados indicaram exatidao e precisao do método entre 10 e 30 ug.L™! para os quatro analitos estudados. Os
limites de deteccao e quantificacao experimentais foram 5 e 10 ug.L!, respectivamente. Limites de decisao (12,6 a 13,7 ug.L™!) e capacidades
de detecgao (15,1 a 17,4 pg.L™!) foram estimados, assumindo um limite maximo de residuo de 10 ug.L.

Palavras-chave: validacao intralaboratorial; abamectina; doramectina; eprinomectina; ivermectina; leite bovino; cromatografia liquida de
alta eficiéncia.

Abstract

A detailed procedure for in-house validation of methods, including experimental design, statistics and evaluation of assumptions, was proposed
and applied to the validation of a method for screening avermectins in cow’s milk by high performance liquid chromatography coupled with
fluorescence detection. Assays were performed with solvent and matrix-matched calibration curves, milk blanks and spiked samples. The
assumptions about the statistics employed were evaluated and confirmed. Linearity was achieved between 25 and 150 ng.mL'. No significant
matrix effects were observed in this range. Mean apparent recoveries varied from 87.2 to 101.4%. The relative standard deviations under
conditions of repeatability ranged from 3.3 to 11.2%, while the relative standard deviations of partial reproducibility varied from 7.4 to 14.7%.
These results indicated exactness and precision of the method between 10 and 30 pg.L™! for the four analytes studied. The experimental
limits of detection and quantification were 5 and 10 ug.L!, respectively. Decision limits (12.6 to 13.7 pg.L™!) and detection capabilities (15.1 to
17.4 ug. L) were estimated, assuming a maximum residue level of 10 ug.L.

Keywords: in-house validation; abamectin; doramectin; eprinomectin; ivermectin, cow’s milk; high performance liquid chromatography.

1 Introducao

As avermectinas constituem um importante grupo de agen-
tes antiparasitarios amplamente utilizados em bovinos criados
para producao de alimentos. Estes compostos sao efetivos
em doses extremamente baixas contra um grande espectro de
nematéides e artropodes, muitos dos quais sao significantes
endoparasitas e ectoparasitas de animais®.

Apesar do grande numero de investigacoes, o mecanis-
mo de acao das avermectinas ainda nao esta completamente
elucidado. Estes compostos ativam os canais de cloreto dos
neurotransmissores inibitérios acido gama-aminobutirico e
glutamato, provocando a paralisia dos parasitas®'**3. Como o
mecanismo de acdo nao ¢ especifico, as avermectinas podem
afetar organismos nao alvos®. As avermectinas nao apresen-
tam atividades mutagénicas ou carcinogénicas, mas podem
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*A quem a correspondéncia deve ser enviada

ser embriotéxicas em animais de laboratério®. O CODEX
ALIMENTARIUS' recomenda limites maximos de residuos de
10 e 20 pg.L! para ivermectina (IVE) e eprinomectina (EPR)
em leite, respectivamente, nao estabelecendo valores de re-
feréncia para abamectina (ABA) e doramectina (DOR) nesta
matriz. No Brasil, o monitoramento de residuos destas drogas
veterinarias em leite é regulamentado pelo Plano Nacional de
Controle de Residuos (PNCRB)®, um programa de monitora-
mento, investigacao e fiscalizacao de residuos e contaminantes
em produtos de origem animal do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA). Este programa estabeleceu
os limites maximos sugeridos pelo CODEX ALIMENTARIUS!
para monitorar residuos avermectinas em leite bovino.

A confiabilidade dos estudos relativos a presenca de
residuos de avermectinas em leite depende crucialmente da
eficiéncia do método de ensaio empregado. Geralmente, os
métodos para determinacao de avermectinas incluem extracao
baseada em particao liquido-liquido e purificacao por extra-
cao em fase sélida. Métodos fundamentados na técnica de
cromatografia liquida (CL) com deteccdo de ultravioleta (UV),
fluorescéncia (FL) e espectrometria de massas (EM) tém sido
reportados. Entretanto, as deteccoes por FL e EM oferecem

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 27(4): 823-836, out.-dez. 2007 823



Determinacao de avermectinas em leite

maior sensibilidade e seletividade que os métodos baseados
em deteccao UV. CL-FL possui um alto grau de especificidade
devido a combinacao da seletividade cromatografica e de grupos
cromogénicos, além de adequada sensibilidade devido a forte
fluorescéncia dos derivados. CL-FL tem sido preferida também
devido a vantagem de ser econdmica para uso em atividades
de rotina, em detrimento dos altos custos dos métodos que
empregam EM*.

Avalidacao de métodos € o processo que fornece evidéncias
de que um dado método de ensaio produz resultados que sao
adequados para o proposito de uso?®. Independentemente de
quao adequado é o desempenho de um método em um estudo
de validacao j4 estabelecido, os analistas necessitam confirmar
que o método € valido quando aplicado em seus laboratérios
por meio de procedimentos de validacao intralaboratoriais.
Considerando que processos de validacido interlaboratorial
principalmente avaliam exatidao e precisao sob condicoes de
repetitividade e reprodutibilidade'®, validagbes intralaborato-
riais sdo também essenciais para determinacdo de parametros
de desempenho como linearidade, efeitos de matriz, seletivi-
dade e limites.

Diversos procedimentos de validagao intralaboratorial sao
descritos na literatura'416.20213242_Embora nestes documentos
haja concordancia sobre quais parametros devam ser avalia-
dos, existe uma grande diversidade e até falta de informacées
sobre como estes experimentos sao delineados e avaliados em
termos de estatisticas e respectivas premissas que necessitam
ser testadas.

Considerando que processos de validacao incompletos
ou equivocados sao importantes fontes de erro em analises de
alimentos, o presente trabalho apresenta um procedimento
detalhado para validacao intralaboratorial, aplicado a um
método quantitativo para ensaio de ABA, DOR, EPR e IVE em
leite por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao
de fluorescéncia (CLAE-FL).

2 Material e métodos

2.1 Solucées

Solucgéo padréo de ABA

A solugao estoque de ABA de 10 pg.mL! foi preparada por
dissolucao de 60,6 = 0,1 mg do padrao de ABA 0,819% m.m™!
Bla (Merck, Darmstadt, Alemanha) para 50 mL de metanol
grau CLAE (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Esta solucao foi
armazenada sob congelamento entre -14 e -20 °C e preparada
em freqiiéncia anual.

Solucoes padrao de DOR

A solucao estoque de DOR de 100 pug.mL" foi preparada por
dissolugao de 10,4 £ 0,1 mg do padrao de DOR 95,6% (Pfizer,
Groton, EUA) para 100 mL de metanol grau CLAE (Vetec, Rio
de Janeiro, Brasil). Uma solucédo intermediaria de 10 ug.mL™*
foi preparada por diluicao de 10 mL da solucao estoque para
100 mL com metanol grau CLAE (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

Estas solucoes foram armazenadas sob congelamento entre
-14 e -20 °C e preparadas em freqiiéncia anual e semestral,
respectivamente.

Solucgédes padrao de EPR

A solucao estoque de EPR de 100 pug.mL" foi preparada
por dissolucao de 10,30 * 0,1 mg do padrao de EPR 97,3%
(Merck, Darmstadt, Alemanha) para 100 mL de metanol grau
CLAE (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Uma solucao interme-
diaria de 10 ug.mL™" foi preparada por diluicao de 10 mL da
solucao estoque para 100 mL com metanol grau CLAE (Vetec,
Rio de Janeiro, Brasil). Estas solucdes foram armazenadas sob
congelamento entre —-14 e —20 °C e preparadas em freqiiéncia
anual e semestral, respectivamente.

Solugéo padréo de IVE

A solucao estoque de IVE de 10 pg.mL! foi preparada por
dissolucao de 35,95 mg 0,1 mg do padrao de IVE 1,39% m.m™!
H2B1la (Merck, Darmstadt, Alemanha) para 50 mL de metanol
grau CLAE (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Esta solucédo foi
armazenada sob congelamento entre —14 e -20 °C e preparada
em freqiiéncia anual.

Solucao padréao de adicdo pool de ABA, DOR, EPR e IVE

A solucao de adi¢ao pool das avermectinas de 250 ng. mL™"
foi preparada por diluicao de 5 mL da solugao estoque de
ABA, 5 mL da solucao intermediaria de DOR, 5 mL da solucao
intermediaria de EPR e 5 mL da solugao estoque de IVE para
200 mL de metanol grau CLAE (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).
Esta solugao foi armazenada sob congelamento entre -14 e
—-20 °C e preparada em freqiiéncia semestral.

Solucao de derivacao

Foram misturados 200 pL de 1-metilimidazol grau para
analise (Acros Organic, New Jersey, EUA) a 600 uL de anidrido
acético grau para analise (Fisher, New Jersey, EUA) e 900 uL de
N,N-dimetilformamida grau para analise (Fisher, New Jersey,
EUA) e homogeneizados. Esta solucao foi preparada imedia-
tamente antes de cada uso.

Solucado de extracao

Foram misturados 700 mL de 4gua destilada e deionizada
com 300 mL de acetonitrila grau CLAE (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) e 1 mL de trietilamina grau para analise (Merck, Dar-
mstadt, Alemanha).

2.2 Amostras

Amostras brancas de leite bovino foram obtidas de orde-
nhas de animais sabidamente nao tratados com avermectinas
na fazenda experimental do Ministério da Agricultura, Pecuéria
e Abastecimento (MAPA) - Escola de Veterinaria da UFMG, na
cidade de Pedro Leopoldo (Minas Gerais, Brasil).

As amostras foram homogeneizadas, acondicionadas em
frascos de vidro com tampa de rosca devidamente identifica-
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dos e armazenadas sob congelamento entre -14 e -20 °C, até
o momento dos ensaios.

2.3 Método de ensaio

O método validado foi baseado em procedimentos pre-
viamente descritos®#3¢4° e fundamentou-se na extracao de
residuos de ABA, DOR, EPR e IVE do leite com uma mistura
acetonitrila:agua destilada e deionizada:trietilamina, seguida
de purificacao do extrato e eluicao das avermectinas em car-
tucho de C-18 com acetonitrila. Ap6s a derivacao, o extrato
foi solubilizado em metanol e os residuos foram separados
dos componentes co-extraidos, detectados e quantificados por
CLAE com detector FL.

Extracao

As amostras de leite foram descongeladas e homogenei-
zadas. Aliquotas de 5 mL + 5% foram pipetadas e transferidas
para tubos de centrifuga de 50 mL de polipropileno, sendo
adicionados 20 mL da solugao de extracao. Os tubos foram co-
locados em agitador mecanico horizontal (Ebberbach) ajustado
na velocidade maxima por 5 minutos. Os extratos homogenei-
zados foram aquecidos em banho-maria (Yamato) a 40 £ 5 °C,
sob agitacao, para completa dissolugao da gordura. Brancos
de solventes, sem adicao de amostra, foram preparados em
cada bateria analitica.

Acondicionamento dos cartuchos de extracdo em fase
solida

Os cartuchos de extracao adaptados aos reservatorios tipo
seringa de 50 mL foram conectados ao sistema de vacuo (Varian
Vac Elut). Em seguida, foram lavados com 5 mL * 5% de acetoni-
trila grau CLAE (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e com 5 mL £ 5%
da solucéo de extracdo, sob fluxo de 0,3 mL.min".

Purificacao

Os extratos de amostras e brancos de solventes foram
transferidos para os reservatorios tipo seringas adaptados aos
cartuchos de extracao em fase sélida, com auxilio de pipetas
tipo Pasteur, a um fluxo de 0,3 mL.min"!. Os reservatérios e
cartuchos foram lavados com 5 mL + 5% da solucédo de extra-
cao, deixados secar, e novamente lavados com 2 mL * 5% de
hexano grau para analise (Merck, Darmstadt, Alemanha), sob
fluxo de 0,3 mL.min'. Os residuos das avermectinas foram
eluidos com 5 mL + 5% de acetonitrila grau CLAE (Vetec, Rio
de Janeiro, Brasil) para tubos de 10 mL de vidro, sob fluxo
da gravidade. Os extratos purificados foram evaporados até
secura em banho-maria (Yamato) a 60 + 5 °C, sob agitacao e
fluxo de nitrogénio.

Preparo da curva de calibracdo

Aliquotas da solugao padrao de adicdo foram pipetadas e
transferidas para tubos de 10 mL de vidro. As solucoes foram
evaporadas até secura em banho-maria (Yamato) a 45 £ 5 °C,
sob agitacao e fluxo de nitrogénio.

Derivacao

Os residuos (de amostras e de solugdes padrdo da curva
de calibracdo) foram retomados com 200 uL + 2% da solucao
de derivacao. Os tubos foram fechados, homogeneizados
em agitador tipo Vortex Mixer (Sybron Thermoline) durante
30 segundos e colocados em chapa aquecedora (Kontes) entre
90 e 100 °C durante 1 hora. Apés resfriamento a tempera-
tura ambiente, os residuos derivados foram retomados em
1000 pL + 2% de metanol e filtrados através de filtros de
0,45 um para frascos de 2 mL.

Separacao, deteccdo e quantificagcao

O cromatégrafo liqgitido de alta eficiéncia Gilson (Villiers
le Bel, Franca) era composto pelos seguintes médulos: bomba
isocratica tipo CG-305, injetor manual Rheodyne 7125 com
loop de 20 uL, detector de fluorescéncia tipo CG-432 FL, sis-
tema de aquisicao de dados e integrador CG-300.

As condicoes de operacdo do sistema CLAE-FL foram:
volume de injecao de 20 pL; fase mével composta por metanol
grau CLAE (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil); sistema isocratico;
fluxo de 0,9 mL.min™'; comprimento de onda de excitacio e
emissao de 366 nm e 426 nm, respectivamente; tempo total
de corrida de 12 minutos; e integracao pelo parametro altura
dos picos.

Curvas de calibracdo da resposta (altura dos picos) versus
a concentracdo de cada avermectina foram construidas. As
equacoes das curvas foram estimadas pelo método dos mini-
mos quadrados ordinarios (MMQO) e utilizadas para calculo
da concentracao de avermectinas nas amostras.

2.4 Validacao

Os parametros linearidade, efeitos de matriz, seletividade,
exatiddo, precisao, limite de detecgao, limite de quantificagao,
limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccao (CCP) foram
estabelecidos em ensaios com solucoes padrao, amostras
brancas e adicionadas. A adequacao para uso do método foi
avaliada em funcao dos parametros estudados e respectivos
critérios de aceitabilidade definidos.

Linearidade

Linearidade foi avaliada conforme procedimento descrito
por SOUZA e JUNQUEIRA®. Trés curvas de calibracao foram
preparadas, em diferentes dias, com niveis de concentracao
25; 50; 75; 100; 125 € 150 ng.mL" (correspondentes a 5; 10;
15; 20; 25 e 30 pg.L! de cada avermectina em leite bovino),
sendo trés replicatas independentes de cada nivel. Aliquotas
de 100; 200; 300; 400; 500 e 600 uL, respectivamente, da
solucao padrao pool de adicao foram utilizadas para preparo
destas curvas conforme descrito no método de ensaio. As so-
lucoes foram analisadas em ordem aleatéria dentro de cada
dia. Brancos foram preparados, em triplicata, para todas as
curvas como ferramenta de controle interno de qualidade para
ajuste do zero do equipamento, mas nao foram incluidos nos
calculos.
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Os parametros da regressao foram estimados pelo MMQO
aplicado ao modelo linear (Y, = a + bX)), em que Y, represen-
ta as respostas (altura dos picos), X, as concentragoes dos
padroes dos analitos, a e b estimativas dos parametros da
equacao. Em seguida, graficos dos residuos (Y, - a - bX)) da
regressao foram construidos e examinados para investigacao
de perfis 6bvios que demonstrassem heteroscedasticidade ou
desvio de linearidade, sendo indicados como outliers (valores
extremos) os pontos fora do intervalo £ ¢, .. . s, .. baseado
no método proposto por MEYER e ZUND?!. Os outliers foram
formalmente diagnosticados pelo teste de residuos padroniza-
dos Jacknife®. Este teste foi aplicado sucessivamente até que
novos outliers nao fossem detectados ou até uma exclusao
maxima de 22,2% no numero original de resultados'?. As
premissas relativas a analise de regressao foram verificadas:
normalidade®®, homoscedasticidade’”* e independéncia dos
residuos da regressao'. Testes de F foram adotados para
verificar a adequacao do ajuste ao modelo linear por meio das
significancias da regressao e do desvio de linearidade avaliado
contra o erro puro'l.

Efeitos de matriz

O método de adicao foi empregado para avaliacdo dos
efeitos de matriz. Duas curvas de calibracio foram estudadas
em niveis de 25; 50; 75; 100; 125 e 150 ng.mL"', sendo cada
nivel em duas replicatas independentes, analisadas em or-
dem aleatéria, no mesmo dia. A curva do analito no solvente
(metanol) foi preparada conforme descrito nos experimentos
de avaliacao da linearidade. Para a curva do analito na matriz
utilizaram-se extratos purificados de amostras brancas de leite
bovino adicionados de 100; 200; 300; 400; 500 ¢ 600 pL da
solucao padrao pool de adi¢ao. Brancos foram preparados para
cada curva e utilizados como ferramenta de controle interno
de qualidade para ajuste do zero do equipamento, mas nao
foram incluidos nos calculos.

Os parametros da regressao foram estimados e as premis-
sas relativas ao MMQO também foram verificadas para estas
curvas. Uma vez comprovadas as premissas de normalidade
a ajuste ao modelo linear, a inclinagao e a intersecao obtidas
para a curva de solventes foram comparadas com a inclinacao
e intersecao calculadas para a curva de matriz. A premissa de
homogeneidade das variancias dos residuos das curvas foi
avaliada pelo teste de F®®, para verificar se inclinagoes e inter-
secoes seriam comparadas pelo teste de t com as variancias
combinadas®.

Seletividade, exatiddo e precisao

Seletividade, exatidao, precisao (sob condicoes de repe-
titividade e reprodutibilidade parcial), limites de deteccao e
quantificacdo, CCa. e CC foram pesquisados em ensaios com
amostras brancas e adicionadas em niveis correspondentes
a b; 10; 15; 20 e 30 pg.kg ', sendo doze replicatas indepen-
dentes de cada nivel. As amostras foram divididas em quatro
lotes com trés replicatas de cada nivel, analisados em quatro
diferentes dias por dois analistas: dias 1 e 2 pelo analista 1 e
dias 3 e 4 pelo analista 2. As concentracoes de avermectinas
nas amostras adicionadas foram preditas pelas equacoes das

curvas de calibracdo de solventes, com base nos resultados
dos estudos de efeitos de matriz.

A auséncia de resultados falsos positivos para todas as
amostras brancas, associada a capacidade do método separar,
detectar e quantificar os quatro residuos de avermectinas (ABA,
DOR, EPR e IVE) sem interferéncia mutua, foi considerada
suficiente para estabelecimento da seletividade.

Os resultados de recuperacgao aparente obtidos foram ana-
lisados quanto a presenca de outliers pelo teste de Grubbs*#17.
As estatisticas de Grubbs para um outlier (G,), dois outliers
vicinais (G,) e dois outliers polares (G,) foram calculadas
simultaneamente para os resultados obtidos para cada nivel
de concentracao. A indicacao de outlier por, pelo menos, uma
destas estatisticas seria suficiente para excluir o dado. Apés
um primeiro ciclo, o teste de Grubbs era sucessivamente apli-
cado até que novos outliers nao fossem detectados ou até uma
exclusao méxima de 22,2% no numero original de resultados
de recuperacio aparente’®.

Exatidao foi investigada por meio das médias de recupera-
cao aparente obtida para as doze replicatas de amostras adi-
cionadas em cada nivel de concentracido. Foram consideradas
aceitaveis médias de recuperagao aparente entre 70 e 110%
para amostras adicionadas de 5 pg.L"' e de 80 a 110% para as
amostras adicionadas nos niveis de 10; 15; 20 e 30 pg.L™! 5.

As precisoes sob condicoes de repetitividade e reproduti-
bilidade parcial (precisao intermediéria) foram expressas em
termos de desvios padrao relativos e estimadas por analise
de variancia dos resultados de recuperacao aparente obtidos
para as doze replicatas de amostras adicionadas em cada nivel
de concentragao???3?7, Foi adotado um delineamento fatorial
completamente aninhado (fully-nested design) que forneceu
as estimativas da variancia de repetitividade (s®); da variancia
do ensaio (s? _, ), que incluiu as fontes de variagao confundi-
das do dia e do analista (dia + analista); da variancia entre
ensaios [s? __=(s* _ —s%)/n], sendo n o nimero médio

entre ensaios ensato r
de replicatas em cada nivel de concentragao; e da variancia
de reprodutibilidade parcial (s?, = s* + s® ~)?°. Quando
r entre ensaios
a estimativa da variancia de repetitividade era maior que a
variancia do ensaio, s> __era considerada como sendo
entre ensaios

igual a zero, evitando a obtencao de um valor negativo para a
estimativa desta variancia**?’. Neste caso, as estimativas das
variancias de repetitividade e de reprodutibilidade parcial eram
consideradas equivalentes.

As premissas de normalidade®® e homoscedasticidade dos
residuos dos resultados de recuperacao aparente”?s, relativas
a andlise de variancia, foram previamente testadas. Desvios
padrao relativos de repetitividade (DPR)) foram considerados
aceitaveis quando inferiores a dois tercos'® do valor de preci-
sao interlaboratorial estimado pela equacdo de HORWITZ!®
modificada por THOMPSON®!. J4 os desvios padrao de re-
produtibilidade parcial (DPR,) foram considerados aceitaveis
quando nao excederam ao valor estimado pelas equacbes de
HORWITZ'® e THOMPSON*'. Desta forma, DPR_e DPR, meno-
res ou iguais a 14,7 e 22%, respectivamente, foram os critérios
de aceitabilidade adotados.

826 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 27(4): 823-836, out.-dez. 2007



Souza et al.

Limites de deteccdo e quantificagdo, CCo e CC

O limite de quantificacao foi estabelecido como a concen-
tracao abaixo da qual o método nao pode operar com exatiddo
e precisao aceitaveis. O limite de deteccao foi a menor concen-
tracao detectada nas amostras adicionadas, mas nao necessa-
riamente quantificada, distinguida de zero (sinal/ruido > 3).
Estes limites foram estabelecidos com base nos resultados
médios de recuperacao aparente e desvios padrao relativos
de repetitividade e reprodutibilidade parcial obtidos para as
replicatas de amostras adicionadas nos diferentes niveis de
concentracao estudados.

CCo, e CCP foram estimados?*2>% utilizando as concen-
tragoes estimadas e as respectivas concentracoes tedricas
das amostras adicionadas dos experimentos de avaliacao da
reprodutibilidade parcial’®. O limite maximo de residuo de
10 ug L foi adotado para o célculo destes parametros para
ABA, DOR, EPR e IVE.

3 Resultados e discussao

Os perfis dos graficos de residuos apresentados nas Figu-
ras 1 e 2 demonstraram que nao houve tendéncias ébvias que
demonstrassem heteroscedasticidade ou desvios de lineari-
dade. Os intervalos de confianca dos residuos (£ ¢, g .S )
sugeriram a presenca de zero a quatro outliers nestes graficos,
que foram confirmados pelo teste de residuos padronizados
Jacknife. Em nenhum caso houve indicagdo de um numero
maior que quatro outliers para cada curva, correspondente ao

limite méaximo de 22,2% dos dezoito dados originais.

Os resultados obtidos nos experimentos para avaliacio da
linearidade para ABA, DOR, EPR e IVE estao demonstrados
nas Tabelas 1, 2, 3 e 4, respectivamente. As premissas de
que os residuos da regressao seguem a distribui¢ao normal,
sdo homoscedasticos e independentes, foram confirmadas,
garantindo uma aplicacao segura dos testes de hipéteses de t
e F, além do emprego adequado da andlise de variancia sem
ponderacoes para estimativa da significancia da regressao
e do desvio da linearidade. Os coeficientes de correlacao de
Ryan-Joiner indicaram que os desvios da normalidade nao
foram significativos (p > 0,10). A variancia dos erros ao lon-
go dos niveis de concentracao estimada pelo teste de Levene
modificado também nao foi significativa (p > 0,05), sugerindo
homoscedasticidade. Autocorrelacao dos residuos da regres-
sao nao foi observada (p > 0,10), visto que as estatisticas de
Durbin-Watson demonstraram independéncia dos mesmos. Os
dados obtidos foram avaliados como bem ajustados ao modelo
linear. Significancia da regressao (p < 0,001) e desvios de line-
aridade nao significativos (p > 0,05) determinaram linearidade
na faixa de 25 a 150 ng.mL! para as curvas 1, 2 e 3 das quatro
avermectinas examinadas.

O uso de critérios equivocados como o coeficiente de corre-
lacao (r)*? é predominante na avaliacdo da linearidade de méto-
dos para determinacao de avermectinas, assim como a omissao
de estudos de efeitos de matriz. POLLMEIER et al.* obtiveram
linearidade de um método para ensaio de EPR em leite bovino
por CLAE-FL na faixa de 2,3 a51 ng.mL"!, utilizando amostras
adicionadas. ROUDAUT?** também determinou linearidade

empregando CLAE-FL para ABA, DOR, IVE e moxidectina
(MOX), utilizando amostras de figado bovino adicionadas na
faixa de 7,5 a 200 ug.kg'. WU et al.*” estabeleceram linearidade
para ABA e IVE por CLAE-EM na faixa de 10 a 500 ng.mL",
enquanto SALISBURY*® estudou IVE por CLAE-FL entre 25 e
150 ng.mL™!, ambos empregando curvas de solventes.

As curvas de solventes e de matriz, com respectivas equa-
coes e coeficientes de determinacao, obtidas nos estudos de
efeitos de matriz estao apresentadas na Figura 3. Pelo teste de
residuos padronizados Jacknife foram detectados: um outlier
na curva de solventes (150 ng.mL™) e dois outliers na curva de
matriz (50 e 150 ng. mL™) para ABA; dois outliers na curva de
solventes (100 e 150 ng.mL™") e um outlier na curva de matriz
(150 ng.mL™) para DOR e EPR; e dois outliers na curva de
solventes (100 e 150 ng.mL™) e dois outliers na curva de matriz
(75 e 150 ng.mL™") para IVE. Todas as premissas relativas ao
MMQO também foram ratificadas para as curvas de solventes e
matriz dos quatros analitos. Distribuicao normal dos residuos
da regressao foi observada pelos coeficientes de correlacao de
Ryan-Joiner. Homoscedasticidade foi obtida com estatisticas
t de Levene nao significativas (p > 0,05). Independéncia dos
residuos da regressao foi indicada pelas estatisticas de Durbin-
Watson (p > 0,10). Regressoes significativas (p < 0,001) e
desvios de linearidade nao significativos (p > 0,05) foram
diagnosticados pelos testes de F da analise de variancia. Es-
tes resultados de confirmacao do modelo linear permitiram a
comparacao das inclinagées e intersecoes pelo teste de t para
avaliacao dos efeitos de matriz.

O teste de F indicou homogeneidade das variancias dos
residuos das curvas de solventes e matrizes e a possibilidade
do uso do teste de t com variancias combinadas para avaliacao
dos efeitos de matriz. Assim, ndo houve diferencas significativas
(p > 0,05) quando as inclinac¢ées e intersecoes das curvas de
solventes foram comparadas com aquelas estimadas para as
curvas de matriz para ABA, DOR, EPR e IVE (Tabela 5). Com
base nestes resultados, foi possivel inferir que curvas de solven-
tes de ABA, DOR, EPR e IVE forneceram as mesmas respostas
que amostras de leite contendo as avermectinas estudadas nas
mesmas faixas de concentragao.

Cromatogramas tipicos obtidos para solucoes padrao
de avermectinas, amostras brancas e amostras adicionadas
encontram-se apresentados na Figura 4, demonstrando seleti-
vidade do método. Os tempos de retencao médios observados
foram de 8,37 £ 0,37 minutos para ABA, 9,83 * 0,46 minutos
para DOR, 6,79 + 0,26 minutos para EPR e 11,17 £ 0,56 mi-
nutos para IVE. Resultados ndo detectados (sinal/ruido < 3)
foram obtidos para todas as amostras brancas analisadas, nao
havendo interferéncias significativas nos tempos de retencao
para as avermectinas pesquisadas. Os perfis dos cromatogra-
mas obtidos para amostras adicionadas foram indistinguiveis
daqueles obtidos para as solucoes padrao de avermectinas de
concentragoes correspondentes. A resolucao dos picos indicou
capacidade do método em determinar ABA, DOR, EPR e IVE
sem interferéncias mutuas.

O teste de Grubbs nio demonstrou a presenca de outliers
(p > 0,05) entre os resultados de recuperacao aparente obtidos
para amostras adicionadas dos quatro analitos em todos os
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Figura 1. Graficos dos residuos da regressao das trés curvas de solventes de ABA e DOR (25 a 150 ng.mL™), com indicacdo dos respectivos
outliers diagnosticados pelo teste de residuos padronizados Jacknife. €, = residuo da regressao; ® = outlier; € - - - - = (t{ .. 'S, ).

niveis de concentracdo estudados. Os residuos, obtidos pela
diferenca entre a recuperacao aparente média e os valores in-
dividuais de recuperacao aparente obtidos em cada dia, para
cada nivel de concentracio, apresentaram distribuicio normal
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(p > 0,10) e homoscedasticidade (p > 0,05), permitindo a
estimativa de DPR_e DPR,, por andlise de variancia.

As médias de recuperacdo aparente alcancadas para
amostras adicionadas entre 5 € 30 ug.L"! variaram entre 98,1 e
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Figura 2. Gréficos dos residuos da regressao das trés curvas de solventes de EPR e IVE (25 a 150 ng.mL™), com indicag¢ao dos respectivos outliers
diagnosticados pelo teste de residuos padronizados Jacknife. € = residuo da regressao; ® = outlier; € - - - - = (£t o, .S, ).

101,8% para ABA; 86,2 ¢ 98% para DOR; 81,2 ¢ 96,9% para 8 ¢ 14,3% para ABA; 8,7 ¢ 21,4% para DOR; 7,4 € 20,2% para
EPR; € 84 € 94,8% para IVE. Os DPR_foram de 4,1 a 13,9% EPR; e 10,2 € 19,5% para IVE (Tabelas 6 € 7). Valores de DPR e
para ABA; de 3,6 a 21,3% para DOR; de 5 a 20,2% para EPR; DPR, idénticos foram estimados para EPR no nivel de 5 ug.L™",
ede4,4a16,7% para IVE. Os valores de DPR, estiveram entre uma vez que a estimativa da variancia de repetitividade foi
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Tabela 1. Avaliacao da linearidade para as trés curvas de ABA (25 a 150 ng.mL™!) em solventes.

Estatistica Curva 1 Curva 2 Curva 3

Numero de observagoes

n 16 17 18
Normalidade

R 0,9754 0,9849 0,9740

p p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10
Homoscedasticidade

t, 0,690 -1,959 -1,975

p p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Independéncia

d 2,139 1,803 1,525

p p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10
Regressao

F 2,435 x 10*3 3,870 x 10*2 1,886 x 10*3

p p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Desvio da linearidade

F 1,365 3,169 1,715

p p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

n = ntmero de observacoes; R = coeficiente de correlagao de Ryan-Joiner; p = significancia; t, = estatistica t de Levene; d = estatistica de Durbin-Watson; e F = razao entre variancias.

Tabela 2. Avaliacao da linearidade para as trés curvas de DOR (25 a 150 ng.mL™') em solventes.

Estatistica Curva 1 Curva 2 Curva 3

Numero de observacgoes

n 18 14 17
Normalidade

R 0,9898 0,9899 0,9921

P p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10
Homoscedasticidade

t, -1,139 0,733 -1,622

p p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Independéncia

d 2,342 2,497 1,980

P p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10
Regressao

F 2,091 x 10*3 1,143 x 10*3 2,160 x 10*3

p p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Desvio da linearidade

F 0,177 0,563 1,560

p p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

n = nimero de observagoes; R = coeficiente de correlacao de Ryan-Joiner; p = significancia;

t, = estatistica t de Levene; d = estatistica de Durbin-Watson; e F = razéo entre variancias.

maior que a do ensaio (dia+analista), sendo atribuido o valor
de zero para a variacao entre ensaios®*%.

Médias de recuperacao aparente aceitaveis foram atingidas
na faixa de 5 a 30 ug.L™! para ABA, DOR, EPR e IVE. Todavia,
DPR_acima de 14,7% foram observados para DOR, EPR e IVE
no nivel 5 ug.L™'. Estes resultados sinalizaram exatidao e preci-
sao do método validado na faixa de 10 a 30 pg.L™!, considerando
os critérios de aceitabilidade determinados.

POLLMEIER et al.?® obtiveram exatidao e precisao de um
método para determinacao de EPR em leite bovino pela analise
de amostras adicionadas entre 2,3 e 51 ng.mL"!, sendo cinco
a sete replicatas por nivel, analisadas por dois laboratérios.
Nao ficou explicitado neste trabalho se as replicatas foram
independentes ou simples repeticoes de leituras. A estimativa
da precisao sob repetitividade e reprodutibilidade nao foi feita
adequadamente. Estes autores discutiram a precisao do método

por meio do DPR calculado diretamente para os resultados
obtidos por nivel de concentracdo em cada laboratério e pelo
DPR obtido para todos os resultados. SCHENCK e LAGMAN®”
alcancaram médias de recuperacgao aparente de 85,5 a 113,8%,
com DPR entre 0,6 e 23,7% na determinacao de ABA, DOR,
EPR e MOX em leite por CLEA-FL, na faixa de 1 a 30 ngmL™,
sendo quatro replicatas de cada nivel. WU et al.*” obtiveram
médias de recuperacio aparente de 74 a 97% para ABA e de
64 a 87% para IVE em experimentos empregando CL-MS com
amostras de figado suino adicionadas entre 5 e 100 ug.kg,
sendo triplicata de cada nivel. Os valores de desvios padrao
reportados situaram-se entre 0,3 € 6,5 ug.kg ' para ABA e entre
0,4 e7,2 ug kg™ para IVE. ROUDAUT®** estimou adequadamente
exatidao e precisao de um método para ensaio de ABA, DOR,
IVE e MOX em figado bovino por CLAE-FL. Na faixa de 15 a
100 pg.kg ! este autor obteve médias de recuperacao aparente
variando de 77,5 a 90,8%, com DPR_e DPR, entre 3,8 € 9,4%
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Tabela 3. Avaliacao da linearidade para as trés curvas de EPR (25 ngmL™" a 150 ng.mL™') em solventes.

Estatistica Curva 1 Curva 2 Curva 3

Numero de observagoes

n 17 14 18
Normalidade

R 0,9846 0,9909 0,9836

p p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10
Homoscedasticidade

t, 0,329 -1,579 0,520

p p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Independéncia

d 1,950 2,802 1,212

p p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10
Regressao

F 3,117 x 10+ 1,669 x 10*® 2,062 x 10+

p p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Desvio da linearidade

F 2,473 2,125 2,930

p p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

n = namero de observacoes; R = coeficiente de correlacao de Ryan-Joiner; p = significancia;

t, = estatistica t de Levene; d = estatistica de Durbin-Watson; e F = razao entre variancias.

Tabela 4. Avaliacao da linearidade para as trés curvas de IVE (25 a 150 ng.mL™') em solventes.

Estatistica Curva 1 Curva 2 Curva 3

Numero de observacgoes

n 14 15 16
Normalidade

R 0,9763 0,9889 0,9710

p p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10
Homoscedasticidade

t, 1,322 x 10 -0,625 -1,592

p p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05
Independéncia

d 1,455 1,719 2,114

p p > 0,10 p > 0,10 p > 0,10
Regressao

F 5,322 x 10*3 6,445 x 10*2 2,237 x 10*3

p p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
Desvio da linearidade

F 1,496 2,256 0,580

p p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

n = namero de observacoes; R = coeficiente de correlacao de Ryan-Joiner; p = significancia;

e entre 4,05 e 9,61%, respectivamente. As condicoes experi-
mentais, assim como os critérios de aceitabilidade estipulados
nao foram discutidos nos trabalhos supracitados.

O limite de deteccao experimental do método foi estabeleci-
do como 5 pg.L, visto que as quatro avermectinas foram detec-
tadas com médias de sinal/ruido > 3 nas amostras adicionadas
neste nivel. O limite de quantificacdo para estes compostos,
correspondente ao menor nivel de concentracdo no qual os
experimentos indicaram exatidao e precisdo do método, foi de
10 ug. L. A transicao entre as faixas de deteccao e quantificacao
do método pode ser observada pela distribuicao dos resultados
de recuperacao aparente individuais obtidos para amostras
adicionadas (Figura 5). Limites inferiores aos alcancados neste
processo de validagao foram reportados por autores que adota-
ram como critério a relacdo sinal/ruido obtida para replicatas
de amostras brancas. POLLMEIER et al.* obtiveram limite de
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t, = estatistica t de Levene; d = estatistica de Durbin-Watson; e F = razao entre variancias.

deteccao de 0,25 ng. mL™! e limite de quantificacdo de 2 ng.mL™!
para EPR em leite por CLAE-FL. Limite de deteccdo idéntico
ao estabelecido por este trabalho foi publicado por WU et al.*”
para ABA e IVE. No entanto, nada foi apresentado com relacao
aos limites de quantificagio. ROUDAUT®* estabeleceu limites de
deteccao de 0,8; 1,5; 2,5 € 2,5 ug.L™! para ABA, DOR, IVE e MOX,
respectivamente, utilizando amostras brancas de figado bovino
e sistema CLAE-FL. Limite de quantificacao de 7,5 ug.kg' foi
apresentado por este autor, mas nenhuma descricao do experi-
mento e critérios para determinacdo deste parametro foi feita.
Embora superiores, os limites apresentados neste trabalho
sao certamente mais realisticos, pois foram estabelecidos sob
critérios mais rigorosos em experimentos de recuperagao com
amostras de leite bovino adicionadas de avermectinas.

Considerando um limite méaximo de residuo de 10 ug.L™!
para as avermectinas pesquisadas, CCo de 12,8; 12,9; 12,6 e
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Figura 3. Curvas de calibracdo dos analitos no solvente e na matriz obtidas para ABA, DOR, EPR e IVE nos ensaios de avaliacao de efeitos de
matriz, na faixa de 25 a 150 ng.mL™!, com respectivas equacoes e coeficientes de determinacdo. y = resposta em altura dos picos; x = concen-
tracao de avermectina em ng.mL; e R* = coeficiente de determinacao.
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Tabela 5. Comparacoes entre as intersecoes e inclinacoes das curvas dos analitos no solvente e na matriz para ABA, DOR, EPR e IVE (25 a
150 ng.mL™).

Estatistica ABA DOR EPR IVE

Comparacao da intersecao das curvas dos analitos no solvente e na matriz

t, 0,360 0,351 0,556 0,023

p 0,72 0,73 0,59 0,98

GL 17 17 17 16
Comparacao da inclinacao das curvas dos analitos no solvente e na matriz

t, 1,946 1,873 2,090 1,842

P 0,07 0,08 0,05 0,08

GL 17 17 17 16

t,= estatistica t para contrastes entre intersecoes; t, = estatistica t para contrastes entre inclinacoes; p = significancia; GL = graus de liberdade (n, + n - 4), sendo n  numero de pontos da
curva em solvente e n, niimero de pontos da curva em matriz.

5

Derivado fluorescente das avermectinas.

EPR
ABA

DOR
IVE
¥ i

Figura 4. Estrutura quimica do derivado fluorescente das avermectinas e cromatogramas tipicos obtidos por CLAE-FL. a = solucdo padrao de
avermectinas de 150 ngmL™; b = amostra de leite bovino branca; e ¢ = amostra de leite bovino adicionada de avermectinas em 30 ug.L.

13,7 ug.L' e CCB de 15,6; 15,9; 15,1 e 17,4 pug.L! foram esti-
mados para ABA, DOR, EPR e IVE, respectivamente. Nao foram
encontrados trabalhos na literatura sobre a determinacao de
CCo e CCP para as avermectinas estudadas em leite, embora
a estimativa destes limites seja recomendada'®. A importancia
destes parametros fundamenta-se no fato de que, se obtidos
resultados de concentracao menores que os valores estabele-

cidos para CCa, as amostras podem ser declaradas como con-
formes ou com analitos em concentracgées inferiores ao limite
maximo de residuos estabelecido, com um nivel de confianca
de (1-0). No caso de resultados de concentracao maiores ou
iguais aos valores estimados para CCf, as amostras podem ser
declaradas como nao-conformes ou com analito presente em
concentragoes superiores ao limite maximo de residuos, com
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Tabela 6. Médias de recuperacao aparente e desvios padrao relativos, sob condicoes de repetitividade e reprodutibilidade parcial, obtidos para
amostras de leite bovino adicionadas de ABA e DOR em diferentes niveis de concentracgao.

Concentracao (ug.L™) ABA DOR
R (%) DPR (%) DPR,, (%) R (%) DPR (%) DPR, (%)
5 101,8 13,9 14,3 86,2 21,3 21,4
10 98,9 6,7 9,6 91,9 7,9 12,0
15 98,1 9,5 11,5 90,1 11,2 11,7
20 101.,4 5,8 8.6 98,0 4,7 9,1
30 99,9 4,1 8,0 96,6 3.6 8,7

R = média de recuperagcao aparente; DPR = desvio padro relativo de repetitividade; DPR , = desvio padrao relativo de reprodutibilidade parcial. Critérios de aceitabilidade para R: 70 a
110% (para amostras adicionadas > 1 a 10 ug L), 80 a 110% (para amostras adicionadas >10 ugL). Critério de aceitabilidade para DPR : < 14,7%. Critério de aceitabilidade para DPR,;:

<22%.

Tabela 7. Médias de recuperacao aparente e desvios padrao relativos, sob condicoes de repetitividade e reprodutibilidade parcial, obtidos para
amostras de leite bovino adicionadas de EPR e IVE em diferentes niveis de concentracao.

Concentracao (ug.L™) EPR IVE
R (%) DPR (%) DPR, (%) R (%) DPR (%) DPR, (%)
5 81,2 20,2 20,2 84,0 16,7 19,5
10 92,7 8,7 9,0 94,8 10,7 14,7
15 90,6 6,7 7.4 87,2 9,0 13,9
20 94,0 8,0 8.8 94,6 6.9 10,2
30 96,9 5,0 8,0 92,1 4,4 11,0

1_2 = média de recuperacao aparente; DPR)_ = desvio padrao relativo de repetitividade; DPRR = desvio padrao relativo de reprodutibilidade parcial. Critérios de aceitabilidade para E: 70 a
110% (para amostras adicionadas > 1a 10 ug L), 80 a 110% (para amostras adicionadas >10 pg L™!). Critério de aceitabilidade para DPR : < 14,7%. Critério de aceitabilidade para DPR,:

<22%.
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Figura 5. Distribuicdo dos resultados individuais de recuperacao apa-
rente obtidos para amostras adicionadas entre 5 e 20 pug.L™!, incluindo
os niveis correspondentes aos limites de deteccao (5 pg.L™') e quantifi-
cacdo (10 ug.L"). ¢ = ABA, 0= DOR, O = EPR, x = IVE.

um nivel de confianca de (1 -[)*. H4 uma faixa de incerteza
estatistica entre os valores de CCa e CCP e a aplicacao pratica
destes parametros depende de decisdes politicas que envol-
vem a protecdo do consumidor e do produtor de alimentos'.
A 95% de confianga, para substancias com limite maximo de
residuos definido, em CCo a proporcao de resultados falsos
nao-conformes (erro o) sera de 5%, mas de falsos conformes
(erro B) sera de 50%. Por outro lado, em CCp a proporcao de
amostras falsamente declaradas ndo-conformes serd muito
baixa, € a proporcao de amostras verdadeiramente nao-
conformes apresentarem um resultado conforme sera igual
a 5%. Assim, CCP devera ser empregado se o método aqui
validado for utilizado como um método de triagem, concebido
para selecionar, dentro de um grande nimero de amostras, os
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resultados potencialmente nao-conformes e evitar a obtencao
de resultados falsos conformes'>4¢. Por outro lado, se este mé-
todo fosse utilizado com propésitos confirmatérios, nos quais
a identificacdo inequivoca da presenca de uma substancia é
pretendida, tanto CCo. como CCp teriam aplicagao'® e o método
seria capaz de identificar as avermectinas em 95% dos casos
em CCP e em 50% de todos os casos em CCo..

4 Conclusoes

O procedimento proposto foi adequado para validagao
intralaboratorial de métodos. Os parametros de desempenho
do método aqui validado indicaram adequacdo para uso nas
atividades de monitoramento de residuos de avermectinas
em leite bovino pelo PNCRB do MAPA, atendendo aos limites
regulamentados pelo BRASIL® e sugeridos pelo CODEX ALI-
MENTARIUS!™.
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