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RESUMO

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é o 6rgéo responsavel
pelo monitoramento e fiscalizacdo de produtos destinados a alimentacdo de origem animal. O
controle e a coleta de dados referente ao uso de pesticidas sdo importantes para a manutencao
e estabilidade da salde dos consumidores de alimentos de origem animal. Para isso, 0o MAPA
através dos Laboratdrios Federal de Defesa Agropecuéaria (LFDA) e das Secdo Laboratorial
Avancada (SLAV) realizam diversos tipos de analises para inameros controles de produtos no
Brasil. Nesse contexto, este trabalho relata as atividades vivenciadas durante a realizagdo do
estagio supervisionado obrigatério do curso de graduacdo em Quimica Tecnoldgica da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em um laboratério avancado pertencente ao
LFDA/RS situado em S&o José, Santa Catarina. Assim, foi possivel vivenciar e participar de
atividades de rotina em laboratério de referéncia nacional acreditado pelo Instituto Nacional de
Metrologia, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) e com conformidade a norma ABNT NBR
ISO 17025:2017, que garante a competéncia dos laboratérios com qualidade a emitirem
resultados com confiabilidade, rastreabilidade e imparcialidade, evidenciando e garantindo
competéncia. Durante a vivéncia, a principal atividade foi o acompanhamento e realizacdo de
diferentes tipos de andlises de produtos de origem animal, bem como a valida¢do de um método
analitico para determinacdo de pesticidas e medicamentos veterinrios em ragdes destinadas a
alimentacdo animal. Em conclusdo, foi possivel experimentar na pratica os conhecimentos

adquiridos durante a vida académica.

Palavras-chave: Estagio supervisionado. Pesticidas. Validagdo analitica. Robustez. LC-
MS/MS.
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1. JUSTIFICATIVA

E crescente no mundo o uso de pesticidas, principalmente no Brasil, para o controle de
pragas e doencgas nas lavouras. Por esse motivo, 6rgaos nacionais e internacionais monitoram e
estabelecem critérios de avaliacdo para o controle da qualidade dos alimentos, regulamentando
os limites méaximos de residuos (LMRs) que podem causar efeitos nocivos a salde e ao meio
ambiente. Para realizar a quantificacdo de pesticidas, sdo utilizados alguns métodos analiticos
que se institui-se de técnicas com elevada sensibilidade e reprodubilidade analitica, como a
cromatografia liquida ou a gas, podendo empregar diferentes tipos de detector, como o detector
de massa, fluorescéncia, e também, arranjo de diodo.

O desenvolvimento de um novo método analitico e a demonstracdo de sua capacidade
de comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade é cada vez mais reconhecida e exigida. O
desenvolvimento de validacdo de um método envolve um processo de avaliagdo que estime sua
eficiéncia na rotina do laboratdrio, gerando informacdes confidveis e interpretaveis sobre o
propdsito de analise. A esse processo, denomina-se validacéo analitica. A validacéo analitica
consiste em demonstrar que a metodologia analitica é adequada ao que se prop@e, produzindo
valores consistentes quando comparados a um valor de referéncia. Para um método ser
considerado validado, este deve atender uma série de parametros estabelecidos, como por
exemplo a robustez, seletividade, linearidade, preciséo, exatidao, limite de deteccdo e limite de
quantificagéo.

Desta forma, o presente relatério de estagio supervisionado realizado na Secao
Laboratorial Avancada localizado em Sdo José (SLAV/SC), pertencente ao Laboratério
Federal de Defesa Agropecuaria — (LFDA/RS) do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento — MAPA tem como objetivo geral relatar a vivéncia e experiéncias obtidas
durante o estagio obrigatdrio supervisionado. Também, mencionar a participacdo em um estudo
de validacdo analitica de um método desenvolvido pelo préprio laboratorio na avaliacdo de
robustez do meétodo. Por fim, aléem da parte experimental, também foi possivel aprender e
vivenciar a parte rotineira, treinamentos, capacitacdes e gestao de qualidade de um laboratorio.
Com isso, foi possivel adquirir uma rica experiéncia nas demais areas de atuagéo de um quimico

tecnoldgico.
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2. APRESENTACAO DO LOCAL DE ESTAGIO

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é um 6rgao do Poder
Executivo do Brasil e é de sua competéncia formular e implementar politicas atreladas ao
agronegécio. A mesma exerce suas atividades nos estados brasileiros através das
Superintendéncias Federais de Agricultura (SFAs). Os Laboratérios Federais de Defesa
Agropecuéria (LFDA) séo laboratdrios oficiais do MAPA e nestes, sdo desenvolvidas funcoes
de analises oficiais, a fim de atuar como referéncia nacional em assuntos laboratoriais, realizar
auditoria em laboratorios credenciados, realizar acGes de pesquisa, desenvolvimento e inovagao
em métodos analiticos, atuar como centro regional de difusdo de tecnologia e expertise, realizar
estudos e manter banco de material de referéncia.

Os LDFAs compdem uma rede de seis unidades espalhadas pelas regides do Brasil: na
regido Norte, em Belém/PA; na regido Nordeste, em Recife/PE; na regido Centro-oeste, em
Goiania/GO; naregido Sudeste, em Pedro Leopoldo/MG, com unidades de sessdes laboratoriais
avancadas (SLAV) em Belo Horizonte, Andradas e VVarginha; e em Campinas/SP, com unidade
avancada em Jundiai; na regido Sul, em Porto Alegre/RS, com unidade avancada em S&o
José/SC, sendo este Ultimo a unidade que o presente trabalho foi realizado.

A Secdo Laboratorial Avancada de Sdo José (SLAV-SC) conta com duas unidades
laboratoriais, o Laboratério de Identidade e Qualidade de Alimentos (IQA) e o Laboratério de
Residuos e Contaminantes em Alimentos (RCA), identificados internamente pelas siglas
IQA/SLAV/SC e RCA/SLAV/SC. Ambos os laboratorios sdo equipados com instrumentacédo
de ponta em quimica analitica, dispondo de acreditacdo do Instituto Nacional de Metrologia,
Qualidade e Tecnologia (INMETRO), baseada na ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017;
assegurando a confiabilidade dos resultados, rastreabilidade e imparcialidade.

O espaco fisico do prédio conta com uma area de recepcao e cadastro de amostras, salas
coletivas para cada colaborador realizar trabalhos administrativos, incluindo acesso ao sistema
LIMS (Laboratory Information Management System), salas Unicas de preparo de amostras,
balancas analiticas para pesagem de amostras, depdsito de seguranca para reagentes com
armario corta fogo, salas de analise laboratoriais e local especifico para lavagdo de vidrarias,
onde também consta os sistemas de purificacdo de agua (MilliQ) para abastecimento de agua
para o laboratdrio.
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3. ATIVIDADES REALIZADAS

O estagio curricular obrigatorio da disciplina QMC 5515 — Estagio Supervisionado,
para a conclusédo do curso de bacharel em quimica tecnoldgica da Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), possui uma carga horaria total de 450 horas. Para a conclusao total da carga
horéaria, o estagio supervisionado percorreu diversas semanas entre 0s meses de Junho a
Novembro com uma carga semanal de 30 horas e 6 horas diérias. A seguir, serdo descritas
brevemente as atividades realizadas durante esse periodo.

Convencionalmente, ao ingressar no local do estagio (SLAV-SC), os colaboradores
passam por um treinamento tedrico e pratico, seguindo o Manual da Qualidade do LFDA-RS,
conforme a ABNT NBR/IEC 17025:2017. Inicialmente, foi solicitado a realizacdo da leitura e
o treinamento tedrico de Procedimentos Operacionais Padrdo (POP’s) destinados ao uso
durante a rotina laboratorial e outros documentos representativos essenciais de funcionamento
da propria SLAV-SC, como a certificagdo de confidencialidade de informaces sigilosas e
garantias de qualidades de procedimentos analiticos. As principais abordagem desses
documentos sdo relativos a compreensdo de capacitagdo pessoal, controle de acesso ao
laboratério, formularios de controles de registros (rastreabilidade de procedimentos e
materiais), gestdo de trabalho de conformidade e ndo conformidade, rotinas de anélise
analiticas, medidas de seguranca fisicas e quimicas do local do trabalho e, ndo menos
importante, analises criticas de certificados de calibracdo de instrumentos calibrados.

A finalidade de introducédo ao laboratorio e ao treinamento tedrico desses procedimentos
essenciais, € a exclusividade de acesso individual ao laboratorio e a permissdo de todas as
futuras acOes realizadas no espago laboratorial. Entretanto, todas as atividades desenvolvidas
foram supervisionadas e orientadas por profissionais capacitados da equipe local. Inicialmente,
os treinamentos praticos, geralmente, comecam pelo acompanhamento da realizacdo de analises
analiticas de rotina por um analista capacitado, e depois seguem com a realizacdo do
procedimento experimental sob supervisdo do mesmo analista proficiente para a realizacao da
andlise especifica. Como estagiaria da SLAV-SC, para a execugdo de qualquer experimento, a
aprovacao de algum analista capacitado € imprescindivel.

O primeiro contato ao entrar no laboratério foi com a calibracdo de balancgas analiticas.
A verificacdo da calibragdo de instrumentos analiticos estd diretamente relacionada a entrega
de resultados exatos e precisos. Diariamente, é realizada a verificacdo de todas as balangas

analiticas e semi-analiticas calibradas presentes no laboratorio. A verificacdo é realizada
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conforme a norma ABNT NBR ISO/IEC 17025:2017 (I1SO, 2017), onde séo utilizados pesos
padrdo com massa de referéncia, respeitando os limites minimos e maximos que para cada um
dos pesos padrdo. De forma sucinta, a verificacdo de rotina para conformidade das balancas
analiticas é realizada a partir da obtencédo sequencial de pesagens (pelo menos trés pesagens)
de um peso padrdo com um valor denominado conhecido. O valor médio obtido entre as
medidas das avaliagbes experimentais ndo deve ultrapassar 0s erros estabelecidos em
conformidade ao valor de referéncia do peso padréo utilizado (os erros sdo dependentes do valor
de massa de referéncia utilizado e da sensibilidade da balanca verificada).

Em seguida, apds o treinamento de pesagem e de verificacdo de rotina das balancas
analiticas, foram realizados treinamentos para o uso de pipetas volumétricas, micropipetas de
uso manual, micropipeta eletrénica (tipo Eppendorf Research pro), e multidispensador
eletronico (tipo HandyStep). Assim como todos os instrumentos de medicdo do laboratorio, as
micropipetas e pipetas volumétricas, dispensadores manuais e eletrdnicos e buretas
automaticas, recebem uma calibracdo anual. A calibracdo dos equipamentos de medicdo é
realizada por empresas credenciadas pelo INMETRO, e no retorno de todos o0s equipamentos
calibrados para o laboratério, é realizada uma nova verificacao interna. Essa verificacdo interna
¢ desempenhada por técnicos capacitados que garantem que tais instrumentos estejam
devidamente calibrados ap6s a calibragdo externa e suas funcionalidades de medicdo estejam
em sua plena conformidade, durante e depois do transporte a sede da SLAV/SC apds a
calibracdo dos equipamentos. Para a realizacdo dessa verificacdo de calibracdo, inimeras
aliquotas de 4gua (minimo dez aliquotas) para uma Unica determinacéo de volume séo efeturada
por cada instrumento, em uma balanca analitica calibrada. Levando em conta que a massa da
agua (a pressdo de 1 atm) em temperatura ambiente (~21 °C) é aproximadamente 0,99802, é
possivel com auxilio de uma balanca analitica calibrada, determinar a quantidade exata em
volumes de uma aliquota efetuada utilizando um instrumento de dispensacdo de liquidos. Os
valores das médias de massa obtidos ap6s a pesagem da agua, para cada volume experimental
dispensado, é realizada a comparacdo com o valor nominal tedrico de referéncia. Assim como
no procedimento de verificacdo de balangas analiticas, o valor médio obtido entre as medidas
das avaliacGes experimentais ndo deve ultrapassar os erros estabelecidos em conformidade ao
valor de referéncia do peso padrao utilizado (os erros sdo dependentes do volume de referéncia
utilizado, da sensibilidade da balanga verificada e da sensibilidade de cada micropipeta, sendo

ela manual ou eletrénica).
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Diariamente, é feito o acompanhamento de analises de rotina. Para essas analises, cada
amostra recebida, assim como cada reagente e padrdo que consta no laboratério, sdo
identificadas e armazenadas em condicGes especificas para cada material, em termos de tempo
e temperatura ideal de armazenamento. A realizacdo do acompanhamento e de vivéncia pratica
experienciada das diversas analises que sdo realizadas rotineiramente na SLAV/SC foram:
Anélise para determinacdo de bases volateis totais (BVT) e determinacéo de pH em pescado,
avaliacdo de dripping test (teste de gotejamento) em aves, avaliacdo de desglaciamento em
produtos carneos e pescado, determinacdo de conservantes em produtos carneos e lacteos, e
histamina em pescado, e ndo menos importante, a avaliagdo como forma de monitoramento de
biotoxinas marinhas em moluscos bivalves.

A determinacdo de bases volateis totais (BVT), realizada em pescados, é feita por
acidimetria. Todas as analises sdo feitas em duplicatas, pesando-se 10 g de amostra, que
passaram previamente pelo processo de preparo de amostra e homogeneizacdo. As bases
volateis sdo extraidas da amostra utilizando uma solugdo de HCIO4, subsequente de uma
neutralizacdo com NaOH.Em seguida, o extrato é submetido a destilacdo por arraste de vapor,
recebendo os componentes béasicos volateis em acido receptor, passando entdo por uma
titulagdo potenciométrica com HCI 0,1 mol L™ neutralizando as bases volateis. Através de um
pHmetro, é possivel determinar o pH por potenciometria, que possibilita obter uma resposta de
volume por titulacdo, que é convertida em mg de nitrogénio de BVT por 100 g de amostra.

A anélise de pH é realizada em simultaneamente com a analise de BVT gerando um
laudo mais completo com informacGes sobre uma possivel adulteracdo. Quando o pH do
pescado estiver muito basico, a ndo conformidade do pescado é certificada, pois uma nédo
adequacdo de estocagem da matéria-prima em condic¢des inapropriadas para a sua estabilidade
bem como, um longo periodo de tempo nessas condi¢Ges de armazenamento pode ocasionar a
degradacdo dos aminoacidos presentes na proteina animal, provocando a formacao de bases
volateis como a trimetilamina e a aménia.

O dripping test € um procedimento para a execucdo de ensaio de determinagao
gravimétrica do teor liquido perdido por degelo em aves congeladas. A carne de aves in natura
€ muito propicia a contaminacdo microbiologica e por isso é importante um resfriamento
adequado. A etapa de resfriamento ocorre por imersdo em tanques de agua gelada e nesse
processo ocorre a hidratacdo das proteinas, incorporacao da agua ao tecido muscular. Se a agua
excedente ndo for removida antes da etapa de congelamento, esta agua excedente podera
congelar junto ao produto aumentando o seu peso liquido e prejudicando economicamente o

consumidor. Para esse método sdo utilizadas 6 carcacas ainda congeladas, fazendo-se a imerséo
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simultdnea em um banho de 4gua com temperatura e agitacdo controlada, permanecendo nesse
banho por um tempo pré-determinado conforme seu peso inicial. Apds o tempo de imerséo, as
amostras de frango sdo removidas do banho, enxugadas e avaliado em uma balanca semi-
analitica o peso final das carcacas. O resultado final do ensaio € a média aritmética do percentual
de liquido perdido das 6 carcacas.

O ensaio de desglaciamento, realizado em 6 replicatas, € a determinacéo do percentual
de glaciamento por gravimetria em pescado congelado glaciado. Esta avaliacdo, é realizada
determinando o peso do produto glaciado, do produto desglaciado e obtendo o percentual de
glaciamento em pescado. Essa andlise tem por objetivo inibir fraudes econdmicas na venda
desses produtos, pois 0 gelo utilizado na conservagao do peixe deve ser descontado do peso
liquido cobrado do consumidor.

A determinacdo de conservantes realizadas em produtos carneos, lacteos e histaminas
em pescado, é executado através de um método Unico e de multideterminacdo que utiliza
cromatografia liquida acoplado a espectrometria de massa em tandem (LC-MS/MS) como
técnica de separacdo e deteccdo de moléculas de interesse. Inicialmente, as amostras sdo
submetidas a uma extracdo-sélido em baixa temperatura onde ocorre a particdao dos analitos de
interesse, utilizando solventes organicos acidificados com &cido acético. A separacdo dos
analitos € desempenhada por cromatografia liquida (LC) em gradiente de elui¢do, composta por
uma fase estacionéaria de di-isopropil-3-cianopropil selano ligado a silica hidroxilada e sua
respectiva deteccdo e quantificacdo é determinada por espectrometria de massa em tandem
(MS/MS).

A andlise de biotoxinas marinhas em moluscos bivalves, inicialmente, é realizada
através de uma triagem utilizando extracdo sélido-liquido a baixa temperatura com solucao
metanolica 90% acidificada com &cido acético, para a extracao das toxinas marinhas dos grupos
do &cido domoico, acido okadaico, saxitoxinas, azaspiracidos e yessotoxinas. Em sequéncia €
realizado um segundo protocolo para a determinacgdo das toxinas referentes ao acido okadaico,
onde os extratos metanolicos sdo submetidos a hidrdélise alcalina para que todos esteres acilados
sejam convertidos as toxinas precursoras. Ao final, esses extratos sdo filtrados e separados em
cromatografia liquida, utilizando cianopropil como fase estacionaria e determinados por
MS/MS. Para a analise quantitativa, o procedimento de extracdo é repetido usando métodos
especificos para cada um dos grupos de toxinas.

Dentre todas as atividades acompanhadas durante o periodo de estagio supervisionado
realizado na SLAV-SC, também foi possivel acompanhar o processo para a validagdo de um

método analitico aplicado a deteccdo de pesticidas e medicamentos veterinarios por LC-
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MS/MS. O processo de validagdo € utilizado nas etapas preliminares do desenvolvimento de
uma metodologia, para que este atenda as exigéncias das aplica¢fes analiticas, assegurando a
confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados. Dentre os diversos tipos de parametros de
aplicacdo e avaliacdo em uma validacdo analitica, principalmente aquelas obrigatoriamente
exigida por guias nacionais e internacionais reconhecidos (EURACHEM, I1SO, INEMTRO,
MAPA), um dos parametros realizados durante os testes de validacdo é a avaliacdo da robustez,
que a maioria das vezes é obtida através do método de Youden por meio de um delineamento
que envolve pelo menos 7 parametros analiticos combinados em oito experimentos. Assim, uma
breve introducdo sobre o método de Youden, os objetivos, a metodologia e os principais
resultados relacionados com esta atividade estdo descritos a seguir.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Ao longo do tempo, com as inUmeras mudangas, tem-se percebido a necessidade de
atender as novas demandas do homem. Para isso, a incorpora¢do de novas descobertas
tecnoldgicas e organizacionais vem contribuindo para a efetivacdo dessas mudancas.

Uma das atividades mais antigas, a agricultura, por séculos constitui o meio de vida de
muitas familias e com isso, estas passaram a ser incentivadas a ter uma producdo mais voltada
para um meio comercial, visando o aumento da produtividade agricola para atender as essas
novas demandas. Para isso, 0 uso de agrotdxicos na agricultura tem se tornado uma prética
constante e crescente com o passar dos anos, efetivando o aumento da produtividade agricola.
1,2

A atual intensificacdo do uso das terras para fins agricolas tem despertado uma
preocupacio global.® Diversos estudos tém apontado a ocorréncia de residuos de pesticidas em
produtos alimenticios e no meio ambiente, em especial na dgua, tornando-se necessaria a
intensificacdo de estudos e pesquisas que promovam um monitoramento ambiental eficiente.
Para isso, é imprescindivel o desenvolvimento de métodos analiticos exatos e precisos que
permitam identificar um grande nimero de compostos e que assim, contribuam para a avalia¢éo
de riscos ambientais, essenciais para a elaboracdo de estratégias que visem a reducdo destes
riscos.*

O desenvolvimento de um método analitico, assim como a adaptacdo ou a
implementacdo de um método ja conhecido, passa por um processo de avaliacdo que preze sua
eficiéncia na rotina de laboratdrio. Para isso, novos métodos ou métodos modificados precisam
ser avaliados quanto a parametros que garantam a confiabilidade dos resultados. Esse processo
costuma ser denominado de validacdo.® Orgdos reguladores do Brasil, empresas e artigos
cientificos exigem cada vez mais a validacdo de metodologias analiticas e para isso, 0s mesmos
tém estabelecido documentos oficiais com diretrizes a serem adotadas no processo de
validac&o.°

No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de laboratérios
de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial). Estes orgdos disponibilizam
guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos, respectivamente, a Resolucao
ANVISA RE no 899, de 29/05/2003" e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de
margo/2003.8 Segundo a ANVISA,” “A validagio deve garantir, através de estudos

experimentais, que o metodo atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
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confiabilidade dos resultados”. Nesse processo, ¢ possivel identificar duas etapas de validagao

de método, segundo Perez:

A validagdo no laboratorio, que consiste em etapas de validacdo dentro de um Unico
laboratério, seja para validar um método novo ou para verificar um método existente.
A validacdo no laboratério € utilizada nas etapas preliminares do desenvolvimento de
uma metodologia e na publicacdo de artigos para revistas cientificas, em que séo
avaliadas todas as etapas de validacdo, sem verificar a reprodutibilidade. A validacao
completa envolve todas as caracteristicas de desempenho e um estudo interlaboratorial
que é utilizado para verificar como a metodologia se comporta com uma determinada
matriz em varios laboratérios, estabelecendo a reprodutibilidade da metodologia e a
incerteza expandida associada a metodologia como um todo. S6 assim a metodologia
pode ser aceita como uma metodologia oficial para uma determinada aplicacéo.

Os parametros de validacdo para uma metodologia analitica sdo a seletividade/
especificidade, linearidade/ faixa de trabalho, precisdo, exatidao, limite de detec¢éo, limite de
quantificacdo e robustez.® Dentre esses pardmetros, a robustez tem despertado interesse. A
robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este apresenta quando sujeito a
pequenas variagfes. Um método € considerado robusto quando este permanece praticamente
insensivel quando aplicada pequenas variagdes que possam ocorrer na utilizacio do método.°
Para uma avaliacdo que gere resultados confiaveis ao método e seu uso em laboratdrios, é
necessario que um ndmero consideravel de variaveis sejam analisados.!! Essa analise
geralmente ocorre recorrendo-se ao teste de Youden, pois além de avaliar a robustez do método,
esse teste também aponta a influéncia de cada varidvel avaliada no resultado final.

O procedimento de Youden e Steiner consiste em uma avaliagdo de até 7 parametros
variaveis com a analise de 8 amostras. O método é um planejamento fatorial fracionario e ndo
permite a detec¢do de interacdes entre os diversos fatores. Por convencdo, letras maidsculas séo
representacdes do valor nominal e letras minudsculas, a variacdo para cada fator e oito amostras

sdo projetadas seguindo o exemplo mostrado na Tabela 12,
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Tabela 1. Matriz de fatores e combinacéo de niveis e suas respectivas respostas para o teste de

Youden

Valores das Analises
variaveis 1 2 3 4 5 6 7 8
A a A A A A a a a a
B, b B B b b B B b b
Cc C Cc C c C c C c
D,d D D d d d d D D
E, e E E e e E e E
F,f F f f F F f f F
G, g G g g G g G G g
Resultados S t u % w X y z

Com base nos resultados da analise de amostras, cada efeito variavel pode ser
determinado calculando a média das quatro analises contendo a variavel em seu maior valor
(letra mailscula) e aqueles que o apresentam em seu menor valor (letra minascula). Assim, o

efeito da mudanca do Fator "A" para "a" ¢ medida através da diferenca utilizando a equacdo 1:

P s+t+u+tv wW+x+y+z .
- = - - Equacéo 1
P 4 4

em que P/p se referem ao efeito de cada um dos sete parametros.*®

Para saber se o efeito é significativo, é necessario comparar o valor do efeito com o
valor de efeito considerado critico (Ecritico), que sera considerado o desvio padrdo da precisdo
intermediaria multiplicado por 3 (nivel de 99% de confianga); caso o valor do efeito for maior
que Ecritico, o efeito é significativo. Se o efeito for significativo, nessa faixa de variacdo do
fator em questdo o método ndo é robusto e é necessario controlar a variacdo adequadamente
para esse fator. Em alguns casos, é necessario determinar qual é a variacdo méaxima no fator

gue ndo seja significativo e deve ser efetuada experimentalmente.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Determinar a robustez através do Método de Youden para a validacdo de um método
analitico aplicado & deteccdo de pesticidas e medicamentos veterinarios, analisando sete
parametros analiticos combinados em oito experimentos, a fim de estabelecer o efeito de cada

parametro nos resultados finais das analises.

5.2 Objetivos especificos

e Determinar a robustez do método introduzindo pequenas variacdes nos valores
nominais dos parametros.

e Avaliar as areas dos picos cromatogréaficos, a resolucdo dos picos e o fator de retencéo
dos compostos.

e Analisar a influéncia de cada uma das variacGes nos resultados finais.
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6. METODOLOGIA

6.1 Reagentes, padrdes e solucdes

Para a realizacdo do experimento, todos os reagentes utilizados foram de grau
cromatografico. Acetonitrila (ACN) foi fornecida por JT Baker Chemical Co. (Phillipsburg,
EUA). Cloreto de sodio (NaCl) foi adquirido da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). O acido
acetico (AA) e o acido férmico (FA) foram fornecidos pela Tedia Co. (Fairfield, EUA). o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) foram adquiridos da Sigma Aldrich Co. (St Louis, EUA).
Agua ultrapura (tipo I) (resistividade minima 18,2 MQ cm) foi obtida de um sistema de
purificacdo Millipore Milli-Q® (Molsheim, Franca).

Todos os padrdes analiticos eram da mais alta pureza disponivel (> 95% de pureza) e
foram fornecidos pela Dr. Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemanha) ou Sigma-Aldrich (St.
Louis, EUA). A solucdo extratora de acetonitrila:agua foi preparada 50:50 v/v e 60:40 v/v.

Para a validacdo analitica e a aplicabilidade do método, foi utilizada amostra de racédo
(amostra branca), obtida em um moinho local e submetida a analises para confirmar a auséncia
de interferentes.

Amostras de racdo (2,0 = 0,1 g) foram pesadas em tubos de centrifuga de polipropileno
de 50 mL e entdo, adicionou-se a solucdo de EDTA e 0 mix de fortificacdo de padrées internos,
contendo os pesticidas a serem analisados (concentracBes conhecidas pelos analistas que
prepararam as amostras). Em seguida as amostras foram agitadas em vortex (5 segundos).

Preparadas e fortificadas as amostras, seguiu-se 0 experimento conforme tabela abaixo,
elaborada através do método de Youden. Foram escolhidos 7 fatores que poderdo ocorrer
normalmente na rotina ou que sejam de interesse do laboratério, foram eles: concentracdo de
acetonitrila na solucdo de extracdo, adicdo de NaCl nos tubos coletores do extrato (efeito
salting-out), temperatura da coluna, tempo de freezer, fornecedor da terra diatomécea,
fornecedor da acetonitrila e aditivo da solucéo extratora. Escolhidos os parametros que seréo

variados, montou-se o planejamento do experimento conforme a tabela 2.
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Tabela 2. Montagem do experimento fatorial

Parametro Combinacao fatorial

1 2 3 4 5 6 7 8
Concentracéo de acetonitrila na solugcao de extragao A A A A a a a a
Adic&o de NaCl nos tubos coletores do extrato (efeito B B b b B B b b
salting-out)
Temperatura da coluna C ¢c C ¢ €C ¢ C c
Tempo de freezer D D d d d d D D
Fornecedor da terra diatomacea E e E e e E e E
Fornecedor da acetonitrila F f f F F f f F
Aditivo da solucéo extratora G g g G g G G g
Resultado s t u v w x y z

6.2 Extracgéo por liquido pressurizado (EDGE)

Ao tubo coletor contendo a amostra ja fortificada, adicionou-se aproximadamente 2,59
da terra diatoméacea. O conteido do tubo foi misturado vigorosamente usando o vortex até que
a dispersdo da amostra na matriz solida fosse observada. A mistura foi entdo cuidadosamente
transferida para uma capsula de extracdo (Q-cup) especificos do equipamento EDGE (CEM
Corporation, Matthews, EUA) contendo em seu interior trés tipos filtros de filtragem liquida
(Q-Disc), onde dois discos de filtros sdo constituidos de celulose de com didmetro de
porosidade 40 um (C9) e um de fibra de vidro com 0,3 um (G1) colocadas na sequéncia C9 +
G1 + C9, para a subsequente extracao.

A extragdo ocorreu no equipamento EDGE com a solucdo onde variou-se a
concentracédo de acetonitrila e o aditivo da solucdo extratora. O extrato obtido foi centrifugado
a 4200 rpm por 10 min a 4°C (modelo 40R, Thermo Scientific, Alemanha), os extratos
resultantes como sobrenadante foram recolhidos; a eles adicionou-se o NaCl e transferidos para
tubos de centrifuga de 15 mL e mantidos em freezer (-20 °C) por 30 e 60 minutos. Para analise,
uma aliquota do sobrenadante foi transferida para um vial de HPLC com insert para 200 pL e
posteriormente analisado por LC-MS/MS.

As analises de LC-MS/MS foram realizadas usando os cromatdgrafos 1290 Infinity
(Agilent Technologies, Waldbronn, Alemanha) e ExionLC (AB Sciex LLC, Framingham,
EUA) acoplados aos espectrémetros de massa hibrido triplo quadrupolo-linear ion trap QTRAP
5500 (AB Sciex LLC, Framingham, EUA), com fonte de ionizagdo eletrospray usada nas
polaridades positiva e negativa (ESI) e modo de monitoramento de reacgdo selecionado (SRM)
e a temperatura da coluna ajustada para m 35°C e m 40°C. Os softwares Analyst 1.6.2 e
MultQuant (Sciex, Foster City, CA) foram utilizados para aquisi¢éo e processamento dos dados.
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6.3 Residuos e seguranga no laboratorio

Em todos as etapas, desde a pesagem e manuseamento de solucdes e amostras, 0 uso de
luvas e EPI’s é obrigatorio, evitando o risco de contaminantes e residuos e riscos de acidentes
em laboratdrios. Durante a limpeza dos tubos Q-Cups foi necessario que todos os residuos
solidos sejam descartados em um recipiente especifico antes de ser direcionados a lavagem de
vidrarias, evitando assim o entupimento nas tubulac6es das pias e a contaminacao laboratorial.
O descarte do extrato no fim da analise foi colocado em recipientes especificos devidamente

etiquetados. Ao manusear solventes organicos, utilizou-se um sistema de exaustédo adequado.
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7. DISCUSSAO DOS RESULTADOS OBTIDOS NO ESTAGIO

A definicao do termo robustez e o procedimento a ser empregado ndo sdo harmonizados
entre os guias de validacdo de métodos e nem sempre é mandatoria a sua avaliacdo. Segundo o
Guia do MAPA, "o estudo da robustez de um procedimento analitico procura avaliar o quéo
sensivel o resultado analitico é as variacBes nas condicOes experimentais do procedimento
analitico."*® A robustez é a susceptibilidade de um método de ensaio as alteragdes das condigdes
experimentais, as quais podem ser expressas como tipos de amostras, analitos, condicdes de
armazenamento, condi¢Ges ambientais ou de preparo de amostra em que o método pode ser

aplicado tal como apresentado ou com pequenas alteragdes especificas.

O Guia de Validacdo do MAPA recomenda que o teste de robustez seja realizado
utilizando a abordagem cléssica, variando um fator de cada vez, ou utilizando a abordagem do
planejamento fatorial completo ou fracionario. Contudo, o Guia ndo propde quais parametros
podem ou devem ser avaliados nos testes de robustez de métodos analiticos e nenhuma mencéo
é dada referente a testes estatisticos para avaliar os resultados. J& outros guias recomendam o

Teste de Youden para determinar a robustez do método.

No estudo de validacdo em que participamos, a avaliacdo da robustez foi realizada para
13 farmacos (um representante para cada classe de antimicrobiano ou antiparasitario e trés
representantes para a classe farmacoldgica dos coccidiostaticos, conforme Tabela 3) e foi
escolhido o teste de Youden, visto que neste experimento € possivel examinar,
simultaneamente, os efeitos de alteracGes em sete diferentes fatores do método. Na Tabela 4
sdo mostrados os fatores e as variaveis selecionadas para cada ativo, os quais foram variados
levemente em dois niveis (tratamentos) e os resultados (significancia dos efeitos) apos

tratamento estatistico. Foram elencados fatores que poderiam causar alteragdes no resultado.

Tabela 3. Analitos escolhidos para avaliacdo da robustez.

Analito Classe quimica Classe farmacologica
Abamectina Avermectinas Antiparasitarios
Clortetraciclina Tetraciclinas Antimicrobianos
Decoquinato NA Coccidiostaticos

Etopabato NA Coccidiostaticos
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Fenbendazol
Fipronil
Florfenicol
Nicarbazina
Nitrofurantoina
Sarafloxacino
Sulfametoxazol
Tiamulina

Tilosina

Benzimidazdis
Fenilpirazois
Anfenicois

NA
Nitrofuranos
Fluorquinolonas
Sulfonamidas
Pleuromutilinas

Macrolideos

Antiparasitarios
Pesticidas
Antimicrobianos
Coccidiostaticos
Antimicrobianos
Antimicrobianos
Antimicrobianos
Antimicrobianos

Antimicrobianos

Tabela 4. Fatores e varidveis selecionadas para avalia¢do da robustez.

Fator Parametro Nominal Variacao

Ala Concentracdo de acetonitrila na solucdo de 60% 50%
extracao

B/b Adicdo de NaCl nos tubos coletores do nédo sim
extrato (efeito salting-out)

Clc Temperatura da coluna 40°C 35°C

D/d Tempo de freezer 30 min 60 min

Ele Fornecedor da terra diatomacea Marca 1 Marca 2

F/f Fornecedor de metanol Marca 1 Marca 2

Glg Aditivo de solugdo extratora acido acético acido

formico

A significancia dos efeitos foi interpretada graficamente, sendo que foi estabelecido um

limite de 25% de desvio da resposta normal (condig¢des centrais) para mais ou para menos como

critério de robustez. A analise dos resultados foi realizada mediante a construcao do grafico de
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Pareto (Figuras 1 a 13), no qual os efeitos padronizados sdo calculados mediante o quociente
do efeito de cada fator e o erro associado. O resultado obtido para os diferentes farmacos
avaliados revela a importancia deste parametro de validacdo, pois apesar do método ser

devidamente desenvolvido e validado, nem sempre ele pode ser considerado robusto.

Nos resultados abaixo, percebe-se que algumas modificagdes no método tém grande
impacto na resposta. Os perfis sdo bastante parecidos em todos os analitos avaliados, exceto
para clortetraciclina. O exemplo da abamectina representa o cenario de todos os demais analitos
estudados usando a abordagem de Youden, ao passo que a clortetraciclina apresenta respostas

bem distintas.

As linhas em vermelho representam os limites de aceitacdo dos desvios causados pelas
modificacdes em relacdo ao coeficiente de variacdo médio (CV) determinado para o ensaio em
condi¢des normais, obtidos no estudo de repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial,
que é de 25%. Quando um efeito causar um desvio maior do £25%, considera-se que 0 ensaio

ndo € robusto para aquela alteragdo.

Entretanto, efeitos positivos — que causam ganho de sinal — podem ser vantajosos se

estudados e otimizados em futuros experimentos de validacéo.

Desvio da Abamectina
resposta
Ala B/b C/c D/d E/e F/f G/g
100.00 77.42

54.93
50.00 44 32
— --.
0.00 |

-50.00

-100.00
-150.00

500.00 -178.62

Figura 1. Gréafico de pareto para abamectina.



Desvio da Clortetraciclina
resposta
Afa B/b C/fc D/d E/e F/f Gfg
40.00
29.56
50.00 - 1688 T
0.48 . 0.65
0.00 _—— — e
-3.24 -
-10.54
-20.00
-40.00
-60.00
-69.82
-80.00
Figura 2. Gréfico de pareto para clortetraciclina.
Desvio da Decoquinato
resposta
A/a B/b C/c D/d E/e F/f G/g
100,00
62,74
47,73
50,00 38,73
4,24
I

0,00 ||
- -6,68

-17,94
-50,00

-100,00

-121,95
-150,00

Figura 3. Gréfico de pareto para decoguinato.
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Desvio da
resposta

A/a
100,00

50,00

Nicarbazina
B/b C/c D/d E/e F/f
3735 44,85

0,48
0,00

14,00 I
I
B
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G/g

61,67

-50,00

-100,00

-150,00

-200,00

Figura 4. Gréfico de pareto para nicarbazina.

Desvio da
resposta

A/a
150,00

100,00

50,00

-21,69
-154,58
Etopabato
B/b C/c D/d E/e F/f
85,72
72,11

0,00

G/g

-50,00
-68,12

-100,00

-150,00

-200,00

-250,00

-210,45

Figura 5. Gréfico de pareto para etopabato.



Desvio da
resposta

A/a
80,00
60,00

40,00

Fipronil
B/b c/e D/d E/e F/f G/g

54,11
46,56

34,66

20,00

N

-20,00

9,52

-2,62

-40,00

-60,00

-80,00

-100,00

-120,00

-97,14

Figura 6. Gréafico de pareto para fipronil.

Desvio da
resposta
A/a
100,00

50,00

Fenbendazol

B/b C/c D/d E/e F/f G/g

C

-50,00 -30,10

-100,00

-150,00

-200,00

-149,40

Figura 7. Gréfico de pareto para fenbendazol.
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Desvio da
resposta

200,00

100,00

0,00

-100,00

-200,00

-300,00

-400,00

Desvio da
resposta

200,00
150,00
100,00

50,00

A/a

A/a

Florfenicol
B/b C/c D/d E/e F/f G/g
164,36
96,32
35,65
------- | e
-108,58
-326,12
Figura 8. Grafico de pareto para florfenicol.
Nitrofurantoina
B/b C/c D/d E/e F/f G/g
130,91
65,68
l 1076 B8N . 21,90
— [

0,00
-50,00
-100,00
-150,00
-200,00
-250,00
-300,00

-350,00

-306,31

Figura 9. Grafico de pareto para nitrofurantoina.
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Desvio da
resposta

150,00

100,00

50,00

0,00

-50,00

-100,00

-150,00

-200,00

Desvio da
resposta

100,00

50,00

0,00

-50,00

-100,00

-150,00

Sarafloxacino
A/a B/b C/c D/d E/e F/f G/g
90,57
43,44
1,49 l
]
8,52 -0:43
-93,77
-167,61
Figura 10. Gréfico de pareto para sarafloxacino.
Sulfametoxazol
Ala B/b C/c o/d E/e F/f G/z
84,75
73,97
43,26
] -3,93
15,32
-58,77
-185,56

-200,00

Figura 11. Gréfico de pareto para sulfametoxazol.
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Desvio da
resposta

150,00
100,00
50,00
0,00
-50,00
-100,00
-150,00
-200,00
-250,00
-300,00
-350,00

-400,00
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G/e

Tiamulina
Afa B/b /e D/d Efe F/f
105,15
74,69
o W ..
- —_—
-86,21 -71,60
-335,42

Figura 12. Gréfico de pareto para tiamulina.

Desvio da
resposta

100,00

50,00

0,00

-50,00

-100,00

-150,00

-200,00

Figura 13. Gréfico de pareto para o analito tilosina.

Tilosina
Afla B/b C/c Dyd Ele F/f Gz
84,75
73,97
43,26
] -3,93
-15,32°
-58,77
-185,56
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O teste de robustez de Youden demonstrou que o metodo foi robusto diante: fornecedor
da terra diatomécea e fornecedor de metanol. Para os parametros: concentragdo de acetonitrila
na solucdo de extracdo e aditivo de solucdo extratora, as respostas foram bastante variaveis.
Para alguns analitos, essas variacdes ndo se demonstraram significativas, ja para outros, ouve
uma variagdo significativa, extrapolando o limite de desvio. Por outro lado, tornou-se possivel
observar que o0 método ndo é robusto diante a variacdo nos parametros de: adi¢do de NaCl nos
tubos coletores do extrato (efeito salting-out), temperatura da coluna e tempo de freezer,
pequenas varagdes nesses parametros foram suficientes para alterar consideravelmente o efeito
de cada fator, portanto, torna-se evidente que estas variaveis devem ser rigorosamente

controladas de modo a manter a validagdo dos parametros analiticos avaliados.

A adicdo de NaCl nos extratos resultantes como sobrenadante ap6s a extracéo, causa o
efeito salting out. Este permite a reducdo da miscibilidade de compostos organicos em agua
devido ao aumento da forca idnica do meio aquoso, aumentando a diferenga da polaridade. Sais
como o sulfato de magnésio e cloreto de sodio sdo eficazes na separacdo de acetonitrila da

agua.'®

Esses sais sdo usados na pratica de extracdo de cafeina, apds varias etapas adiciona-se
0 MgSO4 comumente chamado como sal secante. A solubilidade dos sais diminui ao descer

pelo grupo 2 da tabela periddica.

Be > Mg >>Ca > Sr > Ba

BeSO4 e MgS0O4 séo soluveis, mas CaSO4 é pouco sollvel, enquanto que 0s outros
praticamente insollveis.

As solubilidades muito maiores de BeSOs e MgSO4 séo decorrentes das elevadas
entalpias de solvatacio dos ions Be?* e Mg?*. A energia de hidrata¢io também diminui @ medida
de os ions se tornam maiores.

Entretanto, esses ganhos de sinal podem ser vantajosos e mais estudos podem ser
realizados em futuros experimentos de validagéo.

Por conter substancias ionizaveis em meio as solugdes, variacdes na temperatura da
coluna tambem acabam afetando a robustez do método, gerando grandes variagcdes quando

aumentada o diminuida a temperatura da mesma.**
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8. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

A determinacao da robustez para a validacdo de um método analitico seguindo o método
de Youden se mostrou satisfatorio, uma vez que se adquiriu os resultados desejados. Os
resultados mostram que os parametros que exigem mais atencdo séo a digédo de NaCl nos tubos
coletores do extrato (efeito salting-out), a temperatura da coluna e o tempo de freezer, ja que
estes foram o0s responsaveis por propiciar diferencas significativas em maior nimero de
compostos. O estudo apontou que apesar do método ser devidamente desenvolvido e validado,
nem sempre ele pode ser considerado robusto, o que ressalta a importancia deste parametro de
validacao.

Os efeitos positivos obtidos nos estudos graficos podem ser vantajosos se estudados e
otimizados em futuros experimentos de validacdo, exemplo disso € a adicao de NaCl nos tubos
coletores dos extratos, que ao analisar as areas dos picos adquiridos no LC-MS/MS, despertou
o interesse dos analistas para futuros testes na validacdo do método.

Por fim, o estagio proporcionou o primeiro contato com a quimica fora do ambiente
académico, proporcionando uma experiéncia de grande valor para a conclusdo do curso de
Quimica Tecnoldgica, pois além de ter a oportunidade de pdr em pratica os conhecimentos
adquiridos durante a formacao académica, foi possivel vivenciar a rotina de um laboratério que
segue normas internacionais de gestdo de qualidade, como a ABNT NBR ISO/IEC 17025,
fundamental para garantir a confiabilidade dos resultados.
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9. CONTRIBUICAO DO ESTAGIO A FORMACAO PROFISSIONAL

Durante o processo de realizacdo do estagio obrigatorio supervisionado foi possivel aplicar em
sua grandeza o conhecimento teorico e pratico obtido durante o Curso de Graduacdo em
Quimica Tecnoldgica, exercendo uma oportunidade Unica de crescimento e complementagdo a
formagédo académica e profissional. Nesse processo, percebeu-se a importancia de aplicar
corretamente as metodologias desenvolvidas e o rigor técnico das analises, com o intuito de
garantir a identidade, qualidade e seguranca dos alimentos para os consumidores, bem como, a
confiabilidade dos resultados emitidos nas analises da Secdo Laboratorial Avangado de Santa
Catarina (SLAV-SC).
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ANEXO 1

MINIS TERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO

SECRETARLA EXECUTIVA
DEPARTAMENTO DE ADMINISTRACAD
COORDEMACAD GERAL DE GESTAOQ DE PESSOAS
COORDEMACAD DE PLAMEJAMENTO E DESENVOLVIMENTO FUMCIOMAL
DIVISAO DE PLAMEJAMENTO DA FORCA DE TRABALHO
SERVICO DE ESTAGIO DE ESTUDANTES

DE CLARAGAO

Declaramos, para fins de comprovacao, que DAIAME HACHEMHAARortadora da
Cédula de |dentidade RG n® IS SP/SCe doCPF n® I:t- v regularments
cadastrada no Centro de Integracao Empresa Escola = CIEE, no curso de Quimica na UNIVERSIDADE
FEDERAL DE SANTA CATARIMA - UFSC, o que possibilitou sua inclusio em vaga de estagic
obrigatdrio de nivel superior nesta Reparticdo Pablica Federal, permanecendo de 26 de julho de 2022
até 22 de novembro de 2022, totalizando 492 (quatrocentos e noventa e duas) horas.

O Convénio MAPA/CIEE disponibilizou ao estudante uma carga horario de 30 (trinta)
haras semanais, de segunda a sexta-feira, sem o pagamento de bolsa e sem transporte, com base na
Orientagdo Mormativa 213/201%.

0 estudante cumpriu seu estagio regularmente neste Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento - MAPA,

Por ser verdade, firmo o presente,

KAILAME RAMOS DOS SANTOS
Chefe de Servigo

I Documento assinad o eletronicamente por KAILANE RAMOS DOS SANTOS, Chefe de Servigo, em
SE'- 23/11/2022, &5 12:43, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art, 6°51°, do

assinatues
eletronica

[Referéncia: Processo rf 21000.015652/2020-71 ISEL r? 11120312
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