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Resumo

A norma NBR ISO/IEC 17025:2005 especifica os requisitos gerenciais e técnicos para a
implementacio do sistema de gestdo da qualidade em laboratérios de ensaio e calibragio
e tem como um dos requisitos a garantia da qualidade dos resultados. Materiais de
referéncia (MR) e materiais de referéncia certificados (IMRC) sdo recomendados para
essa finalidade. A utilizagio de MR e MRC vem aumentando nos laboratérios para o
controle de qualidade, calibragdo de equipamentos e desenvolvimento de metodologias,
atividades que demandam medidas confidveis e rastredveis. A produgio desses materiais
na édrea de residuos de medicamentos veterindrios é muito inferior 4 demanda. No Brasil
ainda ndo ha produtores de MR de residuos de medicamentos veterindrios em
alimentos, dificultando o acesso a esses produtos e aumentando o custo para os
laboratérios nacionais. O objetivo desse trabalho foi produzir um MR do antibiético
oxitetraciclina na matriz leite, usando um leite naturalmente contaminado e utilizando
como técnica de preservagio a liofilizagdo. A determinagio da concentragio foi realizada
pela técnica de cromatografia a liquido acoplada a espectrometria de massas sequencial
(CLAE-EM/EM). Os lotes de MR 1 e 2 produzidos apresentaram-se suficientemente
homogéneos, com concentragido média de 177.3 e 165.1 pg/L, respectivamente. Os lotes
foram considerados suficientemente estdveis durante seis meses armazenados a (-20 *
1°C) e (6  1°C) e durante sete dias a (6 = 1°C) e (40 + 1°C). Conclui-se que a técnica
de liofilizagdo se mostrou adequada como processo de secagem para producio de MR
contendo oxitetraciclina em matriz leite. A produgio deste MR de oxitetraciclina em
leite no Brasil permitirdi a melhoria da qualidade das andlises dos laboratérios de
alimentos e consequentemente no suporte as acdes de controle e fiscalizagdo sanitdria,

além da possibilidade da elaboragio de um ensaio de proficiéncia.

Palavras-chave: Material de referéncia. Oxitetraciclina. Leite.
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Abstract

The NBR ISO/IEC 17025:2005 standard describes the managerial and technical
prerequisites for implementing quality management systems in test and calibration
laboratories and stresses the importance of assuring the quality of the analytical results.
Reference materials (RM) and certified reference materials (CRIM) are recommended
for this purpose. RM and CRM are being used increasingly in laboratories for analytical
quality control, equipment calibration and methodology development, all of which
require reliable, traceable measurements. Demand for these materials for veterinary drug
residues far outstrips current production capacity. In Brazil there are not yet any
producers of RM for veterinary drug residues in food, which hampers access to such
products and raises costs for the country’s laboratories. The aim of this study was to
produce a RM for an antibiotic, oxytetracycline, in a milk matrix, using a naturally
contaminated milk and lyophilization (freeze-drying) as the preservation technique. The
determination of the concentration was performed by liquid chromatography coupled
with sequential mass spectrometry (LC-MS/MS). The lots of MR 1 and 2 produced
were sufficiently homogeneous, with an average concentration of 177.3 and 165.1 pg/L,
respectively. The batches were considered sufficiently stable for six months stored at (-
20+1°C)and (6 +1° C) and for seven days at (6 + 1 ° C) and (40 + 1 ° C). It was
concluded that the lyophilization technique proved to be adequate as a drying process
for the production of oxytetracycline containing milk matrix. The production of this
MR of oxytetracycline in milk in Brazil will allow the improvement of the quality of the
analyzes of the food laboratories and consequently in the support to the actions of
control and sanitary inspection, besides the possibility of the elaboration of a proficiency

test.

Keywords: Reference material. Oxytetracycline. Milk.
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Introducao

A utilizagdo de antibidticos a base de tetraciclinas (T'C) na medicina veterinaria
vem se tornando crescente, para fins terapéuticos e profildticos em animais produtores
de alimentos, sendo incluidas nos principais programas de monitoramento de residuos
(SPISSO et al, 2007; FRITZ:ZUO, 2007; SPISSO ez al, 2009). Assim, para proteger a
saude humana dos efeitos adversos de antimicrobianos, agéncias reguladoras de cada
pais tém estabelecido Limites Maximos de Residuos (LMR) para as substincias
autorizadas para o uso como medicamentos veterindrios em animais produtores de
alimentos (D’ANGELINO:NUNES, 2007). O Brasil utiliza os LMR estabelecidos
pelo Codex Alimentarius (CODEX ALIMENTARIUS, 2017) e pela Resolugio 54/00
do GMC/Mercosul (MERCOSUL, 2001) internalizada pela Instru¢io Normativa
MAPA n” 12/01 (BRASIL, 2001).

Os LMR das tetraciclinas em leite fixados pelo Codex Alimentarius, Mercosul e
Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa) do Brasil (BRASIL, 2001)
sio de 100 pg/L, para as substincias tetraciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina
separadamente ou o somatério delas. A Unido Europeia adota um LMR para as
tetraciclinas de 100 pg/L, considerando como residuo marcador a soma da substincia
original (oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina) e seu 4-epimero, embora o valor
numérico adotado seja o mesmo. Ji o Food and Drug Administration dos Estados
Unidos (FOOD AND DRUG ADMINISTRATION, 2017) adota um LMR para as
tetraciclinas de 300 pg/L, sendo para as substincias tetraciclina, clortetraciclina e
oxitetraciclina separadamente ou o somatério delas.

No Brasil, existem dois programas nacionas de monitoramento de residuos de
medicamentos veterindrios em alimentos, o Plano Nacional de Controle de Residuos em
Produtos de Origem Animal (PNCR) do Mapa (BRASIL, 1995) e o Programa de
Anilise de Residuos de Medicamentos Veterindrios em Alimentos de Origem Animal
(PAMVet) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (Anvisa) (BRASIL, 2003). O
monitoramento de residuos de tetraciclinas em leite é um elemento chave para assegurar
a protecio da satide dos consumidores. E necesséria a utilizacio de métodos apropriados
com énfase na seletividade e sensibilidade para identificar com confiang¢a e quantificar

compostos de tetracicilinas em uma matriz complexa como o leite (SPISSO ez a/, 2009;

ZELENY et al, 2006).
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Nos ultimos anos, as andlises de residuos de tetraciclinas em leite vém sendo
utilizadas tanto com técnicas de triagem, por exemplo os testes de Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (Elisa) e biossensores, e pricipalmente quanto a cromatografia a
liquido acoplada a espectrometria de massas sequencial (SPISSO ez a/, 2009).

Os Materiais de Referéncia (IMR)/Materiais de Referéncia Certificados (MRC)
sdo uma das principais ferramentas para a garantia e controle de qualidade descritas na
norma ABNT NBR ISO/IEC 17025 (ABNT, 2005), onde a sua utilizagio estd
destinada a: calibra¢do, valida¢do de metodologias, rastreabilidade, demonstracio de
proficiéncia de laboratérios e fornecimento de valores a outros materiais.

A demanda no Brasil por MR na édrea de residuos em alimentos excede a oferta
em termos da variedade de materiais e disponibilidade, diferentemente da Europa que
possui uma grande oferta de MRC nesta drea. Apesar do grande empenho do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagio e Qualidade Industrial (Inmetro), que é o
responsdvel no pais em prover confianga a sociedade brasileira nas medi¢bes e nos
produtos, através da metrologia e da avaliagio da conformidade, promovendo a
harmoniza¢do das relagées de consumo, a inovagdo e a competitividade do Pais
(INMETRO, 2017), somente um MRC de alimentos no pais na drea de residuos de
agrotéxicos em tomate foi produzido (CARDOSO, 2008).

Uma das grandes dificuldades dos laboratérios analiticos brasileiros é a
indisponibilidade desses MRC no mercado nacional. Além dos pregos elevados destes
materiais importados, hd ainda problemas no desembaraco alfandegirio (CARDOSO,
2008).

O leite foi a matriz selecionada para a produgio do candidato a MR por ser o
alimento mais consumido entre as criancas e os idosos e por ser uma das matrizes
analisadas nos dois principais programas nacionais de controle de residuos de
medicamentos veterindrios em alimentos, o PNCR do Mapa e o PAMVet da Anvisa. O
antibiético selecionado para a produgio foi a oxitetraciclina, por ser a substincia mais
identificada desta classe pelo Laboratério de Residuos de Medicamentos Veterinarios
em Alimentos do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS)
(SPISSO et al, 2007; SPISSO ez al, 2009) e por ter o maior numero de produtos
registrados de acordo com o Sindicato Nacional das Industrias de Produtos para a Saide

Animal (SINDAN, 2017).
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Metodologia

PREPARO DO CANDIDATO A MR

O medicamento tetraciclina LA/SPV® (medicamento a base de oxitetraciclina
injetavel, de ac¢do prolongada pronta para uso) foi dosado no Laboratério de
Medicamentos do INCQS seguindo os procedimentos da 7The United States
Pharmacopeia Convention (USP, 2016). A anilise foi realizada utilizando a técnica por
cromatografia a liquido por detec¢do por ultravioleta e a concentragdo de oxitetraciclina
obtida foi de 1,87+ 0,2 g/L.

Antes da administra¢io do medicamento no animal foi realizada a analise de
uma amostra proveniente de uma ordenha do animal por CLAE-EM/EM (SPISSO e#
al, 2009) para comprovar a isen¢io de antibiticos no leite. O medicamento foi
administrado via intramuscular no animal de espécie bovina e de raga mestico de
holandés zebu com peso médio de 500 kg no curral do Departamento de Zootecnia da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRR]), sendo que apés 1 h da
aplicagio foi realizada a ordenha (5L). O leite obtido foi centrifugado a 4500 x g por 5
min e a 4°C para remog¢io da gordura e armazenado em um freezer de ultra-baixa
temperatura a < -70°C (ColdLab, Brasil).

O leite foi analisado em duplicata de inje¢do pelo método de determinagio de
residuos de tetraciclinas em leite por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia

acoplada a Espectrometria de Massas Sequencial (SPISSO ez a/, 2009).

ENVASE, CONGELAMENTO E LIOFILIZACAO DO
CANDIDATO A MATERIAL DE REREFENCIA

Volumes de 2 mL do leite desnatado foram pesados em frascos de vidro ambar
de capacidade de 5 mL, totalizando 116 frascos por lote dispostos em quatrobandejas.
Em seguida, os frascos foram congelados em freezer de ultra-baixa temperatura a < -
70°C (ColdLab, Brasil). Posteriormente, os frascos foram liofilizados por 24 h (Liotop,
Brasil), sob as seguintes condi¢es: temperatura < -40°C e pressio inferior a 100 pHg.
Ao completar o periodo do ciclo de liofilizagio os frascos foram fechados a vicuo,

através da utiliza¢do de sistema de vedagido manual acoplado ao equipamento. Os frascos
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foram novamente pesados para verificar a perda de dgua durante o processo e lacrados

com uma tampa metélica.
VERIFICACAO DO VACUO

Apés a retirada dos frascos do liofilizador foi realizada a verificagio de vicuo
aplicando uma centelha elétrica em cada um, com auxilio de uma bobina de Tesla (Coil,
2-12-8, Brasil). Os frascos que apresentaram vicuo foram lacrados com tampa de metal,
etiquetados, e estocados em freezer de ultra-baixa temperatura a < -70°C (ColdLab,

Brasil). Os frascos que ndo atingiram o vicuo foram descartados.
HOMOGENEIDADE

No planejamento do estudo de homogeneidade foi idealizado o preparo de dois
lotes dos candidatos a MR. Para a avaliagdo da homogeneidade dos lotes preparados, 16
frascos de cada lote foram selecionados aleatoriamente utilizando a ferramenta do
Excel®, sendo quatro frascos de cada bandeja para obtengdo de uma andlise
representativa. O leite foi reconstituido com aproximadamente a mesma quantidade de
massa de dgua purificada tipo I que foi sublimada durante o processo de liofilizagdo,
homogeneizado com agita¢io mecdnica e analisado em duplicata conforme a
metodologia previamente descrita (SPISSO ez a/, 2009).

A avaliagio estatistica no estudo de homogeneidade dos resultados das analises
de oxitetraciclina foi realizada de acordo com os critérios da ABNT ISO GUIA 35
(ABNT, 2012).

O procedimento para a determinagio do grau de homogeneidade abordado na
ABNT ISO GUI 35 (ABNT, 2012) foi realizada a anilise de variancia (Anova) fator
Unico, utilizando o programa Microsoft Excel®, as amostras foram consideradas
suficientemente homogeéneas, se 0 Fuicuado < Furtico, (0=5%), evidenciando que nio hd
diferencas significativas entre os lotes preparados (LAPPONI, 2000). Nesse célculo
também ¢é demonstrado o valor de p que ¢ a probabilidade do Feco > Fuabetudo, € para que
isso ocorra o valor de p tem que ser maior do que o nivel de significincia observado,

sendo geralmente adotado 0,05.
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ESTABILIDADE

Curta Duragio

O estudo de estabilidade de curta duragdo que simula as condi¢des de transporte
foi realizado em duas temperaturas distintas: 6 + 1°C e 40 + 1°C, em um periodo de sete
dias. Para a simulagdo do transporte em diferentes temperaturas, foi utilizada a
metodologia do “isochronous design” ou modelo isécrono (LAMBERTY ez a/, 1998). A
cada dia dois frascos que estavam estocados a 6°C e 40°C foram transferidos para
temperatura de <70°C (temperatura de referéncia). Apds os sete dias de
armazenamento, os frascos foram analisados a0 mesmo tempo, sob as mesmas condi¢es

de analise.

Longa Duragio

O estudo de estabilidade de longa duragio foi realizado por um periodo de seis
meses em duas temperaturas distintas: -20 * 1°C e 6 + 1°C, utilizando a abordagem
classica (determinagbes do analito ao longo do tempo) e a abordagem isGcrona
(medi¢bes sdo realizadas sob condi¢des de repetitividade, em uma mesma anilise)
(LAMBERTY ez al, 1998).

As avaliagoes estatisticas dos estudos de estabilidade de curta duragio e de longa
dura¢io dos candidatos a MR foram realizadas de acordo com a ABNT ISO GUIA 35
(ABNT, 2012), através da analise de varidncia (Anova) dos residuos da regressio linear.
Neste caso, estuda-se a variagdo de estabilidade dos analitos ao longo do tempo. Nio
ocorrendo variagdo da concentragio do analito em func¢do do tempo, o material é

considerado estavel.

Resultados e discussao

A anilise do leite ordenhado antes da aplicagio do medicamento no animal

gerou um cromatograma sem a presen¢a do pico cromatogrifico da oxitetraciclina

153



MONTEIRO, M. A. e al. Produgio do material de referéncia de oxitetraciclina em leite em p6 desnatado. R. Cientifica UBM -
Barra Mansa (R]), ano XXII, v. 19, n. 36, 1. Sem. 2017. p. 146-160.
ISSN 1516-4071

(OTC) e também apresentou resultado abaixo do limite de detecgio (3,7 pg/L),
concluindo-se a auséncia da substincia no leite analisado.

No leite ordenhado apés a administragio do medicamento, foi possivel
visualizar um pico de OTC (Figura 1), podendo confirmar a presen¢a da substancia no

leite. A concentragio obtida de OTC foi de 186,0 pg/L no leite ordenhado.

3.0e4 - 1HLs

2.5e9 1
2.0e4 1

1.5e4 -

Intensity, cps

1.0e4 -

5000.0 1

2 4 5] 8 10 12 14 16 18 20 22 29
Time, min

0.0

Figura 1. Cromatograma da Oxitetraciclina no leite apés a administragdo do medicamento

No lote 1 todos os frascos apresentaram presenca de vicuo (100,0%) e no lote 2,
em trés frascos nio foi detectada presenca de vicuo (97,4%). Estes resultados indicaram
que o processo de liofilizagdo do eficaz para preservacio do material. Outros autores
utilizaram a liofilizagdo como processo de secagem e preservagio de MR em matriz leite
contendo bactérias e também obtiveram resultados satisfatérios, com presenga de vicuo
variando de 92,3-100,0% dos frascos dos lotes produzidos (ROSAS ez al, 2010;
BRANDAO ez al., 2013a,b; BRANDAO ez al., 2014).

A Tabela 1 demonstrou os resultados de concentragio de OTC para o estudo de
homogeneidade dos lotes do MR preparados. O coeficiente de variagio (CV) méximo
obtido em cada lote foi de 16,7%. Os lotes 1 e 2 foram considerados suficientemente
homogéneos pela ABNT ISO Guia 35 (ABNT, 2012), pois o valor de Fecundo foi menor

do que 0 Feico, € 0 valor de p maior do que 0,05; como demonstrado na Tabela 2.
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Tabela 1 - Estudo de Homogeneidade

Lote 1 Lote 2

MR (n.2 Desvio Desvio
Concentragao Média cv Concentragao Média cv

item de padrao MR padrdo
) (ng/L) (ng/L) (%) (ne/L) (ng/L) (%)

ensaio) (ng/L) (ng/L)
MR3 188,0 189,1 188,6 0,7 0,4 MR233 1731 165,1 169,1 5,7 3,3
MR11 2145 197,4 206,0 12,1 5,9 MR236  140,4 143,4 141,9 2,1 1,5
MR18 157,0 159,0 158,0 1,4 0,9 MR243 171,6 175,7 173,6 2,8 1,6
MR27  170,2 165,1 167,6 3,6 2,1 MR248 95,1 91,1 93,1 2,8 3,0
MR31 179,3 169,2 174,3 7,1 4,1 MR249  186,7 173,5 180,1 9,3 5,2
MR47  160,8 180,8 170,8 141 8,3 MR266  193,9 171,9 182,9 15,5 8,5
MR48 166,6 147,5 157,1 13,5 8,6 MR275 175,6 171,6 173,6 2,8 1,6
MR50  162,1 187,1 174,6 17,7 10,1 MR284 1510 169,0 160,0 12,7 8,0
MR64  179,3 167,3 173,3 8,5 49 MR287  155,9 152,9 154,4 2,1 1,4
MR66 153,7 194,9 174,3 29,1 16,7 MR289 168,9 170,9 169,9 1,4 0,8
MR69  163,6 175,6 169,6 8,5 5,0 MR299 175,1 166,1 170,6 6,4 3,7
MR77  197,7 166,8 182,3 21,9 12,0 MR301 1933 152,5 172,9 28,9 16,7
MR90 186,7 208,1 197,4 15,1 7,7 MR322 176,2 201,2 188,7 17,7 9,4
MR105 176,1 196,1 186,1 14,2 7,6 MR333 182,2 176,9 179,5 3,8 2,1
MR109 190,0 173,0 181,5 12,0 6,6 MR341 167,3 167,3 167,3 0,0 0,0
MR113 177,3 172,3 174,8 3,5 2,0 MR344  174,6 152,7 163,6 15,5 9,5

Tabela 2 - Anilise de Variancia dos resultados do estudo de homogeneidade dos lotes 1 e 2

Total

Fonte da variagdo

Entre lotes

Dentro dos lotes

sQ
421.9
4420.3
4842.2

gl

1
29
30

MQ
421.9
152.4

F

2.77

valor-P

0.11

Fcrl'tico

4.18

Legenda: SQ = soma quadratica
gl = grau de liberdade
MQ = média quadratica

A Figura 2 mostra os graficos dos estudos de estabilidade para a oxitetraciclina,

nos periodos de curta e de longa duragdo. A Tabela 3 apresenta as condi¢bes e os

resultados do estudo de estabilidade. No estudo de estabilidade de curta duragio, o

material nas temperaturas de 6°C e 40°C foi considerado suficientemente estivel

durante o periodo de estudo (sete dias), pois o intervalo de confianga a 95% abrange o
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valor zero. Os estudos de estabilidade de longa dura¢do clissica e isGcrona nas
temperaturas -20°C e 6°C demonstraram que os materiais foram considerados
suficientemente estiveis. No modelo cldssico, o maior valor em médulo do coeficiente
angular obtido foi na temperatura de -20°C, comprovando assim, uma variagdo maior
da concentragio ao longo do tempo. Jd no modelo isécrono, os valores de coeficientes

angulares obtidos nas temperaturas -20°C e 6°C foram praticamente iguais,

evidenciando a obtenc¢do de menores variagdes nesse modelo de estabilidade.
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Figura 2. Grafico dos estudos de estabilidade de oxitetraciclina
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Tabela 3 - Resultado do Estudo de Estabilidade

Estudo de estabilidade Curta Duragao Longa Duragao
Modelo Isdcrona Classica Isécrona

Temperatura 62C 40°C -202C 62C -20°C 62C
Coeficiente Angular -0,92 -3,08 -0,10 0,0000038 0,040 0,033
Limite Inferior (95%) -6,62 -10,26 -0,33 -0,169 -0,088 -0,095

Limite Inferior (95%) 4,77 4,10 0,127 0,169 0,17 0,16
Resultado estavel estavel estavel estavel estavel estavel

Conclusao

A técnica de liofilizagdo se mostrou adequada como processo de secagem para
producio de MR contendo oxitetraciclina em matriz leite suficientemente homogénea.
O material poderd ser transportado na temperatura de até 40°C, por um periodo
maximo de sete dias aos laboratérios que venham a adquirir estes MR. O material
poderd ser armazenado tanto a -20°C quanto a 6°C, por um periodo de seis meses. Um
estudo por um tempo prolongado é necessirio para avaliar até quanto tempo este
material se mantém estivel nestas condigdes. Os baixos valores de coeficiente angular
obtidos em ambas as temperaturas indicam que os MR deverdo ser manter estdveis
nestas condi¢des de armazenamento por muito mais tempo.

A produgio deste MR de oxitetraciclina em leite no Brasil permitird a melhoria
da qualidade das analises dos laboratérios de alimentos e consequentemente no suporte
as ag¢des de controle e fiscaliza¢do sanitdria, além da possibilidade da elaboragio de um

ensaio de proficiéncia.
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