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Relatorio Final da CI para Caracterizar um Candidato a MRC de Metabdlitos de Nitrofuranos em Frango

1. Introducao

Os nitrofuranos sdo medicamentos veterinarios utilizados para tratar infeccdes no trato gastrointestinal
de animais, como porcos e aves. Devido as suas caracteristicas carcinogénicas e mutagénicas, estas estao
incluidas no Anexo IV do Regulamento da Unido Europeia 2377/90 [1], em que as substincias cuja
utilizacdo nao é permitida estdo listadas. No Brasil, a fabricacdo, a manipulacdo, o fracionamento, a
comercializacdo, a importacdo e o uso dos nitrofuranos e dos produtos que contenham estes principios
ativos, para uso veterinrio e suscetivel de emprego na alimentacido de todos os animais e insetos foi
proibida pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) através da Instrucdo
Normativa n°. 09 de 27 de junho 2003 [2]. Quando administrados, os nitrofuranos sdo facilmente
metabolizados, e seus principais metabolitos sdo: 3-amino-2-oxazolidinona (AOZ), 3-amino-5-
morfolinometil-2-oxazolidinona (AMOZ), semicarbazida (SEM) e 1-aminoidantoina (AHD). Assim,
estes metabolitos sdo utilizados como marcadores para fins de detec¢do no monitoramento de residuos

destes compostos em produtos de origem animal [3].

As questdes relacionadas a seguranga alimentar, bem como a busca de melhoria pelo aprimoramento das
relagdes comerciais internacionais, tém estimulado as nagdes na busca da qualidade das medicdes na
area de alimentos. Os Materiais de Referéncia Certificados (MRC) desempenham um papel fundamental
nessa melhoria porque ddo a essas medidas a rastreabilidade ao Sistema Internacional (SI). Cabe destacar
ainda o papel importante dos MRC diante dos problemas de restricdes comerciais de alguns paises, como
as medidas adotadas pela Unido Europeia com a Diretiva 96/23/CE [4], para controle de residuos na area
de drogas veterinarias em produtos de origem animal. Em abril de 2002 uma nova metodologia de testes
detectou a presenca de residuos de nitrofuranos em lotes de carne avicola exportada pelo Brasil, proibido
na UE. Estimativas indicavam um prejuizo da ordem de US$ 40 milhGes por ano s6 com os controles
adicionais [5]. Segundo dados do United States Department of Agriculture (USDA), em 2017 o Brasil

passou a ser o segundo maior produtor mundial de carne de frango e se manteve como maior exportador.

Diante desse cenario, € necessario manter e aprimorar medidas que garantam a qualidade desse produto,
visto que o seu embargo por parte de outros paises comprometeria a balanca comercial brasileira. Para
que se possa realizar o controle, € preciso utilizar métodos de andlise que sejam aplicaveis e que atendam
as determinacdes nacionais € internacionais. O uso de MRC é recomendado em guias de desempenho
de métodos analiticos para deteccdo inequivoca de residuos de contaminantes em produtos de origem
animal, como o Commission Decision 2002/657/EC [6], da Unido Europeia e o Manual de garantia da

qualidade analitica do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento [7].

Pégina 3 de 28



Relatorio Final da CI para Caracterizar um Candidato a MRC de Metabdlitos de Nitrofuranos em Frango

Esta CI teve como objetivo geral dar suporte ao valor de caracterizagdo de um candidato a Material de
Referéncia Certificado (MRC) de metabdlitos de nitrofuranos em musculo de frango liofilizado. Foram
determinados os valores das fracdes massicas desses metabdlitos e suas respectivas incertezas, € as

medi¢oes de teor de umidade residual do material liofilizado foram facultativas.

2. Materiais e Métodos

2.1. Preparacao dos Itens de Comparacao

O candidato a MRC foi produzido a partir da mistura de branco de matriz com amostras de peito de
frango naturalmente contaminadas com os metabdlitos de nitrofuranos. As amostras de branco de matriz
foram obtidas a partir de peitos de frango adquiridos no comércio, cuja auséncia de metabolitos foi
comprovada pela andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de
Massas em Tandem (CLAE-EM/EM). As amostras de frango contaminado com os metabdlitos de
nitrofuranos, AOZ, AMOZ, SEM e AHD, foram obtidas em um trabalho previamente realizado. Nesse
trabalho, os metabolitos foram incorporados a matriz através do processo metabdlico dos medicamentos
precursores administrados aos animais. A criagdo dos animais até o abate foi realizada no Colégio
Técnico Agricola Ildefonso Bastos Borges (CTAIBB), localizado no municipio de Bom Jesus do

Itabapoana, Rio de Janeiro, Brasil [8].

O processo a seguir foi realizado individualmente para cada grupo de tecido (peito de frango)
contaminado com os metabodlitos e para o branco de matriz. Os peitos de frango foram cortados em
pequenos cubos e triturados em misturador de bateladas com copo de aco inoxidavel (blender, 70118,
Waring, Torrington, EUA) e espalhados em bandejas, em quantidades de aproximadamente 150 g em
cada bandeja. As amostras foram congeladas na temperatura a -80 °C por 24 h, sendo posteriormente
levadas para liofilizacdo (marca LIOTOP, Modelo LL101). A massa de material em cada bandeja foi
determinada antes e depois do processo de liofiliza¢do. Os peitos de frango liofilizados foram triturados
em um moinho de facas durante 3 min a 10.000 RPM, peneirados a 420 pm, com o auxilio de um agitador
de peneiras (Bertel, CIAL158) e armazenados separadamente em frascos de vidro ambar borossilicato a
-20 °C. Cada grupo de material de partida (peitos de frango), ja liofilizado, foi analisado individualmente
por CLAE-EM/EM com intuito de saber em que concentragdo os metabdlitos se encontravam em cada

um desses materiais.

Com base nos resultados obtidos para cada tecido contaminado com seus respectivos metabdlitos de
nitrofuranos, foi calculada a quantidade necessaria de cada um desses tecidos juntamente com o branco
para se obter a fragdo massica alvo dos referidos metabdlitos (AOZ, AMOZ, SEM e AHD) no candidato

a MRC. A mistura dos tecidos com cada metabdlito e do branco de matriz foi realizada em um
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homogeneizador de p6s em Y por 2 h. O material obtido foi envasado em frascos de vidro ambar
borossilicato de 10 mL, contendo (1,30 £ 0,05) g de musculo de frango em cada unidade, totalizado 256
frascos de candidato a MRC. Apds o envase, todo o lote passou por etapa de liofilizacdo direta nos
frascos, que foram selados sob atmosfera inerte, com gas N». Para isso, ao término da secagem, antes da
retirada dos frascos da camara do liofilizador, um baldo contendo gés N> foi conectado a entrada de ar
desta camara, para que durante o rompimento do vacuo ocorresse a entrada deste gis inerte no lugar do

ar.

Posteriormente o lote foi submetido a um tratamento com irradiacdo gama a 7 kGy, realizado no Centro
de Tecnologia do Exército (CTEx, Guaratiba, Rio de Janeiro). Esse tratamento é importante para a
reducdo da carga microbioldgica, o que deve garantir uma estabilidade maior ao produto. O lote foi

também submetido a analise microbioldgica antes e depois da irradiacao.

O procedimento de preparo do material foi desenvolvido com base em um estudo de viabilidade

realizado previamente para os analitos AOZ e AMOZ na mesma matriz [9].

O item da CI consiste em musculo de peito de frango liofilizado, contendo os 4 metabdlitos de
nitrofuranos que foram naturalmente incorporados a matriz: 3-amino-2-oxazolidinona (AOZ), 3-amino-
5-morfolinometil-2-oxazolidinona (AMOZ), semicarbazida (SEM), l-aminoidantoina (AHD). O
material estd em frascos de vidro ambar com tampa de borracha e lacre de aluminio com Flip-off. Cada

frasco contém aproximadamente 1,3 g de material liofilizado.

As propriedades a serem analisadas, bem como as faixas de fragdo massica indicativas para cada uma
delas estdo apresentados na tabela 1. As faixas de valores de fracdo massica de metabdlitos de
nitrofuranos estio apresentadas em base imida (no material reconstituido). A determinagao da umidade
residual foi facultativa para os participantes que tiverem condi¢des de realizar esta anélise de acordo

com as instru¢des fornecidas no protocolo.

Tabela 1 — Propriedades a serem analisadas e fracdes massicas indicativas.

Propriedade Faixas de fracao massica
Teor de umidade residual (opcional) 0,5 g/100 ga 10 g/100 g
Fracdo massica de AOZ 0,5 pg/kg a 10 pg/kg
Fracdo massica de AMOZ 0,5 pg/kg a 10 pg/kg
Fracdo massica de AHD 0,5 ug/kg a 10 pg/kg
Fracdo massica de SEM 0,5 ug/kg a 10 pg/kg
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2.2. Homogeneidade do Item da CI
Para o estudo de homogeneidade, onze amostras foram aleatoriamente selecionadas e analisadas em

duplicata para teor de umidade residual e para a fracdo massica dos metabdlitos de nitrofuranos.

A fracdo maéssica dos quatros metabolitos de nitrofuranos, AOZ, AMOZ, SEM e AHD foi determinada
por espectrometria de massas por diluicdo isotépica (EMDI) utilizando a técnica de CLAE-EM/EM. O
procedimento de extracdo envolveu a hidrélise acida dos metabdlitos com solucio de HCl 1M,
derivatizacdo por 16 h a 37 °C com solu¢do de 2-nitrobenzaldeido 50 nM, e duas etapas de extra¢ao
liquido-liquido com acetato de etila. Um sistema binario de cromatografia liquida Agilent 1200 Series
(Agilent Technologies, Santa Clara, USA) acoplado a um espectrometro de massas triploquadrupolo
(model 4000TM QTrap LC-MS/MS System, Applied Biosystems, Foster City, USA) foi utilizado. Esse

mesmo sistema foi utilizado nos estudos de estabilidade e na caracterizacao do candidato a MRC.

Para a determinacdo da umidade residual utilizou-se titulador automatico Karl Fischer Coulométrico
(modelo 831, Metrohm, Herisau, Suica) equipado com um eletrodo gerador sem diafragma e um forno

para aquecimento das amostras (modelo 774, Metrohm, Herisau, Suiga).

Os procedimentos estatisticos foram realizados conforme os requisitos do ABNT ISO Guia 35 [10],
utilizando anélise de variancias de fator unico (ANOVA). Antes de prosseguir com a ANOVA, foi
verificada pelo teste de Cochran a possivel existéncia de variancias discrepantes dos resultados dentro
de um mesmo frasco. A incerteza da heterogeneidade do material obtida a partir desse estudo de
homogeneidade (unom), bem como o grau de heterogeneidade (%) foram calculados a partir dos dados
de ANOVA, em funcdo dos valores da média quadritica entre as unidades (MQenwe) € dentro das

unidades (MQdentro) .

Os resultados do estudo de homogeneidade para os parametros estudados no lote candidato a MRC estdo

descritos na tabela 2, incluindo dados da ANOVA (valores de F).

Tabela 2 - Resultados do estudo de homogeneidade da umidade residual e das fracdes massicas dos
metabolitos de nitrofuranos, AOZ, AMOZ, SEM e AHD, no lote candidato a MRC.

Parametro F calc F tap Uhom Grau de heterogeneidade (%)
Umidade residual 2,96 3,02 0,086 g/100 g 6,21
AOZ 1,93 2,85 0,14 pg/kg 2,66
AMOZ 0,72 2,85 0,092 pug/kg 1,79
AHD 1,18 2,85 0,065 pg/kg 1,47
SEM 1,08 2,85 0,046 pg/kg 0,94
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O teor de umidade residual no lote candidato a MRC apresentou grau de heterogeneidade de 6,21 %,
enquanto as fragdes massicas dos metabolitos apresentaram entre 0,94 % e 2,66 % de heterogeneidade.
Com base nas incertezas alvo dos valores de propriedade do MRC estabelecidas na etapa de planejamento,
um grau de heterogeneidade méximo de 10 % foi considerado como aceitdvel para o propdsito. Dessa

forma, todos os valores de propriedade foram considerados homogéneos.

2.3. Estabilidade do Item da CI

Os métodos de andlise utilizados nos estudos de estabilidades foram os mesmos que foram utilizados nos
estudos de homogeneidade. A analise estatistica dos resultados foi realizada por regressao linear, seguindo
os principios do ABNT ISO Guia 35 [10]. O estudo de estabilidade de curta duracido (condigdes de
transporte) foi realizado para a umidade residual do material e para a fracdo méssica dos metabolitos de
nitrofuranos, em duas temperaturas: 20 °C (temperatura ambiente) e 50 °C (temperatura em que um
material pode chegar em um transporte terrestre). O tempo de estudo foi de 63 dias divididos em 6 periodos
(05, 13, 32, 48, 54 e 63 dias). Duas amostras foram analisadas em cada um dos dias. A tabela 3 apresenta

o resumo dos resultados dos estudos de estabilidade de curta duracdo para o lote candidato a MRC.

Tabela 3 - Resultados do estudo de homogeneidade da umidade residual e das fragdes massicas dos
metabolitos de nitrofuranos, AOZ, AMOZ, SEM e AHD, no lote candidato a MRC.

Parametro T;?g;’ b1 s(b1) *Valor de p Incerteza Conclusao
20 0,00239 | 0,000920 0,0234 0,058 g/100 g | instavel
Umidade residual
50 0,0102 0,00170 0,0000628 0,11 pg/kg instavel
AOZ 20 -0,00255 | 0,00168 0,157 0,11 pg/kg estavel
50 -0,00971 | 0,00305 0,00785 0,19 pug/kg instavel
20 -0,00399 | 0,00516 0,456 0,33 ug/kg estavel
AMOZ
50 -0,00516 | 0,004599 0,283 0,29 pug/kg estavel
AHD 20 -0,00328 | 0,00282 0,274 0,18 ug/kg estavel
50 -0,00511 | 0,00435 0,267 0,27 ng/kg estavel
SEM 20 0,000245 | 0,00272 0,930 0,17 ng/kg estavel
50 0,000856 | 0,00390 0,830 0,25 pg/kg estavel

*A propriedade é considerada estavel quando o valor de p > 0,05.

Nos resultados apresentados, deve ser observado o valor de p do coeficiente linear (b1) da curva plotada
para a fracdo méssica da propriedade estudada em fun¢do do tempo. Valores de p maiores do que 0,05
significam que, no teste estatistico 7 para a inclinacdo da curva, o valor de ¢ de Student calculado nao
excedeu o valor critico bicaudal para n - 2 graus de liberdade e nivel de confianga de 95%. Nesse caso, as
inclina¢des podem ser consideradas significativamente iguais a zero par um nivel de confianca de 95 % e

os parametros avaliados considerados estaveis durante o periodo estudado. Para o teor de umidade residual,
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os valores de p encontrados nos estudos em ambas as temperaturas foram menores do que 0,05 e, portanto,
considerados instaveis nessas temperaturas, no periodo estudado. Quanto a fragdo méssica dos metabdlitos
de nitrofuranos, apenas o AOZ apresentou instabilidade a temperatura de estudo de 50 °C, com valor de p

menor do que 0,05. Os demais analitos foram considerados estaveis em ambas as temperaturas estudadas.

O estudo de estabilidade de longa duracdo (condicdes de armazenamento) também foi realizado para a
umidade residual do material e para a fracdo méassica dos metabdlitos de nitrofuranos, na temperatura de
armazenamento de -20 °C. O tempo de estudo foi de 360 dias divididos em 6 periodos (28, 81, 136, 189,
252 e 360 dias). Amostras de referéncia foram mantidas -80 °C e analisadas juntamente com as amostras
armazenadas a -20 °C. Duas amostras foram analisadas em cada um dos dias, cada uma em duplicata. A
tabela 4 apresenta o resumo do estudo de estabilidade de longa duragdo (a -20 °C) para o lote candidato a

MRC.

Tabela 4 - Resultados para o estudo de estabilidade a — 20 °C por 360 dias, da umidade residual e
das fracOes massicas dos metabdlitos de nitrofuranos, AOZ, AMOZ, AHD e SEM, no lote de
candidato a MRC.

Parametro b1 s(b1) Valor de p Incerteza Conclusao

Umidade residual | -0,0000520 | 0,000244 0,833 0,088 g/100 g estavel

AOZ 0,000168 | 0,000705 | 0,813 025 ngkg | estavel
AMOZ 0,000183 | 0,000477 | 0,704 0,17 pgkg | estavel
AHD 0,000267 | 0,000527 | 0,617 0,19 pgkg | estavel
SEM 0,000492 | 0,000512 | 0,345 0,18 pgkg | estavel

Todas as propriedades estudadas apresentaram estabilidade a -20 °C por 360 dias, segundo os dados da

regressao linear, pois todos os valores de p foram maiores do que 0,05.

Apesar dos resultados apresentarem instabilidade para o teor de umidade residual nas condi¢des do estudo
de estabilidade de curta duracdo, na grande maioria dos casos as fracdes massicas dos metabdlitos nao
foram influenciadas em decorréncia disso. Por exemplo, a 20 °C por 63 dias o teor de umidade residual

apresentou instabilidade enquanto que as fracdes méssicas de todos os metabdlitos permaneceram estaveis.
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2.4. Caracterizacao do Item da Comparacao pelo Inmetro

Devido aos resultados dos estudos de curta durag@o para o teor de umidade residual, decidiu-se por ndo
caracterizar este parametro. Contudo, de forma a adotar um procedimento mais conservador, decidiu-se
por transportar o material em gelo seco para garantir que a temperatura nao ultrapassasse -20°C, onde todas

as propriedades sao estaveis, inclusive o teor de umidade residual.

Para a caracterizacdo do candidato a MRC de metabdlitos de nitrofuranos em miusculo de frango, foi
utilizado pelo Inmetro um “dnico procedimento de medi¢do de referéncia (conforme definido no ABNT
ISO/IEC Guia 99) em um tdnico laboratdrio”, que € umas das abordagens de caracterizacio apresentadas

na ABNT NBR ISO 17034 [11].

Para a extracdo dos metabdlitos, primeiramente, 0,25 g = 0,01 g das amostras liofilizadas foram
reconstituidas com 0,75 g = 0,01 g de agua ultrapura e fortificadas com a soluc¢ao de trabalho de PI. Nas
etapas de hidrolise e derivatizacdo foram adicionados, na sequéncia, 4 mL de 4gua ultrapura, 500 pL de
solucdo de 4cido cloridrico 1 mol.L! e 150 puL de solugio de 2-NBA 50 mM em DMSO. As amostras
foram agitadas durante 16 h a 37 °C em uma incubadora shaker (NT 712, Nova Técnica, Piracicaba,
Brasil). Ap6s resfriamento a temperatura ambiente, o pH das amostras foi ajustado para 7 pela adi¢cao
de 5 mL de solucdo 0,1 mol.L! de fosfato de potassio dibasico e 400 uL de solucdo de hidréxido de
s6dio 1 mol.L"!. Foram adicionados 5 mL de solucdio de NaCl 0,2 g.mL'1 e os residuos de metabdlitos
livres foram extraidos duas vezes por adi¢ao de 5 mL de acetato de etila, agitando-se durante 20 min e
centrifugando-se a 4 °C, 2000 rpm por 15 min (Z300 K, Hermle Wehingen, Alemanha). As fases
organicas oriundas das duas extracdes foram combinadas em tubos de vidro de 15 mL e evaporadas sob
fluxo de nitrogénio (Hurricane-Eagle, Younglin Instrument, Coreia do Sul). Os extratos foram
reconstituidos em 300 pl. de 4dgua: metanol (50:50 v/v) e transferidos para tubos eppendorf e
centrifugados a 4 °C e 10.000 rpm, durante 15 min. Os extratos reconstituidos foram filtrados através de
um filtro PVDF 0,22 um (Merck Millipore Ltd., Irlanda) e transferidos para frascos de 2 mL com redutor
de volume (“insert vial”) e analisados por CLAE-EM/EM.

A técnica CLAE-EM/EM foi empregada com o método de Espectrometria de Massas por Dilui¢ao
Isotopica (EMDI), utilizando os padrdes internos andlogos, isotopicamente marcados. O método de
calibragdo por correspondéncia exata de sinais entre calibrante, PI e amostra (exact matching

calibration) foi utilizado.

O caélculo das fracdes méassicas dos metabolitos de nitrofuranos (wy) por exact matching calibration foi

realizado através da equacdo 1.
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my iy Ry 0

myc my RBC

Wy = W, X

Onde,

wy € a fracdo massica do analito no candidato a MRC; w: é a fragdo massica do analito na solucao de
trabalho; m. € a massa de solucdo de analito adicionada ao calibrante; my. € a massa de solugdo de PI
adicionada ao calibrante; m, € a massa de solucdo de PI adicionada a amostra; m, é a massa de amostra;
Rp é arazdo entre as intensidades dos sinais analito/PI na amostra; € Rpc € a razdo entre as intensidades

dos sinais analito/PI no calibrante.

Quanto ao teor de umidade residual no frango liofilizado, devido aos resultados obtidos nos estudos de

homogeneidade e estabilidade, o candidato a MRC ndo foi caracterizado para esse parametro.

Apesar do método de andlise utilizado pelo Inmetro ser considerado um método de referéncia, com
potencial para ser um método priméario, ndo ha nenhum MRC em matriz similar disponivel para verificar
o nivel de exatiddao do mesmo. Por se tratar de uma matriz complexa (musculo de frango), onde a
presenca de interferentes é muito comum, a caracterizagdo desse candidato a MRC foi realizada com
subsidio dos resultados desta comparagao interlaboratorial (CI) cujos resultados estdo apresentados no

presente relatorio.

2.5. Orientacoes aos participantes
Os participantes foram orientados sobre a forma de armazenamento, manuseio e reconstitui¢do das

amostras, bem como sobre o nimero de replicatas e resultados a serem reportados.

Cada laboratério participante recebeu quatro (4) itens de comparagao, ou seja, quatro (4) frascos de vidro
ambar de 10 mL, contendo 1,3 g de material na forma liofilizada. As determinagdes da fracdo massica
dos metabolitos de nitrofuranos foram realizadas para 3 (trés) dos 4 (quatro) frascos recebidos, sendo
duas aliquotas retiradas de cada frasco (duas replicatas verdadeiras de cada frasco), totalizando 6 (seis)
medicdes. A quantidade minima de amostra analisada por aliquota foi de 250 mg de material liofilizado,
de forma a garantir que uma possivel heterogeneidade do material, em aliquotas menores do que as
estudadas, ndo influenciasse nos resultados. Um frasco além do necessario para as anélises, foi fornecido
para utilizacdo em testes iniciais. As determinagdes foram realizadas pelo método de anélise

implementado na rotina do laboratério participante.
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Os participantes foram orientados a reportar todos os resultados das medi¢des de fracdes massicas dos
metabdlitos de nitrofuranos, em termos de massa da amostra reconstituida. Os resultados individuais para
cadareplicata, de cada frasco analisado, foram reportados em um formulario de registro de resultados, bem
como o resultado final combinado, a incerteza-padrio e a incerteza expandida (com 95 % de nivel de

confianga), as principais fontes dessa incerteza e detalhes do método de analise e dos padrdes empregados.

A medicao do teor de umidade residual da amostra liofilizada foi facultativa nesta CI. Quando realizada,
os participantes foram orientados a utilizar a técnica de titulacdo de Karl Fischer coulométrico. A

quantidade minima de amostra para a determina¢ao de umidade residual foi de 100 mg.

2.6. Tratamento dos resultados dos participantes

Os laboratdrios participantes foram solicitados a reportarem os seus resultados em base timida, isto €, para
a fracdo massica dos metabdlitos na amostra reconstituida. Foram reportados os resultados por aliquota
analisada, as massas das aliquotas e de d4gua da reconstituicao, bem como o resultado final médio em base
umida, a incerteza associada a esse resultado e o fator de abrangéncia “k” para conversdo em incerteza

expandida.

O procedimento de reconstitui¢cdo foi contemplado no protocolo da comparacio, que continha todas as
informagdes relevantes para os participantes, tais como a forma de armazenamento € manuseio das
amostras, a forma de reportar os resultados e as instrucdes de preenchimento dos formularios. Conforme
o procedimento de reconstitui¢do, os participantes foram orientados a utilizarem uma quantidade de dgua
determinada com exatiddo (cinco casas decimais), em funcdo da massa da aliquota da amostra utilizada,
conforme a equacao 2:

m, = 2,9 X mq 2)

Onde, m,, é a massa de 4gua a ser adicionada e m, a massa da aliquota de material liofilizado retirada

para anélise.

Porém, devido as diferencas nas quantidades de dgua utilizadas, os resultados reportados para massa de
amostra reconstituida nao sdo compardveis, pois a fracdo massica do metabdlito varia em funcdo da massa
de 4gua que o laboratério utilizou para reconstitui¢ao. Por esse motivo, os resultados reportados foram
normalizados para uma propor¢ao Unica de dgua de 74 %, utilizando as massas das aliquotas e as massas
de 4gua de reconstitui¢do. Essa propor¢dao de 74 % foi estipulada com base em uma aproximagdo dos
resultados de experimentos onde foi calculada a quantidade de 4gua nas amostras reais de peito de frango

utilizadas na produgao do MR.
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Para fazer essa normalizacdo dos resultados reportados por cada laboratério, inicialmente converteu-se o
resultado de cada aliquota, reportado em base imida pelo laboratério “i”’, em fracdo méssica do metabdlito
no material liofilizado (conforme fornecido), utilizando a equacdo 3. Esses resultados ja sdo comparaveis,

pois as fracdes massicas estdo expressas para a massa do material na forma em que foi fornecido.

(maliquota + mégua) (3)

maliquota

xl-L = xl-R

Onde, x;, € a fragdo massica do metab6lito no material liofilizado, calculada para a aliquota analisada
pelo laboratorio “i”; x;, € a fragdo massica do metabolito no material em base umida, conforme
reportado para a aliquota analisada pelo laboratorio “i”; Mgguota € @ massa da aliquota; €, Mggyq @

massa de dgua de reconstituicao.

Cada resultado por aliquota foi entdo convertido em resultado expresso em base imida normalizada,

multiplicando esses resultados por 0,26 (equagdo 4), que corresponde a um teor de dgua de 74 %.

Xiy = X, X 0,26 )

Onde, x;, € a fracdo massica do metabdlito em base umida normalizada, calculada para a aliquota

[13e2]

analisada pelo laboratério “i”.

Apés essa conversdo, que foi realizada para o resultado de cada aliquota, o resultado médio do
laboratdrio expresso em base umida normalizada foi calculado. As incertezas reportadas também foram

convertidas em base imida normalizada.

Dessa forma, o tratamento estatistico dos resultados dos participantes para o célculo do valor de
consenso, foi realizado para os resultados e incertezas dos participantes, ja transformados para base

umida normalizada.

2.7. Analise Estatistica dos Resultados dos Participantes
A andlise estatistica dos resultados foi realizada conforme o Guia CCQM para estimativa de valor de
consenso: “CCQM Guidance note: Estimation of a consensus KCRV and associated Degrees of

Equivalence[12]. Nela foi englobada uma andlise descritiva dos resultados, desde a representacdo e a
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avaliacdo da consisténcia dos resultados, além da uma analise inferencial, com a estimacao de valores

de consenso via combinac¢do de resultados e o calculo da incerteza de medicdo dos estimadores.

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacao realizada pelo Inmetro

Nas andlises para caracterizacdo, um maior rigor metrolégico em comparacdo com as andlises dos
estudos de homogeneidade e estabilidade foi adotado para a obtencdo de resultados com maior grau de
exatiddo, contemplando todas as possiveis fontes de incerteza. Além do procedimento de calibragao por
exact matching, que tende a fornecer resultados com incertezas menores, foram preparadas duas solucdes
calibrantes totalmente independentes com relacio ao preparo. Essas solu¢des foram utilizadas no preparo
de duas amostras fortificadas para calibracao (CB1 e CB2) também independentes, ou seja, brancos de
peito de frango fortificados com essas solugdes, que foram usados para calibragdo. A média final dos
resultados obtidos a partir de apenas um dos calibrantes foi considerada como resultado final. Porém, os
resultados obtidos a partir dos dois calibrantes foram comparados através do teste de t de Student de
comparacdo de médias, com nivel de confianca de 95 %. Todos os analitos, com excec¢do da
semicarbazida (SEM), apresentaram médias iguais de seus resultados obtidos pelos dois calibrantes CB1
e CB2. No caso da SEM, em que houve diferenca entre as médias, essa variacao de resultados obtidos

“entre calibrantes”, foi incluida como fonte adicional de incerteza.

A tabela 5 apresenta os resultados por replicata, o resultado médio e as incertezas-padrao e expandida,

obtidos pelo Inmetro para a caracterizagao de cada valor de propriedade do candidato a MRC.

Tabela 5 - Resultados por replicata, resultado médio, e incertezas-padrdo e expandida, obtidos pelo
Inmetro para a caracterizacio do candidato a MRC.

Frasco Replicata AOZ (pg/kg) | AMOZ (ug/kg) | AHD (ng/kg) | SEM (ng/kg)
1 5,07 5,29 4,97 6,02
! 2 5,61 5,53 5,12 6,01
5 1 5,49 5,81 5,67 5,98
2 5,28 5,44 5,30 6,04
1 5,28 5,38 441 5,97
3 2 5,65 5,47 5,01 6,06
média 5,40 5,49 5,08 6,01
incerteza padrio (u) 0,28 0,23 0,45 0,19
incerteza expandida (U, k=2) 0,56 0,45 0,90 0,37

A rastreabilidade metroldgica dos resultados obtidos foi alcancada pela utilizagdo do método de EMDI,
que é um procedimento de medi¢do potencialmente primario de razdo, associado ao método de

gravimetria para o preparo das solucdes calibrantes. Além disso, a pureza dos padrdes dos analitos
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utilizados no preparo das solugdes calibrantes foi determinada por RMNq de 'H e '*C, utilizando MRC

de tereftalato de dimetila (TraceCERT®, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) como padrao interno.

A figura 1 apresenta um grafico de colunas com as contribuicdes das principais fontes de incerteza
associadas aos valores das medicdes do Inmetro, para cada analito, na caracterizacdo do candidato a

MRC.
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Figura 1 - Gréfico de colunas mostrando a contribui¢do (%) das principais fontes de incerteza na
caracterizacao do candidato a MRC, para os metabolitos AOZ, AMOZ, AHD e SEM.

Na figura 1, urec € a incerteza da recuperacdo; sr € o devio padrdo entre aliquotas analisadas; s; € o desvio
padrdo de repetibilidade; sec € 0 desvio padrdo que corresponde a variagao dos resultados obtidos a partir
de calibrantes diferentes; e my, myc, m;, mx € Wz, sao as fontes de incerteza oriundas da equacdo 1, de exact
matching. A fonte w, € composta pelas massas usadas no preparo da solugdo de calibracio e inclui também

a pureza do padrao.

3.2. Resultados dos Participantes

Apenas um participante reportou o resultado para o teor de umidade residual das amostras fornecidas.
Diante disso e das questdes de instabilidade desse parametro em algumas temperaturas estudadas, o
material ndo foi caracterizado para o teor de umidade residual e os resultados nao serdo apresentados neste

relatorio.

Quanto a fracdo massica dos metabdlitos, conforme ja mencionado, os laboratérios foram orientados a
reportarem os valores em base imida, ou seja, para o material reconstituido. Porém, como as propor¢des
entre massa de amostra e massa de dgua de reconstitui¢do utilizadas por cada participante sao diferentes,

entdo os resultados ndo podem ser comparados diretamente. Portanto, os resultados foram previamente
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convertidos em base umida normalizada, conforme o item 2.6, para que pudessem ser tratados. As
tabelas 6, 7, 8 e 9 apresentam os resultados conforme reportados pelos participantes € 0s mesmos

resultados apds a conversdo para base imida normalizada.

Tabela 6 - Resultados dos participantes para a fragdo massica do AOZ, conforme reportados, e
resultados em base umida, normalizados.

Resultados conforme reportados Resultados em base imida, normalizados
S0 frasco pI(}: ilﬂfl?l(:)(:a o k . pI(}: ilﬂfl?l(:)(:a ML o v
Laboratério () (ng/kg) (ng/kg) i) (ng/kg) | (ug/kg) | (ug/kg)
3,84 3,88
237
412 4,18
4,04 4,08
16 098 4.247* 2 0,12 4,29 0,12 0,06
4,62 4,66
4,09 4,12
028
4,77 4,79
1,899 1,91
52
1,95 1,96
1,874 1,88
06 114 1,914 2 0,107 1,93 0,11 0,05
1,918 1,93
1,94 1,96
216
1,906 1,91
1,58 1,60
131
1,54 1,56
1,65 1,68
26 159 1,6 2 0,12 1,62 0,12 0,06
1,59 1,62
1,66 1,69
194
1,58 1,60
1,773 1,36
89
1,869 1,39
1,923 1,47
56 177 1,87 0,99+ 0,3 1,42 0,23 0,09
1,918 1,42
1,872 1,42
228
1,856 1,48
- 1,32
62
- 1,46
- 1,43
Inmetro 136 - - - 1,40 0,15 0,07
- 1,37
- 1,37
233
- 1,47

*Q valor informado pelo laboratdrio 16 ndo corresponde a média dos valores reportados por replicata (4,78 ng/kg). Portanto,
a média foi recalculada.
**Q laboratério 56 reportou o valor de k de 0,99 que foi considerado como um nivel de confianca de 99 %. O valor de & foi,

portanto, calculado com base nesse nivel de confianca.
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Tabela 7 - Resultados dos participantes para a fragdo massica do AMOZ, conforme reportados, e
resultados em base uimida, normalizados.

Resultados conforme reportados Resultados em base imida, normalizados
LEIE D frasco p§: il;;:]?l?)(:a REdh k o p§: il;;:]?l?)(:a REdh o v
Laboratério (i) (ng/kg) (ng/kg) (el (ng/kg) | (ug/kg) | (ng/kg)
NR NR
237
NR NR
NR NR
41% 098 NR NR NR NR NR NR
NR NR
NR NR
028
NR NR
2,216 2,23
52
2,218 2,23
2,105 2,12
39 114 2,136 2 0,15 2,15 0,15 0,08
2,119 2,13
2,046 2,06
216
2,115 2,12
1,57 1,58
131
1,55 1,57
1,53 1,56
11 159 1,61 2 0,11 1,63 0,11 0,06
1,58 1,61
1,74 1,77
194
1,67 1,69
2,033 1,55
89
2,179 1,63
2,043 1,56
32 177 2,12 0,99%* 0,3 1,62 0,23 0,09
2,24 1,65
2,131 1,61
228
2,12 1,69
- 1,37
62
- 1,44
- 1,51
Inmetro 136 - - - 1,43 0,12 0,06
- 1,41
- 1,40
233
- 1,42

*QO laboratério 32 reportou o valor de k de 0,99 que foi considerado como um nivel de confianga de 99 %. O valor de & foi,

portanto, calculado com base nesse nivel de confianca.
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Tabela 8 - Resultados dos participantes para a fracdo massica do AHD, conforme reportados, e
resultados em base umida, normalizados.

Resultados conforme reportados

Resultados em base imida, normalizados

SO frasco pl:: Zl;::]?l(f):a G k v pI:: Z\lﬂ:;l(:)(:a G U "
Laboratério Qe (ng/kg) (ng/kg) i) (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg)
2,46 2,48
237
2,29 2,32
1,75 1,77
10 098 1,97 2 0,12 1,99 0,12 0,06
2,08 2,10
1,66 1,67
028
1,6 1,61
1,875 1,89
52
1,896 1,90
1,823 1,83
18 114 1,875 2 | 0,116 1,89 0,12 0,06
1,874 1,89
1,882 1,90
216
1,897 1,90
1.4 1,41
131
1,24 1,26
1,41 1,43
42 159 1,36 2 0,16 1,38 0,16 0,08
1,38 1,40
1,33 1,35
194
1.4 1,42
1,823 1,39
89
1,32 0,98
1,57 1,20
53 177 1,51 | 99% | 045 1,14 0,34 0,13
1,621 1,20
1,161 0,88
228
1,509 1,20
i 1,29
62
- 1,33
i 1,47
Inmetro 136 - - - 1,32 0,24 0,12
- 1,38
i 1,15
233
_ 1,30

*O laboratério 53 reportou o valor de k de 99 que foi considerado como um nivel de confiangca de 99 %. O valor de & foi,

portanto, calculado com base nesse nivel de confianca.
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Tabela 9 - Resultados dos participantes para a fragdo massica da SEM, conforme reportados, e
resultados em base umida, normalizados.

Resultados conforme reportados Resultados em base imida, normalizados
(EtE e frasco p§: zll;;(t]?:)(:a ML k 0 pI(}: il::;?l(:)(:a LD 0 v
Laboratdério /k
(i) (ng/kg) (ng/kg) (i) (ng/kg) | (ng/kg) | (ng/kg)
6,4 6,46
237
5,06 5,14
3,86 3,90
01 098 4,78 2 0,12 4,82 0,12 0,06
4,7 4,74
4,24 4,27
028
4,42 4,44
2,016 2,03
52
2,079 2,09
2,068 2,08
38 114 1,999 2 0,131 2,06 0,14 0,07
2,111 2,13
2,039 2,06
216
1,999 2,00
1,65 1,68
131
1,49 1,51
1,59 1,62
08 159 1,56 2 0,13 1,59 0,13 0,07
1,54 1,56
1,62 1,64
194
1,49 1,51
2,552 1,95
89
2,173 1,62
2,267 1,73
50 177 2.4 99%* 0,5 1,83 0,38 0,15
2,596 1,92
2,414 1,83
228
2,397 1,91
- 1,57
62
- 1,56
- 1,56
Inmetro 136 - - - 1,56 0,10 0,05
- 1,57
- 1,55
233
- 1,58

*O laboratério 50 reportou o valor de k de 99 que foi considerado como um nivel de confianga de 99 %. O valor de & foi,

portanto, calculado com base nesse nivel de confianca.

Além dos resultados quantitativos, os participantes reportaram também informagdes sobre os
procedimentos de extragdo e clean-up das amostras, e sobre os padrdes e padroes internos utilizados nas

analises, conforme mostrado na tabela 10.
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Tabela 10 - Informagdes dos participantes sobre técnicas analiticas, métodos de extracdo e clean-up,
padroes e padrdes internos utilizados na CI.

matriz fortificada

etila (2x);

Evaporacio;

Solubilizag¢do com
metanol/amfo (?) (15:85);
Extracdo com hexano (2x).

SEM-HCI (Witega, 99,0 %)

Técnica analitica Procedimentos de Padroes QAN Padrdes internos
5 ~ ~ valor da
e de calibracao extracao e clean-up* (fornecedor, pureza) e (fornecedor, pureza)
* Adicdo de PI e repouso por
15 min;
e Hidrolise acida e
derivatizacdo com NBA
AQOZ
por 16 ha37 2 °C; 0
. Ajuste para pH 7 £ 0,5: (Dr Ehrenstorfer, 99,3 %)
LAE-EM/EM, | i tificad
C adr()niza/ - > Et).cltra(gzao) .com acetato de AHD Cer 11 (1)ca 0] AOZ.Ds
pac ¢ etrla (2x); (Dr Ehrenstorfer, 99,38 %) (Sigma-Aldrich, 99,3 %)
interna e Evaporagio com fluxo de fornecedor
N2, SEM
* Solubiliza¢do com 200 uL. (Dr Ehrenstorfer, 99,5 %)
de metanol e 800 uL de
4gua ultrapura;
o Filtragdo do extrato com
membrana de 0,45 pm.
AOZ-D4
* Hidrolise 4cida e AOZ (Witega, 99,7%); (Witega, > 99,3 %)
derivatizagdo com 2-NBA; AMOZ.D
CLAE-EM/EM, |. Extracdo com acetato de AMOZ (Witega, 99,4 %); o . g o
padronizagdo etila; Certldf(l)cado (Witega, > 99,1 %)
. o ~ . ; 0/
ln.terna COm Evap().rflga(): AHD (Wltega, 99,3 /0)7 fOrnecedor AHD_13C
matriz fortificada |* Solubilizag¢do dos extratos (Witega, > 99 %)
com ACN/4gua. SEM-HCI ’
1 _ o 0,
(Sigma-Aldrich, 99 %) cloridrato de SEM-['*C,SN2]
(Witega, > 99 %)
¢ Hidrélise 4acida e AOZ AOZ-D4
derivatizagdo simultanea (Dr. Ehrenstorfer, 99,32 %) (Dr. Ehrenstorfer, 97,92 %)
com 2-NBA durante a
CLAE-EM/EM noite; AMOZ o AMOZ-Ds
.~ 7 |e Ajuste de pH; (Sigma-Aldrich, 99,5 %) Certificado (Dr. Ehrenstorfer, 97,59%)
padronizacio -
Nt ¢ Extra¢do com acetato de do
interna com etila; AHD fornecedor AHD-PC
matriz fortificada |, Solubilizagdo dos extratos | (Dr. Ehrenstorfer, 99,38 %) (Sigma-Aldrich, 99,0%)
com metanol:agua;
* limpeza com n-hexano SEM-HCI cloridrato de SEM-[13C,N2]
(2x). (Dr. Ehrenstorfer, 99,80 %) (Sigma-Aldrich, 99,0 %)
¢ Adigdo PI e tempo para
equilibrio; AOZ-Ds
¢ Hidr6lise acida e .
derivatizag@o simultinea (Witega, > 99,3 %)
¢ AOZ (Sigma, 99,7 %)
com 2-NBA durante a
- . AMOZ-Ds
CLAE-EM/EM, noite; . . :
. . AMOZ (Witega, 99,6 %); Certificado (Witega, > 99 %)
padronizagdo * Ajuste para pH 7; do
interna com Extracdo com acetato de AHD (Witega, 99,6 %): fornecedor AHD-13C

(Witega, > 99 %)

Cloridrato de SEM-[3C,5N2]
(Witega, > 99 %)

*As informacdes sobre os métodos de extragdo encontram-se resumidas, e algumas etapas podem ter sido omitidas pelo préprio

participante. Portanto, essas informagdes ndo retratam a totalidade do procedimento, mas fornecem apenas uma nocao geral

sobre o principio do método utilizado para a extracio dos analitos.
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As informacdes apresentadas na tabela ndo se encontram necessariamente na mesma ordem que 0s
resultados quantitativos apresentados nas tabelas anteriores. Sobre as informagdes apresentadas, cabe
destacar que um dos participantes informou que utilizou apenas um dos analitos isotopicamente
marcados (AOZ-D4) como padrdo interno. O mesmo participante ndo informou se utilizou calibragao

em solugdo ou em matriz fortificada. Todos os laboratérios utilizaram a técnica de CLAE-EM/EM.

3.3. Valores de consenso

Os resultados médios das fracdes massicas dos metabolitos de nitrofuranos obtidos por cada laboratério,
convertidos em base umida normalizada, bem como as suas incertezas associadas, foram utilizados no
célculo do valor de consenso pelo método estatistico MM-estimation [13]. Esse estimador consiste em
um método de regressdo robusta que é recomendado pelo CCQM para o cédlculo de um valor de consenso
quando ndao ha consisténcia mutua entre os resultados e as incertezas também se diferenciam

significativamente [12].

As tabelas 11 a 14 apresentam de forma resumida os resultados médios dos laboratérios participantes e
do Inmetro para as fracdes massicas dos metabdlitos de nitrofuranos AOZ, AMOZ, AHD e SEM, no
candidato a MRC, expressos em base imida normalizada. Os resultados dos valores de consenso para

cada analito e suas respectivas incertezas-padrao e expandidas também sdo apresentados.

Tabela 11 - Resultados de fragcdo massica de AOZ no candidato a MRC, valor de consenso e incertezas
dos resultados e do valor de consenso, expressos em base imida normalizada.

AOZ
Codigo do laboratério | xi (ug/kg) | u(xi) (ug/kg) k U(xi) (ng/kg)
16 4,29 0,061 2,00 0,12
06 1,93 0,054 2,00 0,11
26 1,62 0,061 2,00 0,12
56 1,42 0,089 2,58% 0,23
Inmetro 1,40 0,073 2,00 0,15
Valor de consenso, X 1,66
uw(X) 0,13
k (gl=4; 95 %) 2,78
UXx) 0,37

*Valor de k calculado com base em um nivel de confianga de 99 %.
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Tabela 12 - Resultados de fracdo massica de AMOZ no candidato a MRC, valor de consenso e
incertezas dos resultados e do valor de consenso, expressos em base imida normalizada.

AMOZ
Codigo do laboratério | xi (ug/kg) | u(xi) (ug/kg) | k U(xi) (ng/kg)
41 NR NR NR NR
39 2,15 0,075 2,00 0,15
11 1,63 0,056 2,00 0,11
32 1,62 0,089 2,58%* 0,23
Inmetro 1,43 0,059 2,00 0,12
Valor de consenso, X 1,65
u(X) 0,16
k (g1=3; 95 %) 3,18
UXx) 0,51

*Valor de k calculado com base em um nivel de confianca de 99 %.

Tabela 13 - Resultados de fracdo massica de AHD no candidato a MRC, valor de consenso e incertezas
dos resultados e do valor de consenso, expressos em base imida normalizada.

AHD
Codigo do laboratério | xi (ug/kg) | u(xi) (ug/kg) k Uxi) (ng/kg)
10 1,99 0,061 2,00 0,12
18 1,89 0,058 2,00 0,12
42 1,38 0,081 2,00 0,16
53 1,14 0,13 2,58%* 0,34
Inmetro 1,32 0,12 2,00 0,24
Valor de consenso, X 1,73
u(X) 0,16
k (gl=4; 95 %) 2,78
UXx) 0,45

*Valor de k calculado com base em um nivel de confianca de 99 %.
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Tabela 14 - Resultados de fracdo massica de SEM no candidato a MRC, valor de consenso e incertezas
dos resultados e do valor de consenso, expressos em base imida normalizada.

SEM
Codigo do laboratoério xi (ug/kg) | u(xi) (ug/kg) k U(xi) (ng/kg)

01 4,82 0,061 2,00 0,12

38 2,06 0,068 2,00 0,14

08 1,59 0,066 2,00 0,13

50 1,83 0,15 2,58%* 0,38

Inmetro 1,56 0,048 2,00 0,10
Valor de consenso, X 1,70
u(X) 0,13
k (gl=4; 95 %) 2,78
UXx) 0,35

*Valor de k calculado com base em um nivel de confianca de 99 %.

As figuras 2 a 5 apresentam os resultados dos laboratérios participantes da CI para a caracterizacao do

candidato a MRC de metabdlitos de nitrofuranos em musculo de frango, para cada valor de propriedade.

AOZ

4.0 45
|

3,5
1

peg/kg

Inmetro 56 26 06 16
Participante

Figura 2 - Gréfico de resultados dos participantes para fragao massica de AOZ com suas incertezas
expandidas e valor de estimativa MM (valor de consenso) representado pela linha continua. A linha
tracejada representa a incerteza expandida do valor de consenso.
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AMOZ

ng/kg
1,6
|
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R

1,2

1,0
:

Inmetro 32 11 39
Participante

Figura 3 - Gréfico de resultados dos participantes para fracdo massica de AMOZ com suas incertezas
expandidas e valor de estimativa MM (valor de consenso) representado pela linha continua. A linha
tracejada representa a incerteza expandida do valor de consenso.

AHD

1,0
|

53 Inmetro 42 18 10
Participante

Figura 4 - Gréfico de resultados dos participantes para fracdo massica de AHD com suas incertezas
expandidas e valor de estimativa MM (valor de consenso) representado pela linha continua. A linha
tracejada representa a incerteza expandida do valor de consenso.
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SEM

o ———— -
I

——

Inmetro 08 50 38 01
Participante

Figura 5 - Gréfico de resultados dos participantes para fracdo massica de SEM com suas incertezas
expandidas e valor de estimativa MM (valor de consenso) representado pela linha continua. A linha
tracejada representa a incerteza expandida do valor de consenso.

Quando as incertezas expandidas dos laboratdrios participantes estiverem contidas no intervalo do valor
de consenso, ndo ha evidéncia estatistica de diferencga entre tais medi¢des. Neste sentido, os resultados
dos laboratorios codificados como 56, 06 € 26 (AOZ); 32, 11 e 39 (AMOZ); 53, 42, 18 ¢ 10 (AHD); e,
08, 50 e 38 (SEM), sdo equivalentes estatisticamente ao valor de consenso representado pela linha
continua nas figuras pois suas incertezas expandidas cruzam o intervalo de confianca desse valor,

delimitado pelas linhas pontilhadas.

Os intervalos de confianca correspondem as incertezas expandidas, U(X), para k=2 e um nivel de
confianca de 95 %. Os resultados de codigos 16 para o AOZ e 01 para a SEM ficaram fora do intervalo
de confianga e, portanto, ndo sdo compativeis com o valor de consenso. Esses resultados foram
considerados suspeitos de serem aberrantes pela anélise visual das Figuras 2 e 5, pois encontram-se
muito acima dos demais resultados e do intervalo de confianca. A suspeita desses valores aberrantes foi
confirmada pelo teste de Grubbs. No entanto, esses resultados aberrantes ndao foram removidos do
conjunto de dados, uma vez que o método estatistico empregado para o cédlculo do valor de consenso
(MM-estimation) € um método robusto. Os métodos robustos sdo baseados em calculos de medidas de
posic¢ao e por esse motivo nao sofrem influéncia de valores extremos e usualmente esses valores nao sao

removidos do conjunto de dados para o tratamento estatistico.
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Os resultados do Inmetro podem ser considerados equivalentes aos valores de consenso para todos os
analitos, uma vez que se encontram dentro do intervalo de confiang¢a, ou a sua incerteza cruza o intervalo

de confianca, como no caso do AHD.

O Inmetro € um Instituto Nacional de Metrologia (INM) e € o produtor do candidato a MRC em questao.
Para que as medicdes e os valores fornecidos por um Instituto Nacional de Metrologia (INM) ou um
Instituto Designado (ID) tenham reconhecimento do BIPM (Bureau Internacional de Pesos e Medidas)
e, consequentemente, o Instituto tenha as suas Capacidades de Medi¢ao e Calibracao (CMC) publicadas
na Base de Dados de Comparacdes Chave (Key Comparison Database, KCDB) do CIPM [14], a
rastreabilidade metroldgica ao SI precisa ser estabelecida, ou via a realiza¢do priméaria ou representacao
da unidade de medicdo em questdo, ou via um outro INM ou ID que tenha uma CMC relevante com
incerteza apropriada publicada no KCDB. Portanto, o Inmetro, como produtor deste MRC e Instituto

Nacional de Metrologia, necessita seguir este critério adicional.

Nessa comparacdo interlaboratorial, o Inmetro poderia combinar os seus resultados apenas com outro
INM ou Instituto Designado, com CMC publicada no KCDB. Contudo, nem todos os participantes
atendiam a esses requisitos para que o valor de consenso fosse utilizado como o valor da caracterizagao.
Além disso, a maior parte dos participantes ndo forneceu informagdes solicitadas as fontes de incerteza
de seus resultados, e suas respectivas contribuicdes. Nenhum dos participantes forneceu informacoes
sobre a origem dos valores da pureza dos padrdes utilizados de forma que evidenciasse minimamente a

rastreabilidade metroldgica desses valores ao SI.

Portanto, o valor final da caracterizacdo do candidato a MRC foi estabelecido como sendo o valor
fornecido apenas pelo Inmetro e o valor de consenso da CI foi comparado a esse valor de caracterizagao

com o objetivo de reforgar a sua confiabilidade.

4. Confidencialidade

Cada participante foi identificado por cdédigo individual que é conhecido somente pelo préprio
participante e pela coordenacdo da CI. Conforme estabelecido na ficha de inscricao, a identificacao dos
laboratdrios acreditados e em fase de acreditacdo serd enviada para conhecimento da Coordenacao Geral
de Acreditacdo (Cgcre). O participante recebeu, via e-mail, o seu codigo de identificacdo correspondente
a sua participacdo na CI. Este c6digo foi utilizado como identificacdo do participante no preenchimento
do formulario de registro de resultados. Os resultados poderao ser utilizados em trabalhos e publicacdes

pelo Inmetro respeitando-se a confidencialidade de cada participante.
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Conforme estabelecido no item 4.10.4 da ABNT ISO/IEC 17043:2011, em circunstancias excepcionais,
uma autoridade reguladora pode requerer os resultados e a identificacdo dos participantes da CI ao

provedor. Se isto ocorrer, o provedor da CI notificard esta acdo aos participantes.

5. Conclusoes
Esta comparagdo interlaboratorial atingiu o seu propodsito de estabelecer valores de consenso para as
fracOes massicas dos metabdlitos AOZ, AMOZ, AHD e SEM no candidato a MRC em muisculo de

frango.

A maioria dos resultados reportados apresentaram concordancia com os valores de consenso. Os
resultados de caracterizagdo do Inmetro foram todos considerados compativeis com os valores de
consenso e serdo utilizados como valores de caracterizagao do candidato a MRC para as fragdes massicas

dos quatro metabdlitos de nitrofuranos.

E importante ressaltar que ndo foi possivel estabelecer a rastreabilidade metrolégica do valor de
consenso, uma vez que ndao ha como comprovar a rastreabilidade metrolégica do resultado de cada
participante. Portanto, a rastreabilidade do valor de caracterizacdo do Inmetro foi estabelecida, ndo pela
comparacdo com o valor de consenso, mas pelo uso de procedimentos de medi¢do potencialmente
primarios, pela utilizacdo de padrdes com pureza determinada com rastreabilidade e pela inclusio das

possiveis fontes de erro como fontes de incerteza.

Os laboratorios convidados a participar dessa CI sdo, de alguma forma, laboratérios reconhecidamente
competentes nas andlises de nitrofuranos em matrizes alimentares. Contudo, resultados com erros
sistematicos podem ocorrer pontualmente. O propdsito desta CI ndo foi avaliar o desempenho dos
laboratérios, contudo, cabe a cada um dos participantes que obtiveram resultados ndo compativeis com
o valor de consenso, realizar uma avaliacdo critica desses resultados de forma a buscar um melhor
entendimento sobre possiveis fontes de erro dos seus métodos de analise e implementar medidas de

melhoria.

Finalizando, o Inmetro, na figura do comité técnico e de organizacao desta CI, agradece aos laboratdrios
que participaram desta comparacdo interlaboratorial, o que tornou possivel a conclusdo da etapa de

caracterizacdo do projeto de certificacao deste candidato a MRC.
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6. Participantes

Recebemos quatro (4) inscricdes na Comparacao Interlaboratorial para Caracterizar um Candidato a
Materiais de Referéncia Certificado de Metabdlitos de Nitrofuranos em Frango e todos enviaram seus
resultados. A lista dos participantes que enviaram os resultados a coordenacao desta CI € apresentada na
Tabela 15. E importante ressaltar que a numeracdo da tabela é apenas indicativa do ndmero de
participantes na CI, ndo estando, em hipdtese alguma, associada a identificacdo dos participantes na

apresentacdo dos resultados.

Tabela 15 — Participantes.

Organizacao

1. |Agéncia Federal de Protecdo ao Consumidor e Seguranca Alimentar, Bundesamt [fiir
Verbraucherschutz (BVL), Alemanha.

2. | Autoridade Alimentar Finlandesa, Finnish Food Authority, Finlandia.

3. | Laborat6rio Federal de Defesa Agropecudria de Sao Paulo (LFDA/SP), Brasil.

4. |NSF Bioensaios, Brasil.

Total de participantes: 4.
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