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RESUMO GERAL

A presenga de residuos de antibidticos no leite resulta da aplicagdo de diferentes
substancias antimicrobianas no gado leiteiro para o tratamento de infeccbes e uso
profildtico na prevencdo de doencas e como aditivos adicionados a ragdo para
promover o crescimento do animal. A utilizacdo indiscriminada dos antibiéticos pode
estar associada a presenca de residuos no leite e em seus derivados acima dos
Limites Maximos de Residuos (LMR) permitidos. A demanda por um controle da
qualidade deste produto levou a necessidade de métodos analiticos confidveis que
permitam avaliar o teor desses residuos, visando garantir a qualidade dos alimentos,
a seguranca do consumidor € o reconhecimento matuo a nivel internacional. Esta
pesquisa descreve o procedimento de validacao intralaboratorial de um método para
identificar e quantificar residuos de anfenicéis e de treze antibi6ticos da classe dos B-
lactamicos em leite UHT e em p6 integrais por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao espectrometro de massas (CLAE/EM), de acordo com os critérios de
validacao preconizados pela Diretiva 2002/657/EC. Foram analisadas 475 amostras
de leites integrais UHT e 140 em pé, perfazendo um total de 615 amostras. A coleta
foi realizada pela Vigilancia Sanitaria dos estados de MG, RJ, SP, PR, RS, SC, ES,
GO, MS, BA, PA e RO no periodo de julho/2006 a junho/2007. As amostras foram
previamente submetidas ao ensaio de Kit SNAP e Kit ELIZA para cloranfenicol e B-
Lactamicos, respectivamente. O método por CLAE/EM foi utilizado para confirmar
quantitativamente os antibioticos cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol, e
qualitativamente os B-lactamicos (ampiclina, amoxicilina, cloxacilina, dicloxacilina,
oxacilina, penicilinas G e V, cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefoperazone e ceftiofur).
Observou-se que 0,65% do total de amostras de leite UHT foram confirmadas,
enquanto na triagem 4,11% foram reagentes. Para o leite em p6 somente 1,44% do
total de amostras foram confirmadas para florfenicol, enquanto na triagem 30,9% das
amostras foram reagentes. Na triagem foi detectada a presencga de residuos de B-
lactdmicos em 3 amostras de leite UHT e 3 amostras de leite em p6. Em todas foi
confirmada a presenca do residuo de cefapirina, representando, respectivamente,
0,65% e 2,14% do total das amostras. Os resultados mostraram que o método
desenvolvido apresentou eficiéncia satisfatoria ao uso pretendido.
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SUMMARY
The presence of antibiotic residues in milk resulting from the application of various
antimicrobial substances in dairy cattle for the treatment of infections and prophylactic
use in prevention of disease, before or after exposure, and added to feed additives to
promote growth of the animal. Their indiscriminate use can be associated to the
presence of residues in the milk and milk derivatives above the Maximum Limits of
Residues (LMR) allowed. The demand for a control of the quality of this product, took
to the development of reliable analytic methods that allow to evaluate the residue of
antibiotics seeking to guarantee the quality of the victuals, the consumer's safety and
the mutual recognition at international level. This study describes the procedure for
intralaboratory validation of the method to identify and quantify residues amphenicols
and thirteen antibiotics of the class of p—lactams in UHT and powder milk by high
performance liquid chromatography coupled to mass spectrometer. They were
analyzed 475 UHT milk samples and 140 powder milk samples, covering a total of
615. The collection was carried by the Sanitary Surveillances of States of MG, RJ,
SP, Pr, RS, SC, ES, GO, MS, BA and PA in the period from july 2006 to june 2007.
The samples were previously submitted to Kit SNAP rehearsal and of Kit ELISA for
chloranphenicol and B-lactamics respectively.The method of high performance liquid
chromatography coupled with simple quadrupole mass detection (HPLC/MS) it was
used to confirm quantitatively the chloranphenicol, thiamphenicol and florphenicol
antibiotics and qualitatively the p-lactamics ampicillins, amoxicillin, cloxacillin,
oxacillin, penicilins G and V, cephapirin, cephalothin, cefoperazone and ceftiofur
antibiotics. It was found that 0.65% of total samples of milk were confirmed, while
4.11% were in the screening reagents. For milk powder only 1.44% of total samples
were confirmed to florphenicol, while 30.9% in the screening of samples were
reactive. Sorting to detected in the presence for residues of B-lactamics in three
samples of milk an three samples of milk powder. In all samples the cephapirin, a -
lactamics class of cephalosporins, was aconfirmed, representin respectively 065%
and 2.14 of total samples. The results showed that the method developed showed

satisfactory performance to intended use.
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1. INTRODUCAO GERAL

Historicamente, a agricultura mundial foi impulsionada significativamente nos
anos 60 e 70 com a chamada “revolucdo verde” quando as praticas até entio
camponesas foram substituidas pela de mecanizacgao, correcéao e fertilizacdo do solo,
pelo emprego de agrotéxicos e quimioterapicos contra pragas e doencas, e para
promover o0 crescimento. Fatos esses que impeliram a producdo mundial de
alimentos para patamares nunca antes experimentados (COMERON & ANDREO,
2000).

Assim, a insercao de animais aos sistemas agricolas, que antes era definida
pela disponibilidade de alimentos e pelo clima, passou, na producéao intensiva, a ser
feita a partir do manejo das instalagdes e o nicho alimentar, substituido pela ragao
industrialmente formulada (KHATOUNIAN, 1998; MOURA, 2000). Como reflexos
negativos dessas praticas, ainda nos anos 70, surgiram as erosbées e as
contaminagdes de mananciais e solos. Nos anos 80, praticas menos agressivas ao
ambiente passaram a ser experimentadas e adotadas (NEVES, 2000).

Na década de 90, os efeitos colaterais prejudiciais advindos da chamada
"revolucdo verde" acarretaram movimentos em diferentes partes do mundo
evidenciados, principalmente, com o evento "Rio-92 — Conferéncia das Nagbes
Unidas para o Meio Ambiente e Desenvolvimento”, quando se reconheceu a
importdncia de caminhar para a sustentabilidade. Paralelamente, a agricultura
recebeu grande impacto em fung&o das crises envolvendo a cadeia alimentar, entre
elas, os surtos de febre aftosa e de encefalopatia espongiforme bovina ou doenca da
vaca-louca, seguidos pelos efeitos dos alimentos geneticamente modificados, das
contaminagdes microbioldgicas, da resisténcia bacteriana a antibidticos utilizados
sem devido controle na producdo animal, dos pesticidas, dos hormdnios. Esses
episddios culminaram com a elaboragédo e aplicagdo de uma politica de controle de
qualidade dos alimentos destinados ao consumo (JACCOUD, 1998).

De acordo com BOUTRIF (1998) a garantia da seguranca alimentar e a
reducdo de obstaculos ao comércio devem ser realizadas por um processo de

harmonizacao das regulamentacdes sobre alimentos, padrdes de qualidade e de



orientacbes normativas. Além disso, é importante o controle dos animais que dao
origem a alimentos para o homem — que deve ser realizado por todos os paises,
tanto internamente quanto externamente — visando o estabelecimento de normas e
legislagdes. Assim, no final de 1980 e inicio de 1990, surgiram os paradigmas da
sustentabilidade e da qualidade total, evidenciando a preocupacédo da populacao
com os problemas relacionados com a ingestdo de alimentos contaminados.
Segundo BRANDAO (2001), a producéo de alimentos seguros, saudaveis e nutritivos
e em bases sustentaveis e competitivas € um dos fundamentos da seguranca
alimentar. Ou seja, deve-se garantir que a populacdo tenha acesso a alimentos
imprescindiveis a sua nutricdo, o que inclui tanto a produgdo como o abastecimento
e a comercializagao.

BRESSAN et al. (2000) relataram que a sustentabilidade e a competitividade
sdo conceitos complementares e tém tudo a ver com a seguranga alimentar,
especialmente em sua dimensdo relacionada com a expansdo da oferta de
alimentos, por parte dos produtores. Nao € em vao que a Organizacao para
Agricultura e Alimentacao (FAO), ligada a Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU),
define seguranca alimentar, conforme BELIK (2003), como:

“Uma situagcdo na qual fodas as pessoas, durante todo o tempo, possuam
acesso fisico, social e econémico a uma alimentagdo suficiente, segura e
nutritiva, que atenda a suas necessidades dietarias e preferéncias alimentares

para uma vida ativa e saudavel.”

Obviamente, o conceito de seguranca alimentar reafirma o direito
inquestionavel de todo o cidaddo a uma alimentacdo de qualidade e em quantidade
suficiente em todas as fases de sua vida" (LAVINAS & NABUCO, 1996).

Assim, a reforma estrutural com estabilizagdo econbmica, o consistente
aumento no nivel de demanda nacional, a liberalizagcao e abertura econémica, a nova
regulamentacdo do MERCOSUL, publicada em 1994, e o acordo sobre a aplicacdo
de medidas sanitarias e fitosantarias provocaram mudangas fundamentais no

sistema agroindustrial, pricipalmente no do leite (BORTOLETO & WILKINSON,



1999). Como marco desta mudanca, destaca-se o Codex Alimentarius (1963), criado
pelas FAO e WHO (World Health Organization), e a ONU, responsaveis pelos
programas mundiais de saude e alimentacdo, cujo objetivo é criar regras que
estabelecessem padrbes confidveis de producdo e manipulacao de alimentos para
garantir a qualidade sanitaria destes.

Consequentemente, 0 mercado consumidor busca, além da questao sanitaria,
alimentos de melhor qualidade nutricional. Nesse contexto, o leite € um dos produtos
alimenticios mais importantes da agropecuaria, em razdo da sua estratégia no
balanceamento das dietas dos humanos e de seu relevante papel econdémico e
social. Segundo BEHMER (1984), o leite € um liquido secretado pelas glandulas
mamarias das fémeas dos mamiferos, um pouco antes e principalmente apés o
parto. Entretanto, LUQUET (1991) afirmou que, em 1909, o “Congresso Internacional
de Fraudes" definiu o leite como sendo “... o produto integro da ordenha total e sem
interrupcdo de uma fémea leiteira em bom estado de saude, bem alimentada e sem
sofrer cansaco, isenta de colostro, recolhido e manipulado em condigdes higiénicas”.

Qualquer que seja a definicdo adotada, o leite € um dos poucos alimentos
consumidos na sua forma natural que apresenta a composicdo mais completa sob o
aspecto nutricional. Com suas caracteristicas organolépticas proprias, o leite possui
coloragdo que vai desde a cor branca a levemente amarelada, dependendo do seu
teor de pigmentos carotendides lipossoluveis. Quanto a composicdo quimica, sao
constituintes em abundancia a 4&gua, lactose, gordura e proteinas, € como
micronutrientes as vitaminas, enzimas e pigmentos. Assim, desde seu aparecimento,
apresenta-se quase indissociavel da alimentacdo humana, sendo assim, deve
apresentar condicbes sanitarias adequadas, estando isento de qualquer forma de
contaminagao ou substancias estranhas (LUQUET, 1991; PALMQUIST et al., 1993;
TORIl et al., 2004).

A producdo, o processamento, a distribuicdo e o consumo do leite induzem
alteragbes bioquimicas, fisico-quimicas, microbioldgicas, nutricionais, sensoriais e
reolégicas que podem comprometer a qualidade do produto final. A obtencao de leite
que apresente a composicao quimica dentro dos parametros de qualidade tornou-se

um dos pilares sustentaveis no desenvolvimento dos produtos agropecuarios.



Portanto, a importancia da ciéncia e da tecnologia dos alimentos na melhoria da
qualidade de vida do homem é ressaltada pela vital necessidade de se ter alimentos
com alto valor nutricional, disponiveis a populacdo (GRUMER, 1991; MURPHY et al.,
1995; GRIINARI & BAUMAN, 1999).

Segundo FONSECA et. al. (2001), é preciso ter em mente que nenhum
processamento a que o leite seja submetido é capaz de superar a importancia da
qualidade da matéria prima original, o que delega ao produtor a responsabilidade
principal pela qualidade final do produto. Para esses mesmos autores, o leite deve
ter qualidade tanto em seus aspectos organolépticos como fisico-quimicos. Sao
parametros indicadores da qualidade do leite: auséncia de agentes patogénicos,
reduzida carga bacteriana, baixa contagem de células somaticas, auséncia de
contaminantes como antibidticos e pesticidas, adicdo de agua e presenca de
sujidades. Esses indicadores estao fortemente relacionados com o rendimento
industrial e com a qualidade final do produto.

O Brasil é o sexto maior produtor de leite do mundo (Figura 1), crescendo a
uma taxa anual de 4%, superior a de todos os paises que ocupam 0S primeiros
lugares e responde por 66% do volume total de leite produzido nos paises que

compdem o Mercosul.

Estados india Alemanha Franga Rissia Brasil Reino Unido Nova
Unidos Zelandia

Figura 1: Percentual de producdo mundial de leite em 20083.
Fonte: ALVIM, 2005.



Em 2003, o valor bruto da produgédo agropecuaria foi de 84 bilhdes de reais.
Destes, aproximadamente 35 bilhées de reais sdo de produtos pecuarios, tendo o
leite posicao de destaque, com o valor de 6,6 bilhdes de reais, ou 19% do valor bruto
da producado pecuaria, superado apenas pelo valor da producédo da carne bovina.
Nas Figuras 2 e 3 observam-se o percentual de crescimento da producao do leite no
Brasil, no periodo de 1993 a 2004, e o percentual em relacdo aos demais paises
produtores, respectivamente. Constata-se também que, nos ultimos dez anos, a
regido que apresentou maior taxa percentual de crescimento foi a regidao Norte,
seguida pelo Centro-Oeste, Sul, Nordeste e Sudeste, e aquela que obteve um

percentual de distribuicado maior foi a Centro-Oeste (Figuras 4 € 5).

Bllhdes de Litros
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Figura 2: Percentual de crescimento da produgéo de leite no Brasil.
Fonte: ALVIM, 2005.
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Figura 3: Percentual de produtividade de leite no mundo.
Fonte: ALVIM, 2005.
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Figura 4 — Produtividade do leite por regides do Brasil no periodo de 1993 a 2003.
Fonte: ALVIM, 2005.
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Figura 5 — Distribuicao do leite por regides do Brasil.
Fonte: ALVIM, 2005.



Aliado a este crescimento, o leite esta entre os seis primeiros produtos mais
importantes da agropecuaria brasileira, ficando a frente de produtos tradicionais
como café beneficiado e arroz (Figura 6).

Além da importancia nutricional e econdmica, o leite desempenha um
relevante papel social, principalmente na geracdo de empregos. O pais tem hoje
acima de um milhdo e cem mil propriedades que exploram leite, ocupando
diretamente 3,6 milhdes de pessoas.

Figura 6 — Percentual de produtividade do leite, 2003 a 2004.
Fonte: ALVIM, 2005.

Para se ter uma idéia mais objetiva do impacto deste setor na economia
nacional, a elevagdo na demanda final por produtos lacteos em um milhdo de reais
gera 197 empregos permanentes (MARTINS et al., 2001). Esse impacto supera o de
setores tradicionalmente importantes como o automobilistico, a construgao civil, o
siderurgico e o téxtil (Tabela 1).

Assim, o Brasil instituiu o Plano Nacional de Controle de Residuos em
Produtos de Origem Animal (PNCR), modificado pela Instrucdo Normativa n® 42, de
20 de dezembro de 1999 (BRASIL, 1999a). Esta estabelece a necessidade da
melhoria da produtividade e da qualidade dos alimentos de origem animal colocados
a disposicao da populacao brasileira e, secundariamente, proporcionarem a nagao
condicoes de se adequar, do ponto-de-vista sanitario, as regras do comércio
internacional de alimentos, preconizadas pela Organizagdo Mundial do Comércio



(OMC) e o6rgaos auxiliares, como FAO, WHO e OIE (Office Internacional des

Epizooties).

Tabela 1 — Geracao de emprego em diversos seguimentos da industria no Brasil.

Setores Empregos gerados ha economia
Industria de laticinios 197
Fabricacao de calcados 191
Celulose, papel e graficos 151
Instituicdes financeiras 141
Pecas e outros veiculos 129
Construcgao civil 128
Maquinas e equipamentos 126
IndUstria téxtil 123
Material elétrico 122
Siderurgia 116
Petroleo e gas 107
Automaoveis/caminhdes e 6nibus 102

Fonte: MARTINS et al. (2001).

Neste contexto, e diante da necessidade de mudar os paradigmas de
desenvolvimento da cadeia alimentar do leite, o Ministério da Agricultura
estabeleceu, pela Portaria n® 166 (BRASIL, 1998), um grupo de trabalho para
analisar e propor um programa de medidas visando o aumento da competitividade e
a modernizagao do setor leiteiro no Brasil. Este grupo criou o Programa Nacional de
Melhoria da Qualidade do Leite (PNMQL), por intermédio da Portaria n® 56/1999b.
Com a publicacdo da Instrucdo Normativa n*51 (BRASIL, 2002), objetivou-se a
melhoria na qualidade do leite produzido no Brasil, determinando-se novas normas
na producdo, identidade e qualidade de leites tipos A, B, C, pasteurizado e cru
refrigerado. Paralelamente, o surgimento das ferramentas da qualidade como as
Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) para as industrias e as Boas Praticas
Agropecuarias (BPA) para o setor primario, aléem do sistema de Analise e Pontos
Criticos de Controle (HAPCC), destacaram-se como uma estratégia para a melhora
na qualidade do leite.

Outro incentivo a modernizagdo da producéo leiteira no Brasil ocorreu em
2003, pela Resolugdo n® 3.088 (BRASIL, 2003a) que aprovou o financiamento de



equipamentos de resfriamento e coleta a granel para produtores de leite. A principal
razdo de todas estas medidas foi a necessidade de adequacédo do Regulamento da
Inspecao Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal (RIISPOA), publicado
no Decreto-Lei n® 30.691 (BRASIL, 1952), as atuais realidades de produgéo e
consumo de leite no Brasil. Além disto, o Ministério da Saude, pela Resolu¢gdo RDC
n® 253, (BRASIL, 2003b), criou oficialmente o Programa de Monitoramento de
Medicamentos Veterinarios em Alimentos (PAMVet), visando o fortalecimento de
acOes efetivas de vigilancia sanitaria em relacdo ao monitoramento e vigilancia de
residuos quimicos em alimentos.

Segundo o Codex Alimentarius, residuo de medicamentos veterinarios é a

fracdo da droga administrada, seus metabdlitos, produtos de conversao ou reagao e
impurezas que permanecem no alimento originario de animais tratados. A presenca
destes residuos no leite resulta do uso inadequado do medicamento veterinario e/ou
da contaminacédo acidental durante o transporte ou armazenamento.
Os critérios de selecao para estudar um determinado medicamento sao baseados no
potencial de exposicao da populacdo, no uso inadequado, na toxicidade do residuo,
na disponibilidade de metodologia analitica, nos problemas para a saude publica e
sua ocorréncia constitui barreiras as exportacoes.

Diferentes tipos de antibioticos e suas combinac¢des sdo utilizados no gado
leiteiro, para tratar de doengas (terapéutico), prevenir contra enfermidades
(profilatico) e melhorar a taxa de crescimento e/ou conversao alimentar (promotores
de crescimento). Sua monitorizagdo € importante na area da saude publica, porque
pode, em primeiro lugar, gerar um aumento da resisténcia bacteriana e, em segundo,
existir a possibilidade de desenvolver reagdes toxicas ou alérgicas em individuos
susceptiveis. A resisténcia bacteriana pode acontecer pela transferéncia via alimento
de bactérias resistentes ao homem, provenientes de animais tratados com
antibidticos ou infectados pela bactéria resistente e/ou pela transferéncia do fator de
resisténcia (fator-R) de bactérias ndo-patogénicas resistentes a outras bactérias.

Na industria de laticinios, além dos aspectos citados anteriormente, o controle
de residuos de antibidticos esta associado ao fator da qualidade devido a

possibilidade de inibicdo das culturas lacteas utilizadas no fabrico de produtos



fermentados como o iogurte, leites fermentados, manteiga e queijo, levando a
rejeicdo do leite e de seus produtos lacteos. Assim sendo, com base no conceito de
seguranca alimentar, as principais metas do PNCR e do PAMVet (BRASIL, 1999a;
2003b) foram estabelecidas para assegurar o0 uso correto dos medicamentos
veterinarios, de acordo com as praticas veterinarias recomendadas e das tecnologias
utilizadas nos processos de aumento da producdo e da produtividade pecuaria. A
determinacdo dos residuos de medicamentos devera ser realizada através de
metodologias analiticas precisas e validadas, internacionalmente aceitas e sujeitas
ao controle de qualidade analitica, tudo isto no sentido de garantir a inocuidade dos
alimentos ofertados ao consumo quanto a presenca de residuos de medicamentos
veterinarios.

Apesar dos avancos observados na cadeia produtiva do leite no Brasil,
durante a década de 90, alguns aspectos associados a melhoria da qualidade do
produto ainda representam desafios a serem superados (GOMES, 2002; BRITO et
al., 2003). Esses se pautam, principalmente, nos medicamentos e/ou compostos
quimicos aos quais os animais ficam expostos e que deixam no leite residuos
considerados perigosos a saude humana e animal. No entanto, mesmo aqueles
reconhecidos como potencialmente nocivos, somente atingem essa condi¢do quando
ultrapassam o valor estabelecido como Limite Maximo de Residuo (LMR) que o
alimento pode conter, sem prejuizo da integridade orgénica de seres humanos e
animais.

Dessa forma, se propbs nesta pesquisa desenvolver, otimizar e validar uma
metodologia de andlise de multirresiduos de antibidticos p-lactamicos, formados
pelas penicilinas (ampicilina, amoxicilina, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina,
penicilina G e V) e pelas cefalosporinas (cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim
cefoperazone e ceftiofur), e anfenicois (cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol) em

leites integrais UHT e em po.
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RESUMO: A presenca de residuos de antibiéticos no leite resulta da aplicacao de
diferentes substancias antimicrobianas no gado leiteiro, para o tratamento de
infeccdes e uso profilatico na prevencao de doencas, antes ou apds exposicao, e
como aditivos adicionados a ragdo para promover o crescimento do animal. A
monitorizacdo desses residuos é de extrema importancia sob o ponto de vista de
saude publica, em primeiro lugar, porque pode gerar um aumento da resisténcia
bacteriana e também por existir a possibilidade do desenvolvimento de reacdes
toxicas ou alérgicas em individuos susceptiveis. Sob o ponto de vista da industria de
laticinios, o controle de residuos de antibidticos prende-se, além dos aspectos
anteriores, ao fator da qualidade, devido a possibilidade de inibicdo das culturas
lacteas utilizadas no fabrico de produtos fermentados, como o iogurte, leites
fermentados, manteiga e queijo, levando a rejeicdo do leite e de seus produtos
lacteos. Assim sendo, com base no conceito de Seguranca Alimentar, faz-se
necessdaria uma abordagem global e integrada, ou seja, ao longo da cadeia alimentar
do leite, que indubitavelmente se baseia no estabelecimento de metodologias de
verificagdo e de confirmagdo de residuos de antibidticos, visando conhecer o
potencial de exposicdo da populagdo a essas substéncias. Neste trabalho,
apresenta-se uma revisdo sobre residuos de antibioticos em leite, o efeito no
processamento dos produtos lacteos, bem como os métodos analiticos utilizados em

sua verificagao.

Palavras-chave: antibioticos, leite; residuos de antibioticos, deteccgéo.
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ABSTRACT: The presence of antibiotic residues in milk resulting from the application
of various antimicrobial substances in dairy cattle for the treatment of infections and
prophylactic use in prevention of disease, before or after exposure, and added to feed
additives to promote growth of the animal. Their monitoring concerns to the level of
public health in the first place because it can generate an increase in bacterial
resistance, and secondly because there is the possibility of developing toxic or
allergic reactions in susceptible individuals. In the dairy industry level, control of
antibiotic residues is concerned besides the previous aspects of the quality factor due
to the possibility of inhibition of lactic cultures used in the manufacture of fermented
products, such as yogurt, fermented milk, butter and cheese leading the rejection of
its milk and dairy products. Therefore, based on the concept of food security it is
necessary a comprehensive and integrated approach, along the food chain of milk
which is undoubtedly based on the establishment of methodologies for verification
and confirmation of residues of antibiotic to know the potential exposure of people to
harmful residues. This work presents a review of antibiotic residues in milk, as well as
its effect on the processing of dairy products and the analytical methods used in the

inspection.
Keywords: antibiotics, milk, antibiotic residues, detection.

1. INTRODUCAO

O uso de antimicrobianos no tratamento de doencgas é muito antigo, visto que
0s processos fermentativos transcendem o inicio da era Crista confundindo-se com a
propria historia da humanidade. Basta dizer que, ha 2500 anos, os chineses usavam
a casca de soja em furanculos e em outras infec¢des similares. Entretanto, ndo eram
conhecidos os agentes causadores das fermentacdes, que somente no século XVII
foram descritos pelo pesquisador Antom Van Leeuwenhock como seres minudsculos e
invisiveis a olho nu. Coube a Louis Pasteur, em 1876, provar que o processo de
fermentacéo era devido & acdo de microrganismos (ANTIBIOTICOS, 2000).

Entre 1880 e 1910, surgiu a fermentacdo industrial (acido lactico, etanol e
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vinagre) e entre 1910 e 1940, a sintese de glicerol, acetona e acido citrico.
Entretanto, o grande marco histérico na fermentacao industrial foi a producédo de
antibioticos, a partir de 1928, com a descoberta da penicilina por Alexandre Fleming.
Em 1935, Gehard Domagk, pesquisador das industrias I. G. Farben, descobriu as
sulfas, ganhando o prémio Nobel de Quimica em 1939. Na década de 40, durante a
Segunda Guerra Mundial, os antibiéticos passaram a integrar os processos
industriais fermentativos, principalmente nos Estados Unidos, baseando-se
inicialmente na sintese da penicilina. Em 1941, a penicilina foi utilizada na medicina
humana. Posteriormente, Selmann Waksmann, em 1945, descobriu a estreptomicina
(GREENWOOQOD, 1997).

Os antimicrobianos sdo compostos que, em baixas concentragbes, reduzem
ou inibem o crescimento microbiano. Nesta classe incluem-se os antibiéticos e os
quimiotergpicos. Os antibidticos s&o substancias produzidas naturalmente por
fungos, leveduras ou outros microrganismos e 0s quimioterapicos sao substancias
quimicas produzidas por sintese (MOREIRA, 2004). Os termos antibidticos e
quimioterapicos sao, atualmente, utilizados como sindnimos, ambos comportam-se
como moléculas quimicas que interferem em alguma via metabdlica de um
microrganismo ou célula-alvo.

Os antimicrobianos sao importantes farmacos usados na medicina humana e
veterinaria. Na medicina veterinaria, sdo utilizados no tratamento terapéutico de
infec¢des, no profilatico para a prevencédo de doencgas antes ou apds exposicao e
como aditivos adicionados a racdo para promover o crescimento do animal. Sao
amplamente empregados em todas as fases de producdo, ou ciclo de vida dos
animais, principalmente nas infeccées da glandula mamaria (mastite) e em doencgas
de trato respiratério (BUZALSKI & REYBROECK, 1997).

Os antibiéticos, segundo sua agao, podem ser classificados como bactericidas
e/ou bacteriotasticos. Os bactericidas sdo capazes de provocar a morte do agente
infeccioso, independentemente do estado imunolégico do organismo e, por isso, sao
indicados com mais frequéncia. Os bacteriostaticos nao eliminam o agente etioldgico,
apenas inibem, ndo permitindo a evolugdo do estado infeccioso. A eliminacdo do

microrganismo depende da competéncia da defesa do organismo doente, devendo,
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portanto, estar o animal em condigdes imunoldgicas perfeitas (FERREIRA &
PESSOA, 1988; PAIVA-NETTO, 1989).

A toxicidade seletiva depende, em geral, da inibicdo de processos bioquimicos
que sao essenciais ao parasita, mas nao ao hospedeiro (SPINOSA et al., 1999).
Embora o mecanismo de acdo de muitos antimicrobianos ainda nao esteja bem
esclarecido, podem-se citar alguns, como a inibicdo da sintese da parede celular
(bacitracina, cefalosporinas, penicilinas, vancomicina); a inibicao da sintese de acido
nucleico (quinolonas, pirimetamina, rifampicina, sulfonamidas, trimetoprima); a
inibicdo da sintese de proteina, isto é, a inibicdo da traducédo e transcricdo do
material genético (aminoglicosidicos, tetraciclinas, macrolideos eritromicinas,
cloranfenicol, lincomicinas); e a alteragdo da permeabilidade da membrana celular ou
do transporte ativo através da membrana celular (anfotericina B, azodis, polienos,
polimixinas).

O Decreto n® 986 (BRASIL, 1969) define os contaminantes presentes nos
géneros alimenticios como:

“*

. qualquer substancia que ndo seja intencionalmente adicionada a um género

alimenticio, mas nele esteja presente como residuo de produgéo (incluindo os tratamentos
aplicados as culturas e ao gado e na pratica da medicina veterinaria), fabrico,
processamento, preparacado, tratamento, acondicionamento, embalagem, transporte ou

armazenagem do referido alimento ou em resultado de contaminagdo ambiental.”

Os contaminantes podem ser classificados como substancias naturais
(toxinas) ou sintéticas (residuos de pesticidas e/ou antibidticos ou os originarios de
materiais de embalagem). Dentre os antibibticos, tém-se os p-lactamicos, que
constituem as penicilinas e as cefalosporinas, as sulfas, as tetraciclinas, os
anfenicois, as quinolonas, os derivados de nitrofuranos, os aminoglicosidios, as
polimixinas, a bacitracina, a vancomicina, o cloranfenicol e analogos e os
macrolideos, entre outros.

O leite ao sair do Ubere, normalmente, ja contém residuos de antibidticos com

acao bacteriostatica conhecida. A quantidade de residuos no leite varia de animal
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para animal, sendo que o colostro e o leite oriundos de vacas com infecgéo,
principalmente a mastite, apresentam concentracdes mais elevadas (CARLSSON &
BJORCK, 1987). O aquecimento do leite cru a 80°C, por 10 minutos, foi
recomendado por LAMB & COOK (1982) e VERMUT et al. (1993) para promover a
destruicdo dos residuos antibidticos que podem estar presentes nele. Entretanto,
MORETAIN & BOISSEAU (1993) constataram o mesmo resultado fazendo o
aquecimento por apenas 5 minutos.

Os inibidores bacterianos naturais sdo denominados residuos ou
contaminantes indiretos quando as substancias que |lhes dao origem sdo aplicadas
diretamente no organismo produtor do alimento (vegetal ou animal) e nao
diretamente no alimento, com excecdo dos componentes de embalagens que
migram diretamente para o alimento; ou quando compostos com finalidades definidas
nao podem ser administrados as fontes produtoras do alimento, o que as vezes nao
€ respeitado. Ainda sdo considerados naturais aqueles de uso permitido, cuja
presenga ou de seus produtos de biotransformacdo nos alimentos, poderdo ser
minimizados, desde que aplicados segundo as boas praticas de producao e
conservacgao do alimento.

JACKMAN et al. (1990) observaram que os residuos de B-lactamicos eram os
mais comumente encontrados no leite, independente da forma de administragao
(injetavel ou incorporado na agua ou na ragcdo em doses altas para o tratamento de
infec¢des; ou em doses intermediarias para a prevencado de doengas, ou ainda em
doses baixas para aumentar a velocidade de crescimento dos animais)

Em 1996, foi estimado um consumo de medicamentos veterinarios de 27000
toneladas, tendo o seu apogeu entre 1997 a 2000. Nas Tabelas 1 e 2, mostram-se 0
faturamento anual do mercado veterinario no periodo de 1997-2004 e o percentual
de utilizacao por espécie no Brasil, respectivamente (SINDAN, 2004).

Cerca de 50% dos medicamentos veterinarios sdo consumidos na forma de
prescri¢cdo, 25% como aditivos promotores de crescimento e os 25% restantes pela
industria avicola. Nos EUA sao utilizados cerca de 10.000 kg de estreptomicina em
culturas de macieira (CANA-BRAVA et al., 2002).
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Tabela 1 - Faturamento anual do Setor/Mercado veterinario.

Ano US$

1997 856.767.453
1998 861.696.894
1999 674.328.679
2000 771.479.436
2002 593.331.259
2003 614.117.829

Fonte: SINDAN (2004)

Tabela 2 - Mercado veterinario por espécie.

Espécie %
Bovinos 55,6
Aves 21,70
Pets 9,30
Suinos 7,80
Equinos 2,60
Ovino e Caprinos 3,00

Fonte: SINDAN (2004)

Segundo MITCHELL et al. (1998), aproximadamente 42% dos produtos
farmacéuticos veterinarios sdo usados no mundo inteiro como aditivos, 19% no
tratamento de infecgbes, 13% como antiparasitarios, 11% como bioldgicos e 15%
representam outras fungdes farmacoldgicas.

Na Tabela 3 estdo apresentados os percentuais das classes terapéuticas de

medicamentos mais empregados no mercado veterinario do Brasil.

Tabela 3 - Classe terapéutica do mercado veterinario no Brasil.

Classe terapuética Percentual
Biologico 31,5
Antimicrobianos 17,3
Endectocidas 12,0
Ectoparasitas 13,5
Anticoccidianos 6,8
Promotores de Crescimento 3,5
Vitaminicos/Tonicos Fortificantes 3,4
Endoparasiticidas/Vermifugos 4,0
Desinfetantes/Dermatolégicos/Outros 2,6/0,6/2,8

Fonte: SINDAN (2004).
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BISHOP et al. (1985) relataram que os antibi6ticos utilizados nas diferentes
vias de administracdo podem ser eliminados pelo leite e causar reacbes alérgicas,
afetar culturas lacteas ou criar um ambiente favoravel para a selecado de bactérias
resistentes.

Nos Estados Unidos, aproximadamente 12% do leite consumido apresentou
contaminagdo com antibidtico da classe pB-lactamicos, enquanto 75% do leite
consumido no norte da Alemanha continham niveis detectaveis para tetraciclinas e
outros antibiéticos (JACKMAN et al., 1990). Conforme observado por FAGUNDES
(1980), em Belo Horizonte, houve a prevaléncia de 5,49% de antibiéticos em 183
amostras de leite tipo “B” e 1,25% em 80 amostras de leite tipo "C" comercializadas.
Posteriormente, ainda em Belo Horizonte, SILVA & SENA (1984) avaliaram a
presenca de residuos de antibidtico em leite pasteurizado no periodo de abril de
1982 a 1983 e constataram a prevaléncia de 4,16% em 96 amostras de leite tipo "B".

O uso de antibidticos na producao leiteira e os erros com o periodo de
descarte sdo as causas mais comuns do aparecimento de residuos de
antimicrobianos no produto. De acordo com GORNI & CABRINI (2003), os
monitoramentos realizados em diversos paises mostram que o nivel de
contaminagao do leite bovino por residuos de antibidticos, em niveis de tanque, esta
em torno de 2% a 5%. Entretanto, essa faixa pode ndo estar refletindo a realidade,
porque os métodos de detecgédo rapida, ou seja, de triagem, podem apresentar
resultados positivos abaixo dos limites estabelecidos pela legislacao do pais ou gerar
resultados falso-negativos, se nao forem empregados de forma correta.

2. B- LACTAMICOS

Antibi6ticos denominados B-lactdmico os s&o por possuir em sua molécula um
anel beta-lactdmico. Segundo CHAMBERS & SANDE (1996) existem 4 sub-classes
de B-lactdmicos usados no tratamento de infecgdes: (1) os cefalosporinicos de 12, 22,
32 e 42 geracgdes, sendo entre os B-lactdmicos os que maior numero de moléculas

semi-sintéticas disponibilizam para tratamento, inclusive de infecgbes hospitalares e

22



também comunitarias; (2) os penicilinicos, que sdo derivados semi-sintéticos da
penicilina, como penicilina V, penicilina G, amoxilina, ampicilina; oxacilina, cloxacilina
dicloxacilina etc; (3) os carbapenémicos, como 0 imipenem, meropenem, ertapenem
e panipenem; e (4) o clavulanato, com minimo espectro de atividade, mas usado
como inativador de B-lactamase, enzima produzida pela bactéria para resistir a acao

dos antibiéticos B-lactamicos.

2.1. Cefalosporinas

As cefalosporinas foram isoladas, em 1948, por G. Brotzu, em Cagliari/ltalia,
do fungo Cephalosporium acremonium, cujo extrato mostrava ac¢ao bactericida contra
germes Gram-positivos e negativos. Anos mais tarde, H. Florey descobriu varios
compostos produzidos por C. acremonium com atividade antimicrobiana, como as
cefalosporinas P, N e C. Em 1963, foi iniciada sua aplicacao clinica, com a sintese
de cefalosporinas semi-sintéticas (THOMPSON et al., 1984).

Os antibidticos cefoperazone, ceftiofur, cefapirina, cefalotim, cefazolin e
cefotaxim pertencem a familia das cefalosporinas. Reunem caracteristicas que os
destacam, como a alta atividade, o amplo espectro de agéo, a facil administracdo e a
baixa toxicidade. Apresentam em sua estrutura quimica um anel pB-lactamico ligado a
um anel de di-hidrotiazida de 6 membros, constituindo assim o nucleo cefem do qual
derivam todas as cefalosporinas. Diferenciam-se das penicilinas, que também
possuem um anel B-lactamico, por este anel estar ligado a outro anel tiazolidinico de
cinco membros (Figuras 1 e 2). Essa diferenca € o que caracteriza o fato das
cefalosporinas apresentarem vantagens em relagédo as penicilinas. As cefalosporinas
séo intrinsicamente mais resistente a acdo de muitas enzimas, o que explica o seu
amplo espectro de acdo. Aliado a este fato, o nucleo das cefalosporinas apresenta
um grupo carboxilico no C4 e uma cadeia lateral p-acilamica no C; (-R1), e ainda
permite a adicdo de distintos substituintes em C3 (-R2), enquanto, no nucleo da
penicilina, as variagdes ocorrem somente na posicdo Cs (-R1), (THOMPSON et al.,
1984; MELLA et al., 2001).

23



Angl dhidrotiazing
]

C|j| S (O} no caso das cefamicinas

COOH

Znel B lactamico

Figura 1: Estrutura quimica das cefalosporinas
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Figura 2: Estrutura quimica das penicilinas

Em termos microbioldgicos, as cefalosporinas atuam como bactericidas. A
acao bactericida é devida a habilidade do anel B-lactamico ligar-se a enzima
produzida pela bactéria e que exerce importante propriedade na sintese da parede
celular do microorganismo (THOMPSON et al., 1984). O aumento da resisténcia do
anel B-lactamico as B-lactamases € obtido pela substituicdo no -R3 da estrutura
primdria das cefalosporinas, enquanto as modifica¢cdes na posi¢cdo -R1, grupamento
acil, acarreta mudancgas na atividade antibacteriana. As substituicdes na posicéao -R2
levam as modificagdes no comportamento farmacocinético da molécula (CAPRILE,
1998).

As cefalosporinas sao classificadas em “geracbes"”, tendo como base o
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espectro de atividades para microorganismos Gram-positivos e negativos
(BRYSKIER et al., 1990). Em termos gerais, a medida que evoluiram, as geracoes
ganharam atividades frente aos microorganismos gram-negativos enquanto as dos
gram-positivos foram reduzidas. Elas também melhoraram seu comportamento em
relacdo ao principal fator de resisténcia, ou seja, as B-lactamases. Frente a essas
enzimas, as de 32 e 42 geracdo sdo mais estaveis do que as das 12 e 22. As de 12
geragao foram aprovadas para uso clinico, sendo mais ativas frente a maioria dos
microorganismos Gram-positivos aerobios, incluindo o Staphilococcus aureus. As da
22 geracdo apresentam menor atividade frente ao Staphylococcus spp., e sdo mais
ativas frente a alguns microorganismos Gram-negativos. Sua atividade frente a
maioria dos anaerébios é pequena (BRYSKIER, et al. 1990). Segundo SPINOSA et
al. (1999), as cefalosporinas de 32 geracdo sdo empregadas na pratica médica desde
1980, sendo altamente ativas contra germes Gram-negativos. As cefalosporinas de
42 geracdao apresentam um amplo espectro frente aos microorganismos Gram-
negativos e positivos, porém baixa atividade para os anaerobios. Entretanto,
nenhuma cefalosporina é ativa frente a Enterococcus spp., Listeria monocytogenes,
Legionella, Mycoplasma y Chlamydia.

Quanto a farmacocinética, as cefalosporinas apresentam diferencas conforme
suas formas distintas. Na administragéo oral, sdo absorvidas rapidamente no trato
gastrointestinal, no entanto esta absor¢ao pode ser influenciada quando associada a
alimentos e antiacidos, ocorrendo reducdo. A maioria tem vida média curta e séo
excretadas por via urinaria ou por via hepatica. O mecanismo de acdo das
cefalosporinas € similar a dos outros antibidticos p-lactamicos (MELLA et al., 2001).
Elas exercem efeito bactericida interferindo na sintese da parede celular, inativando
as enzimas autoliticas.

A resisténcia bacteriana ao antibidtico deste grupo pode ocorrer pela
inativacdo enzimatica do medicamento, pela incapacidade do antibiético alcangar o
sitio ativo ou ainda pelas alteracdes na proteina fixadora do B-lactamico. Para as
cefalosporinas, a hidrolise enzimatica € o mecanismo de resisténcia bacteriana mais

importante.
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O cefoperazone esta incluido no grupo das cefalosporinas semisintéticas da
terceira geragao, apresentando um amplo espectro de agao contra microorganismos
aerdbios e anaerobios Gram-positivos e bactéria patogénica Gram-negativa e in vitro
(Figura 3).
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Figura 3: Estrutura quimica do cefoperazone

Farmacologicamente, seus efeitos sdo comparaveis as demais cefalosporinas,
porém, necessitam de uma dosagem muito alta para obté-los. Sua DL50 é maior que
12 g/kg-pc (peso corpéreo) e a DL50 parenteral nessas espécies varia
aproximadamente de 4 a 10 g/kg-pc. Experimentos realizados em ratos utilizando
doses subcutaneas de 125 a 100 mg/kg-pc e doses orais de 0, 125, 250, 500 e 1000
mg/kg-pc n&o acarretaram efeitos teratogénicos. Os efeitos de mutagenicidade e de
carcinogenicidade do cefoperazone e de seus metabdlitos ndo foram observados em
teste de mutacdo de gene em E. coli e Salmonella typhimuirum e nos estudos de
toxicidade realizados em ratos e camundongos. Sua ingestao didria aceitavel (IDA)
foi estabelecida em 0,75 mg/kg-pc (EMEA, 2001).

Concentragdes de 0,03 a 0,68 pug/mL de cefoperazone foram determinadas
por método enzimatico no soro e na urina, apds 8 horas de administracdo
intramamaria de 250 mg do antibiético em vacas em lactagcdo. No entanto, o
cefoperazone é eliminado primariamente por via biliar (IARC, 1990; EMEA, 2001).

O ceftiofur (Figura 4) consiste de um antibidtico da classe das cefalosporinas
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de 32 geracdo, amplamente utilizado como medicamento veterinario em vacas,
inclusive aquelas em lactacdo, no tratamento de doencas respiratérias e mastite. E

lentamente absorvido apos administracao oral e rapidamente ap6s a intramuscular.
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Figura 4: Estrutura quimica do ceftiofur.

Estudos com '*C-ceftiofur em vacas e em ratos mostraram a clivagem da
ligagdo tioester produzindo os metabdlitos desfuroilceftiofur e acido furanico. O
principal metabdlito encontrado no gado leiteiro € o desfuroilceftiofur e o
desfuorilceftiofur-cisteina disulfeto. Estudos de toxicidade em ratos n&o evidenciaram
efeito carcinogénico e teratogénico, porém os mutagénicos (JECFA, 1999). Sua
DL50 oral em ratos foi de 7800 mg/kg-pc, enquanto que a DL50 parenteral foi de
1250 mg/kg-pc. O valor estabelecido de IDA é de 0 a 50 pug/kg-pc (EMEA, 2002).

A cefapirina é uma cefalosporina da 12 geracdo (Figura 5). Estudos de
toxicidade aguda mostraram que a DL50 oral em ratos foi de 14000 mg/kg-pc. A
DL50 parenteral foi de 25000 e 8400 mg/k-pc apds a administragdo intravenosa em
caes e intraperitoneal em ratos, respectivamente. Os principais efeitos observados
apo6s administracao foram ataxia e convulsdes. Nao foram encontradas evidéncias de
efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos. A cefapirina é degradada em
desacetilcefapirina em todos os tecidos. A IDA estabelecida é de 2,5 pg/kg-pc
(EMEA, 2001).
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Figura 5: Estrutura quimica do cefapirina.

O cefalotin € um antibidtico semi-sintético pertencente a 12 geragdo das
cefalosporinas (Figura 6). Em pesquisas com ratos, mostrou uma biodisponibilidade
variando entre 27 a 32 minutos apds administracao intramuscular de doses de 0,5,
1,0 e 2,0 g, apresentando recuperacdes médias de 87, 90, e 99%, respectivamente.
E parciaimente biotransformado em derivado acetilado, menos ativo
microbiologicamente (BRUMFITT et al., 1974).
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Figura 6: Estrutura quimica do cefalotin.

O cefazolin é uma cefalosporina de 12 geracdo. Sua DL50 oral em ratos foi de
11.000 mg/kg-pc (Figura 7). Os efeitos de carcinogenicidade ndo s&o mencionados
nos estudos realizados pela American Conference of Governmental Industrial
Hygienists (ACGIH) e pela International Agency for Research on Cancer (IARC).
Entretanto, em alguns estudos tém sido relatadas reacbes alérgicas intensas em
pessoas sensiveis, como eritema maculopapular, eritema multiforme, urticaria,

sindrome de Stevens-Johnson, edema angioneurético, bronco espasmo e anafilaxia.
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Figura 7: Estrutura quimica do cefazolin.

2.2. Penicilinas

As penicilinas constituem uma das mais importantes classes de antibiticos e
sdo amplamente utilizadas no tratamento clinico de infeccées causadas por diversas
bactérias. A descoberta da penicilina é creditada ao Dr. Alexander Fleming que, em
1928, observou, ao estudar em laboratério variantes de estafilococos, que a cultura
de um tipo de fungo, Penicillium notatum, produzia uma substancia que inibia o
crescimento bacteriano. Esta substancia recebeu, em funcao do microorganismo que
Ihe deu origem, o nome de penicilina. Em virtude de dificuldades na sua produgéo e
purificacdo, a penicilina s6 foi usada no tratamento de infecgbes a partir de 1941,
quando o Dr. Howard W. Florey e colaboradores a produziram em quantidades
suficientes para uso clinico. Os primeiros ensaios clinico-terapéuticos com 0 uso
dessa classe de antibidticos em humanos foram conduzidos com sucesso nos EUA
na década de 40, objetivando o tratamento de infecgbes estreptococicas e
gonocaocicas.

A estrutura quimica basica das penicilinas é formada por um &cido 6-
aminopenicilanico, um anel tiazolidina unido a um anel beta lactamico que leva um
grupo amino livre (Figura 8) (CHAMBERS & SANDE, 1996). Uma modificagdo na
posicdo 6 da cadeia lateral do anel B-lactamico resulta em drogas com diferentes
propriedades antibacterianas e farmacoldgicas.
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Figura 8: Estrutura quimica da penicilina

As penicilinas podem ser classificadas de acordo com seu espectro de

atividade antimicrobiano, como segue:

penicilina G e V: muito ativas contra cocos Gram-positivos, mas sdo altamente
hidrolisadas pela penicilinase.

penicilinas resistentes a penicilinase: atividade menor que as anteriores, no
entanto sdo as indicadas em infec¢des causadas por S. aureus produtores de
penicilinases. Pertencem a esse grupo a meticilina, nafcilina, oxacilina,
cloxacilina, dicloxacilina e floxacilina.

penicilinas ativas contra microorganismos Gram-negativos (Haemophilus
influenzae, Escherichia coli e Proteus mirabilis)), mas sao rapidamente
hidrolisadas pela penicilinase estafilocécica. Aqui estd a ampicilina,
amoxicilina, hectacilina, cicladina e bacampicilina.

penicilinas ativas contra Pseudomonas, Enterobacter e espécies de Proteus
(carbenicilina, indanil-carbenicilina, ticarcilina e azlocilina).

penicilinas de espectro ampliado (mezlocilina e piperacilina) que possuem
atividade contra Pseudomonas e Klebsiella e outros Gram-negativos. A
andinocilina (ou mecilinama) € pouco ativa em Gram-positivos, mas € indicada
contra Enterobacteriaceae. E geralmente associada com outros B-lactamicos

COM 0S quais age contra nuMerosos organismos resistentes.

A parede celular dos microorganismos contém um complexo polimero de

ligacdo cruzada quimicamente distinto, os peptideoglicanos que sao formados de
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cadeias de glicano e residuos piraminosidicos alternados de dois amino agucares (N-
acetilglicosamina e acido N-acetilmuramico), e que apresentam ligacao cruzada com
peptideos. A composicdo dessa ligacdo peptidica cruzada é tipica de cada
microorganismo e confere a rigidez a parede celular. A camada de peptideoglicanos
das bactérias Gram-positivas € de 50 a 100 moléculas, enquanto a das Gram-
negativas possui apenas uma ou duas. Todas as penicilinas e cefalosporinas séao
inibidoras seletivas da sintese da parede celular bacteriana, embora seja apenas
uma das acoes desses farmacos, € a melhor compreendida que as demais.

A etapa inicial de acao € a ligacao desses farmacos as proteinas de ligacao da
penicilina (PBP). Diferentes PBPs podem exibir afinidades diferentes por
determinado farmaco e cada um pode mediar um modo particular de acao, por
exemplo, alongamento anormal da célula ou lise celular.

Peptideoglicanos sao sintetizados em trés etapas, sendo que a ultima, que
culmina no término da formacao da ligacao cruzada, envolve uma transpeptidacao
por transpeptidase ligada a membrana. A ligacdao da penicilina (e cefalosporinas) as
PBPs gera inibicao desta transpeptidacao influindo na sintese da parede celular.

A etapa seguinte de acdo das penicilinas envolve, provavelmente, a remocao
ou inativagcdo de um inibidor de enzimas autoliticas (hidrolases) na parede celular.
Esse processo pode resultar em lise caso o meio seja isotbnico. Em meio
hipertonico, as bactérias podem tornar-se protoplastos ou esferoplastos recobertos
apenas pela fragil membrana celular. Em geral, na menor concentracdo eficaz de um
antibiotico, a divisdo celular é inibida, mas o alongamento prossegue. Em
concentracbes maiores do antibidtico, o crescimento é inibido e ocorre a lise em
seguida. Os B-lactdmicos inibem o crescimento, mas ndo causam sua lise.

Para atingir os receptores, os farmacos devem atravessar as camadas
externas do envoltorio celular. Nas bactérias Gram-negativas h4d uma membrana
fosfolipidica externa que pode dificultar a passagem desses farmacos. Se esses
forem capazes de passar pelas moléculas dos poros (porinas) dessa barreira, a acao
sobre os receptores serd facilitada. Moléculas mais hidrofilicas como ampicilina e
amoxicilina poderao passar mais facilmente que a penicilina G, dai sua melhor acao
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contra Gram-negativas, ja que as Gram-positivas ndao possuem a membrana
fosfolipidica. As diferengas na sensibilidade das bactérias Gram-positivas e negativas
as varias penicilinas dependem, portanto, de diferencas estruturais como: quantidade
de peptoglicano, presenca de receptores, poros e lipideos, natureza da ligacao
cruzada, atividade das enzimas autoliticas, entre outros. A auséncia de toxicidade
das penicilinas (e cefalosporinas) para as células dos mamiferos deve ser atribuida a
auséncia de uma parede celular do tipo bacteriano nesses animais. Tal fato atende
ao critério de especificidade ao agente patogénico que deve ter um bom antibiético.

As penicilinas distribuem-se amplamente no organismo apds absorcdao, mas
sao rapidamente eliminadas, em especial por filtracdo glomerular e secregao tubular
renal, de modo que sua meia vida no organismo € de curta duracdao (30 a 60
minutos), por conseguinte, sdo altas as concentragdes urinarias. E também
excretada no catarro e no leite, atingindo, niveis de 3-15% em relagédo aos do soro.

Apenas em uma pequena porcentagem de pacientes (3 a 10%) sao
observadas reacbes de hipersensibilidade com as penicilinas. As reacdes alérgicas
geralmente aparecem de 7 a 10 dias ap6s o inicio do tratamento e, geralmente,
aparecem quando esses pacientes estdo sendo expostos a uma segunda dose.

Nao existem dados disponiveis para calcular a dose minima requerida por via
oral para induzir uma resposta imune. Ha deficiéncia de dados sobre a
imunogenicidade em humanos decorrente da ingestdo de penicilina em baixas
dosagens por via oral, a maior parte dos casos relatados foram causados pela
administracdo por via parenteral, embora existam casos de reagdes alérgicas agudas
pela ingestao de leite. A Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) para a benzilpenicilina e para
a benzilpenicilina procaina é de 30ug/Kg de peso corpéreo. A ampicilina, a
amocicilina, a cloxacilina e a oxacilina ndo possuem Ingestdo Diaria Aceitavel
estabelecida pelo JECFA.

Os residuos de penicilina também inibem as culturas de microorganismos
usadas para a producéao de iogurtes, queijos e outros produtos lacteos

A Figura 9 apresenta as estruturas quimicas das principais penicilinas.
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Figura 9: Estrutura quimica da benzilpinicilina G (a), penicilina V (b), amoxilina (c), ampicilina

(d), oxacilina (e), cloxacilina (f), dicloxacilina (g).

3. ANFENICOIS

O cloranfenicol é um antibidtico sintético da classe anfenicol que foi isolado
primeiramente da cepa de Streptomyces venezuelae. O tianfenicol e o florfenicol sao
analogos ao cloranfenicol, diferindo pela presenca de um grupo metilsulfénico no
anel benzénico, enquanto o cloranfenicol apresenta um grupo nitroso (Figura 10).

O florfenicol é derivado da molécula do tiafenicol, que possui maior espectro
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de acgao devido a substituicdo do grupo hidroxila do carbono 3 por um atomo de fluor
e pela substituicdo do grupo para-nitro por um radical metilsulfénico, diminuindo a
possibilidade do aparecimento de anemia aplasica. Todos tém atividade
antimicrobiana idéntica, porém o tianfenicol e o florfenicol ndo sdo capazes de
desenvolver anemia aplastica. Apresentam amplo espectro de acao, atuando sobre

as bactérias Gram-positivas e negativas, riquétsia, espiroquetas e micoplasma.
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Figura 10: Estrutura quimica do tianfenicol (a), cloranfenicol (b) e florfenicol (c).

O cloranfenicol e seus analogos inibem a sintese protéica dos
microorganismos sensiveis, ligando-se a subunidade 50S. Dessa forma, interfere na
formacdo do peptidio, ao bloquearem a enzima peptidiltransferase e impedirem o
alongamento da cadeia polipeptidica, caracteristica dos antibi6ticos bacteriostaticos
(SPINOSA, et al.,, 1999). Seu principal efeito é sobre a medula 6ssea afetando,
principalmente, o sistema hematopoiético de duas formas, pelo efeito toxico

relacionado a dose, que se manifesta por anemia, eucopenia ou trombocitopenia, e
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pela resposta idiossincratica manifestada pela anemia aplastica, levando muitas
vezes a pancitopenia fatal. Acredita-se que a anemia aplastica esteja relacionada
com a estrutura quimica do cloranfenicol, uma vez que esse efeito nao ocorre com os
seus analogos. Em recém-nascidos, especialmente em prematuros, quando
expostos as quantidades excessivas, pode levar a sindrome do bebé cinzento. Essa
€ caracterizada por um quadro de acidose metabdlica, respiracao irregular e rapida e
fezes liquidas de coloracao esverdeada nas primeiras 24 horas (JECFA, 1999).

A resisténcia bacteriana € mediada por plasmideos que tém a capacidade de
produzir a enzima cloranfenicol-acetiltransferase que inativa o cloranfenicol. Essa
enzima impede a interagdo do cloranfenicol e do tianfenicol com os ribossomas
bacterianos, abolindo a atividade antibacteriana. Por outro lado, a presenca de um
atomo de flior na molécula do florfenicol impede a acetilacdo mediada pela enzima,
fazendo com que cepas bacterianas resistentes ao cloranfenicol e ao tianfenicol se
tornem sensiveis ao florfenicol. Resisténcias cruzadas também ja foram observadas
entre o cloranfenicol e outros antibiéticos, como os macrolidios e as lincosamidas
(HIRD & KNIFTON, 1986).

Em animais monogastricos, o cloranfenicol é bem absorvido no trato digestivo,
mas, em ruminantes, é destruido pela flora ruminal. Cerca de 30% a 45% ligam-se as
proteinas plasmaticas, distribuindo-se relativamente bem por todos os tecidos e,
também, atravessa a barreira placentaria (TAVARES, 1988).

O cloranfenicol é biotransformado no figado, sendo eliminado pela urina
conjugado com o acido glicurénico ou na forma intacta, via filtracdo glomerular. Os
metabolitos inativos s&o excretados principalmente por esta via e em pequena parte
pela bile (IARC, 1990).

A DL50 do cloranfenicol é de 1300 a 1800 mg/kg-pc. Segundo a IARC (1990),
os estudos carcinogénicos ainda nao foram conclusivos, testes de genotoxicidade in
vitro e in vivo evidenciaram aberragées cromossémicas em camundongos, mas nao
houve evidéncias de efeitos teratogénicos.

O cloranfenicol ndo esta aprovado pelo FDA para uso em animais produtores
de alimento, em razdo de ter uma tendéncia em produzir anemia aplasica em

determinadas pessoas susceptiveis. Na Gra-Bretanha, tem sido restringido ao uso
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oftalmico e ao tratamento sistémico de grandes e pequenos animais, uma vez que
estudos laboratoriais e clinicos mostraram nao existir outro antibiético que pudesse
ser efetivo. Na Australia, nenhuma quantidade de residuos de cloranfenicol é
permitida no alimento, sendo, entado, proibido qualquer tipo de administragcdo nos
animais de producado. Ja a Unido Européia permite a utilizagdo de tianfenicol em
bovinos e seu limite maximo de residuo no leite € de 50 ng/kg-pc (CEE, 1990).
Recentemente, o Ministério da Agricultura (BRASIL, 1998) proibiu a utilizacdo do

cloranfenicol em animais destinados a produgao de alimentos no Brasil.

4. LIMITES MAXIMOS DOS RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

Existem muitas organizagbes internacionais e nacionais envolvidas no
desenvolvimento de mecanismos de controle da utilizacdo de medicamentos
veterinarios em animais produtores de alimentos. Esses mecanismos incluem
controle da distribuicdo de uso, determinacdo do nivel seguro de residuos e da
metodologia empregada para deteccédo e quantificacdo. Internacionalmente tem-se a
Comissao do Codex Alimentarius que executa os programas conjuntos coordenados
pelas Organizagdes para Agricultura e Alimentagdo (FAO) e Mundial de Saude
(OMS), criado em 1963, cuja diretriz € a protegdo da saude do consumidor e a
promogcao do comercio internacional de alimentos.

O Comité sobre Residuos de Drogas Veterinarias em Alimentos da Comissao
do Codex Alimentarius, estabelecido em 1987, é o responsavel pela determinacao
dos Limites Maximos de Residuos (LMR) para as substancias veterinarias nos
alimentos de origem animal, além de fornecer informacdes sobre barreiras técnicas
relacionadas ao comércio de produtos veterinarios. Os LMRs, estabelecidos pelo
Codex Committee on Residues of Veterinary Drugs in Food (1993), baseiam-se em
dados cientificos da Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (JECFA) e
FAO/OMS.

Outros 6rgéos internacionais incluem a European Agency for the Evaluation of
Medical Products (EMEA), o Office Internacional des Epizooties (OIE) e o

Consultation Mondiale de Industrie de La Santé Animale (COMISA). Além desses,
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alguns paises tém grupos de especialistas envolvidos, como o Food and Drugs
Administration (FDA), nos Estados Unidos, o Bureau of Veterinary Drugs, no Canada,
e o Veterinary Products Committee of the Ministry of Agriculture, Fischeries and
Foods, na Inglaterra.

Na Unido Européia, a utilizacdo de medicamentos veterinarios foi
regulamentada através do Regulamento 2377/90 (CEE, 1990), que estabelece os
limites maximos de residuos (LMR) de medicamentos veterinarios nos alimentos de
origem animal, sendo composto pelo Anexo | que inclui substancias em relacéao as
quais tenham sido estabelecidos LMR final; Anexo Il que inclui substancias em
relagdo as quais ndo se considera necessario, para a protecdo da saude publica,
estabelecer LMR valores e Anexo lll que inclui substancias com teores maximos de
residuos provisorios. Esses sdo estabelecidos por um periodo de tempo definido,
quando nem todos os requisitos para o estabelecimento de um LMR ainda ndo foram
concluidos. E ainda composto pelo anexo IV que inclui substancias para as quais
nao pbéde ser estabelecida LMR, porque residuos dessas substancias foram
consideradas nocivas a saude do consumidor, sendo, portanto, proibidas.

A Diretiva 96/23/CE (CE, 1996) regula o controle de residuos de compostos
farmacologicamente ativos, ou seja, contaminantes ambientais, corantes, elementos
quimicos, e outros, em produtos de origem animal. Essa divide todos os residuos
em: Grupo A, que inclui as substéancias proibidas no anexo IV (CEE,1990), e Grupo B
compostos, que incluem todos os medicamentos veterinarios registrados em
conformidade com os anexos | e Ill (CEE, 1990). A Diretiva 96/23/CE também
estabelece o controle de animais produtores de alimentos, bem como os seus
produtos primarios como carne, leite, ovos e mel. Isso significa que as amostras sao
colhidas a partir da vida animal na producdo de exploragdes agricolas.
Paralelamente estabelece os Programas de Monitoramentos de Residuos, visando
acompanhamento junto com as vigilancias, bem como das carcagas nos matadouros.
A Diretiva determina que as analises sejam realizadas em laboratérios acreditados.
Assim, uma extensa rede de laboratérios de residuos analiticos foi criada com a
finalidade de inspecionar os residuos. Esse sistema hierarquico compreende, em

nivel de menor complexidade, cerca de quarenta Laboratérios de Campos de
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Referéncia (LNR) e, em nivel de maior complexidade, quatro Laboratérios
Comunitarios de Referéncia (LCR) que estao localizados na Alemanha, Franca, Italia
e Holanda. Cada laboratério € responsavel pela analise de um grupo de substancias.

As orientacdes técnicas e os critérios de desempenho para controle de
residuos foram descritos na Diretiva 657/2002 (EC, 2002). Na Unidao Européia, nao
existe a obrigagdo de utilizar métodos normalizados para controle dos residuos de
animais produtores de alimentos, em vez disso, estabeleceram-se critérios de
desempenhos (EC, 2002) que devem ser cumpridos pelos métodos utilizados. Uma
grande vantagem desta abordagem é o elevado grau de flexibilidade, visto a pronta
adaptagdo dos métodos analiticos a evolugcdo técnica, além de poder resolver
rapidamente 0s novos problemas, no que se refere a analise de analito em matrizes
que nao tenham ainda métodos estabelecidos. Entre os exemplos recentes, tem-se a
contaminagdo do mel com cloranfenicol e acetato de medroxiprogesterona em
melago (GOWIK, 2003). Além disso, a Diretiva 657/2002 (EC, 2002) leva em conta
as recentes evolucdes técnicas, como a utilizacdo da cromatografica liquida de alta
eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLAE/EM) para a analise de
residuo. Na Tabela 4, estdo registrados os LMRs dos antibiéticos a serem
pesquisados, segundo os diferentes 6rgaos.

Até recentemente, o grupo A, substancias chamadas "tolerancia zero", teve
niveis de residuos estabelecidos, causando certa ambiguidade. Assim, e com a
finalidade de uma harmonizacdo com a Unido Européia, estabeleceu-se que os
“Estados-Membros” deverdo garantir que os métodos analiticos utilizados para a
deteccdo destas substédncias cumpram os limites minimos de desempenho
requeridos (LMDR) estabelecidos no Anexo Il relativamente as matrizes referidas”, e
que para o cloranfenicol em leite foi de 0,3 pg/L (EC, 2003).

Os limites para residuos foram estabelecidos na forma de tolerancia ou limite
maximo de residuos (LMR), que é definido como a concentragcdo maxima de residuo

resultante do uso de medicamentos veterindrios contida no alimento, expressa em

ng/kg.
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Tabela 4: Limite maximo permitido de residuos de antibiéticos no leite, de acordo

com a Unido Européia (EU) e Mercosul.

Grupo de Antimicrobianos Substancia RLMR Valor de
Farmacologicamente Ativa (ug/L) Referéncia
Benzilpenicilina procaina 4 Mercosul
Ampicilina 4 Mercosul
penicilinas Amoxiciclina 4 Mercosul
B-Lactamicos Cloxacilina 30 UE~
Oxacilina 30 UE~
Dicloxacilina 30 UE™
Ceftiofur 100 Mercosul
cefalosporinas Cefapirina 60 UE™
Cefazolin 50 UE~
Cefoperazone 50 UE”
Cloranfenicol 0 Mercosul
Anfenicois Florfenicol ND’ -
Tianfenicol 50 UE~

Fontes: CODEX ALIMENTARIUS (2008), MERCOSUL (2000); ND - n&o definido

No Brasil, de acordo com a Instrugcdo Normativa n® 42 (BRASIL, 1999), o
estabelecimento dos LMRs é de competéncia do Ministério da Saude. No caso de
ndo estarem estabelecidos, utilizam-se os internalizados no Mercosul, os
recomendados pelo Codex Alimentarius, os constantes nas Diretivas da Unido
Européia, ou ainda, os usados pelo FDA.

5. CARACTERISTICAS E EFEITOS DOS RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS NO
PROCESSAMENTO DO LEITE

A maioria dos antibidticos usados pela medicina veterinaria nédo séao
destruidos por processos normais de estocagem e cozimento (LLOYD et al., 1987). A
penicilina pode ser considerada um antibidtico resistente ao calor, pois a
pasteurizagdo normal inativa apenas 8% deste produto no leite (FAGUNDES &
MOLIN, 1998 BRITO et al., 2000).

LEDERER (1991) constatou que, ap6s a injecdo de diversos tipos de
penicilina no gado leteiro, os residuos dos antibidticos foram observados durante 30

a 78 horas apds a ordenha, recomendando n&o ser conveniente consumir o leite
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ordenhado nas 96 horas subsequentes a administracao do antibi6tico. A presenca da
penicilina G ainda foi detectada apdés 10 dias, assim a mesma nao podera ser
administrada em vacas em lactacgao.

Para MITCHELL et al. (1998), teoricamente, todas as vias de administracao
levam ao aparecimento de residuos nos alimentos de origem animal. Estes residuos
desempenham papel importante, pois uma substancia téxica pode ser transferida do
organismo materno para o do lactente através do leite. Assim, varios compostos
presentes nos organismos dos animais podem ser transferidos para a populagcao
através do leite e dos produtos lacteos.

Os antibiéticos surgem no leite por difusdo, que é facilitada pela diferenca de
pH existente entre o plasma e o leite, elevando ainda mais a concentracao no leite.
Segundo COSTA (1996), as diferengas existentes na secre¢do de residuos de
antibiéticos no leite podem ser atribuidas as variacées entre espécies, ao tipo de
formulacdo do antibiético aplicado, a quantidade de leite produzido e ao periodo de
caréncia.

Na industria de laticinios, a presenca de residuos de antibidticos acarreta
perdas econOmicas bastante drasticas, porque pode induzir a inibicao dos processos
fermentativos de origem bacteriana, base da fabricagéo de diversos produtos lacteos
(LAMB & COOK, 1982), além de alterar suas caracteristicas organolépticas.

Para FAGUNDES & MOLIN (1998), os queijos originarios do leite contendo
residuos de antibioticos n&do dessoram bem e os fermentos s&o inibidos, levando a
proliferacdo de germes gasdgenos. Na producédo do iogurte, sua presenca interfere
muito, porque as culturas utilizadas sado sensiveis a alguma classe de antibiéticos.
Portanto, podem provocar o desequilibrio microbiano, favorecendo a protedlise e a
separacdo do soro no produto, conferindo um aspecto desagradavel. Para os
produtores de manteiga, a presenca de residuos de antibidticos no leite acarreta a
supressao da fermentagdo acidificante dos cremes, com redugdo na producédo de
diacetil, ocasionando maior dificuldade de batecao e, também, modificando o sabor
(EECKHOUTTE, 1978).

Amostras de iogurte foram fortificadas com benzilpenicilina, cloxacilina,

oxacilina, dicloxacilina, ampicilina ou nafcilina em concentracbes iguais e acima do
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LMR e concluiu-se que a coagulacéo foi influenciada negativamente pelo aumento da
concentragcao dos residuos de penicilinas. Por outro lado, os parametros do processo
como o tempo e a temperatura de fermentacédo levaram a redugédo da concentracao
da penicilina, visto que os principais produtos de degradacdo da penicilina G,
identificados por cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de massas (LC-
MS/MS), foram os acidos penicilico e penicildico (GRUNWALD & PETZ, 2003;
BOATO et al., 1998).

MARTINS et al. (2008) estudaram a presenca de residuo do antibidtico
cloxacilina em 200 amostras de leite, ap6s sua adimistracdo intramamaria no gado
leteiro, no intervalo de 24, 48, 72 e 96 horas. Os resultados encontrados mostraram
que o leite de animais tratados com o antibiético cloxacilina, continham residuos
deste antibidtico até 72 horas apéds o fim do tratamento.

Amostras de leite (n=63) analisadas na Alemanha, por ensaios
imunoenzimaticos, mostraram a presenca de B-lactimicos em 95% das amostras
(KRESS et al. 2007). NAVRATILOVA (2008), em sua pesquisa, mostrou que 0s
métodos microbiologios foram faceis de executar, pois atenderam um amplo espetro
de residuo; entretanto, ndo apresentam sensibilidade compativel com os niveis de

LMR, como nos ensaios imunoenzimaticos.
6. METODOS DE ANALISES PARA RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS

Os meétodos para detectar residuos de antibidticos no leite foram
desenvolvidos a partir de 1941. Entre 1944 e 1945, foi desenvolvido o método de
ensaio em disco de papel-filtro, e a partir de 1950, o ensaio em disco foi realizado
com o Bacillus subtilus para detectar residuos de antibidticos no leite. Entre as
décadas de 70 e 80, os ensaios em disco foram realizados com B.
stearothermophilus e comecaram a serem aplicadas as técnicas de
radioimunoensaios e enzimaticas, para detectar a presenca dos antibidticos B-
lactdmicos e outros, como tetraciclinas, estreptomicina, eritromicina, novobiocina,

cloranfenicol e sulfonamidas. No final dos anos 80, foram desenvolvidos 0s ensaios
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imunolégicos baseados em anticorpos monoclonais, os quais foram introduzidos por
BISHOP et al. (1985) e SETFORD et al. (1999).

Os ensaios microbiol6égicos baseiam-se na inibicdo do crescimento de varias
cepas antimicrobianas (B. stearothermophilus, S. salivarius spp. thermophilus, B.
subtilis, B. cereus e Micrococcus Iuteus). As concentracbes de antibidticos
detectadas nas varias analises antimicrobianas variam entre os diferentes ensaios
devido a sua sensibilidade aos inibidores naturais do leite de vaca e/ou presentes no
leite de animais com mastite, podendo levar a um resultado de teste falso-positivo
(HALBERT et al., 1996; ZENG et al., 1996).

HARIK-KHAN & MOATS (1995) demonstraram a deteccao de residuos de B-
lactamicos em leite utilizando “Kit Delvotest” e concluiram que aqueles com deteccao
positiva apresentaram alteragdes em seu sabor. ALBUQUERQUE et al. (1996)
utilizaram o método classico da AOAC, com discos de papel de filtro e cultura teste
de B. sterothermophylus, para avaliacao de leites comercializados em Fortaleza. Os
resultados sugeriram uma sensibilidade de deteccdo do método de 0,0005 Ul/mL e
que os leites apresentavam altos indices de antibi6tico da classe dos B-lactamicos.

BORGES et al. (2000) avaliaram a ocorréncia de residuos de antibi6ticos no
leite pasteurizado comercializado no estado de Goiéds, no periodo de 1997 a 1998,
utilizando método microbiolégico. De acordo com os resultados obtidos, 53 amostras
(9,95%) das 533 analisadas continham residuos de antimicrobianos. Dentre as
marcas comerciais, das 98 submetidas a exame, 32,65% foram positivas para
antimicrobianos. Por sua vez, NASCIMENTO et al. (2001) demonstraram que, de 96
amostras analisadas de leites pasteurizados de seis diferentes marcas adquiridas em
Piracicaba, 50% apresentaram residuos de antibidticos, ndo havendo diferenca
significativa (p<0,01) entre elas. O percentual de residuos de penicilina nas amostras
foi de 72,5%.

Em ensaios com receptores microbianos ligantes, foram empregados dois
tipos de células bacterianas contendo um sitio receptor natural para o antibiotico
dentro ou sobre a célula e/ou coberto com um anticorpo e um *C ou *H do antibiético
(CHAM & CHI, 1982, 1988; CARLSSON & BJORCK, 1991; ANDERSON et al., 1992;
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CHEN & CHANG, 1994; SALTER et al., 2001). Este KIT foi utilizado para deteccao
rapida dos antibiéticos das classes dos B-lactamicos, macrolides, aminoglicosideos,
tetraciclinas, cloranfenicol e sulfonamidas em leites e tecidos.

KNIGHT et al. (1987) utilizaram o método enzimatico para detectar B-
lactamicos, no qual ocorre ligacao especifica do anel B-lactamico do antibidtico a
enzima DD-carboxipeptidase, inativando-a e interferindo na formacao da parede
celular. O produto final da reacao € medido pelo uso de indicador de cor especifico
para oxidacao e reducao, comparando-se a cor final com a cor padrao no cartdo do
KIT. A presenca da cor laranja (redugéo) indica teste negativo e da cor amarela
(oxidagao), teste positivo.

Os ensaios com enzimas ligantes sdo realizados com proteinas penicilina-
ligante com receptores de superficie especificos ligados a uma enzima cromogénica
e anticorpos monoclonais para a penicilina (MITCHELL et al., 1995). Com a adicao
da amostra de leite, o pelet é reconstituido e durante o primeiro estagio de
incubacao, ocorrem as ligacdbes com os residuos de B-lactamicos e o leite adquiri
coloracdo azul. A intensidade da coloragcdo € inversamente proporcional a
quantidade de residuos de B-lactdmico na amostra. LOPES et al. (1998) avaliaram a
presenca de residuos de antibidticos p-lactdmicos em 178 amostras de leite
pasteurizado utilizando o método do Devol-X. Os resultados indicaram que 7,9% das
amostras apresentaram testes positivos para os B-lactamicos e que a incidéncia
variou com a marca do leite. De acordo com MEDINA et al. (1992) e WYATT (1995),
varios pesquisadores demonstraram que os métodos imunolégicos sao apropriados
para a deteccao de residuos de antibioticos nos alimentos.

GAUDIN et al. (2001), baseando-se no principio da analise de antibidtico por
técnicas de imunoensaio, demonstraram o uso dos ensaios com biosensor para
estabelecer o screening de nove penicilinas. Os padrdes foram previamente tratados
com penicinilase e com as solu¢des de 1,2,4-triazol (2 mols) , dibutillamina (40 mmol)
em tampao HBS (Hepes balanced saline buffer), pH=7,4. Concluiram que os
percentuais de reacdo com as penicilinas foram altos e que o método apresentou

limites de deteccdo de 4 e 30 pg/L para a penicilina G e ampicilina, respectivamente.

43



Entretanto, as amostras submetidas ao tratamento enzimatico ndo apresentaram
resultados consistentes. Segundo GUSTAVSSON et al. (2004) e BENITO-PENA et
al. (2005), as técnicas utilizando imunoensaio e cromatografia liquida para a
quantificacdo de pB-lactamicos apresentaram recuperacdées de 99% e 105%,
respectivamente.

ZHI et al. (2001) empregaram a técnica de imunoensaio automatizada em
fluxo amperométrico para quantificar cefalexina em leite. O método apresentou
limites de deteccdo e de quantificagdo de acordo com a regulamentacao da Unido
Européia, de 1 mg/kg e 3 mg/kg, respectivamente, e foi especifico para a cefalexina.
Constataram, ainda, que as caracteristicas do leite em termos de qualidade
microbioldgica, conteudo de células somaticas e pH ndo influenciaram na
determinacao.

PANOTET et al. (2007) mostraram a determinagcdo de residuos de -
lactdmicos por imunoensaio empregando um eletrodo modificado com ouro.
Concluiram que os parametros empregados no método foram satisfatorios para a
analise dos residuos de penicilina G no leite, apresentando baixo limite de deteccao
(3,0 x 107" mol), muito inferior ao limite maximo de residuo (LMR) de penicilina G no
leite (1,2 x 10°® mol).

SHITANDI & KIHUMBU (2004) avaliaram o limite de detecgdo observado
(LDO) da penicilina, ampicilina, amoxicilina, oxicilina, cefalexina, cefapirina e ceftiofur
empregando o teste Beta STAR, utilizando cinco concentragbes de cada antibiotico
de acordo com seu LMR, estabelecido pelo CODEX ALIMENTARIUS (1993). A
repetitibilidade dos resultados foi satisfatéria e concluiram que este método é viavel
para identificar os residuos.

Inicialmente a aplicacdo de métodos cromatograficos para a deteccdo de
residuos de antibidticos em alimentos foi limitada pela sensibilidade e pela baixa
recuperagdo devido a complexidade da matriz. Somente a partir de 1980,
comecaram a ser adaptados por MOATS (1984, 1990, 1992, 1994). Existem varios
tipos de métodos cromatograficos que vao desde a cromatografia em camada,
gasosa a liquida de alta eficiéncia. Segundo SHAIKH (1993), FARAG (1998) e
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MCNEILLY et al. (1996), a natureza polar, a ndo volatibilidade e a sensibilidade de
alguns residuos de antibiéticos ao aquecimento tornaram a cromatografia liquida de
alta eficiéncia umas das técnicas de analise mais utilizadas. Técnicas de maior
sensibilidade para detectar e quantificar os residuos de antibiéticos no leite e em
tecido, como a espectrofluorimetria (PEREZ-BENDITO et al., 1997), a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), a eletroforese capilar (EC) e a CLAE acoplada a
espectrometria de massas tém sido empregadas com maior freqiiéncia (MOATS &
HARIK-KHAN, 1995a, b; MOATS, 1997 BRITO & JUNQUEIRA, 2006).

MOATS & ROMANOWSKI (1998a, b) demonstraram a purificacdo de
amostras de leite com acetonitrila e cloreto de tetrametilaménio. Os extratos foram
concentrados e injetados na coluna contendo como fase mével 100% de tampéao
fosfato de potassio (KH2POys), em fluxo de 1 mL/min, e apds 3 minutos foi iniciado o
gradiente com 60% de acetonitrila, por 40 minutos. Inicialmente, foi estabelecido o
tempo de retencédo e o coletor de amostras foi preparado para coletar de 1,5 a 2,0
minutos. Todas as fracdes coletadas foram evaporadas até 1 mL e submetidas a
testes microbiolégicos. As fracdes positivas foram analisadas por CLAE e os B-
lactamicos foram confirmados pelo tratamento com B-lactamase.

Os B-lactamicos, como penicilina, amoxicilina, ampicilina, cloxicilina, ceftiofur e
cefapirina, foram determinados previamente por CLAE e derivatizados
separadamente com anidrido acético ou anidrido benzodico, solu¢gdo de cloreto de
mercurio e 1,2,4-triazole a 65°C, por 3 min, seguido de deteccao UV a 325 nm. A
substituicdo do reagente de acetilacdo pelo anidrido benzdico permitiu aumentar a
quantidade de amostra e reduzir o tempo de analises (BOISON et al., 1994;
SORENSEN et al., 1997; BOISON & KENT, 1998).

O uso de detectores eletroquimicos para detecg¢do de antibidticos com o grupo
enxofre foi demonstrado por HANKO et al. (2001). O método foi linear para a faixa de
0,01 a 10000 mg/L e concluiram que o emprego do detector eletroquimico para os
antibiéticos que oxidam ao se aplicar um potencial pode reduzir os efeitos dos
interferentes end6genos das amostras.

Procedimentos de limpeza como a centrifugacdo com acetonitrila foi usada por
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SORENSEN & SNOR (2000) para determinar as cefalosporinas: cefoperazone,
cefquinona e ceftiofur em leite bovino cru. Extracdo em fase sélida utilizando SepaK
C1s, seguida de identificacao e quantificacdo por CLAE com detector UV a 323 nm,
foi amplamente empregada para amoxicilina, penicilina G, ampicilina, oxacilina,
cloxacilina e dicloxacilina (COOPER et al., 1995; ROSE et al., 1997; SORENSEN et
al., 1997; SCHERMERHORN et al., 1998; TAKEBA et al., 1998). O emprego do acido
tricloroacético para a desproteinizacdo dos extratos foi relatado por ANG & LUO
(1997), entretanto, o &cido tricloroacético acarreta a hidrélise do anel B-lactdmico das
penicilinas e cefalosporinas. ANG et al. (1996,1998) e BOISON & KENT (1998)
determinaram amoxicilina em tecidos de peixes por CLAE utilizando derivatizacao
pré-coluna com formaldeido, obtendo 50% de recuperacao.

A identificagéo e a quantificagéo dos residuos de B-lactamicos, na maioria dos
trabalhos encontrados na literatura, foi realizada por comparacdo do tempo de
retencdo do composto, com o fornecido pelo padrdo, pela co-cromatografia e pelo
perfil dos espectros de absorcido obtidos no DAD (TAKEBA et al., 1998). Técnicas
mais sofisticadas foram usadas por STRAUB & VOYKSNER (1993), TYCZKOWSKA
et al. (1993), STRAUB et al. (1994) e VOYKSNER et al. (1994) em que os pB-
lactamicos foram confirmados por meio do espectrobmetro de massa acoplado ao
cromatografo liquido de alta eficiéncia.

VERDON & COUEDOR (2000) determinaram as cefalosporinas: cefoquinona,
defalixina, cefapirina e ceftiofur por CLAE em musculo bovino. A extragédo foi
realizada com isooctano e a purificagdo em cartucho Cig previamente ativado com
metanol e tamp&o acetato de aménio. A validacao foi feita de acordo com os critérios
estabelecidos pela Decisdo da EU n® 93/256 (EC, 1993; 2002). De acordo com 0s
resultados obtidos, os niveis de antibioticos estavam dentro dos LMR estabelecidos.
A CLAE tem sido o método comumente utilizado para a determinacéo de antibioticos
cefalosporinas e cloranfenicol em leite (CANIOU et al., 1995; PFENNING et al., 1998;
SCHENCK & CALLERY, 1998). Entretanto, os LMR estabelecidos pela Unido
Européia e pelo FDA, os interferentes endégenos da matriz e a possivel presenca de

metabolitos levaram a utilizacdo de técnicas mais sensiveis. Recentemente, a
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introducao da técnica de ionizacao por eletrospray (IES) e a pressao atmosférica
(IAPA) contribuiu para o avanco no estabelecimento de procedimentos analiticos
para os residuos de antibi6ticos (DELEPINE et al., 1996; HELLER, 1996;
HOLSTEGE et al., 2002; SCHNEIDER & DONOGHUE, 2002; WANG, 2004).

A extracdo dispersiva em fase solida tem sido utilizada por varios
pesquisadores para a purificacdo de amostras de leite e carnes. Muitos relataram
que essa acelera a limpeza da amostra melhor que a SPE convencional (BARKER,
2000, COLLINS et al. 2005, COLIN dt al. 2000, CLARET et al, POSYNIAK et
al.2005.). A identificacdo e quantificagdo de amoxicilina, deacetilcefapirina, (um
metabodlito da cefapirina), desfuroilceftiofur cisteina dissulfeto (metabdlito do
ceftiofur), amoxicilina, ampicilina, cefazolina, penicilina G, amoxicilina, oxacilina,
cloxacilina, naficillin, e dicloxacilina por CLAE/EM/EM. Os B-lactdamicos alcangaram
recuperacoes acima de 70%, exceto para o metabdlito que ficou em torno de 58%
(FAGERQUIST et al, 2005).
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RESUMO: Esta pesquisa descreve o procedimento de validacao intralaboratorial de
um método para identificar e quantificar residuos de anfenicois em leite UHT e em p6
integrais por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometro de
massas. A anadlise dos anfenicois consistiu da extragdo com tampao Mcllvaine
modificado e purificacdo em cartucho HLB (hidrofilic-lipofilic-balance). A separacao
cromatografica foi realizada em coluna Simpack, Cig 100 mm x 2,0 mm x 5 um
utilizando sistema isocratico de eluicao, composto por solugéo de acido férmico 0,1%
pH 6,5:metanol (60:40). A fonte de ionizacao foi a eletronspray, modo SIM negativo,
voltagem 3,0 kv e temperatura da CDL (curved desoldadion line) e bloco a 270°C. A
quantificagéo foi realizada por padronizacdo externa. O modelo de regressao linear
proposto para os padrdes e efeito matriz foi avaliado estatisticamente pelo
tratamento dos valores extremos pelo teste de Jacknife e as premissas de
normalidade, homocedasticidade, independéncia dos residuos e ajuste do melhor
modelo de linearidade pelos testes de Ryan-Joiner, Brown-Forsithe, Durbin-Watson e
analise de variancia, respectivamente. As inclinagdes e interse¢cdes das curvas do
analito em solventes e matriz foram comparadas pelo teste de t de Student, com
verificacdo prévia da homogeneidade das variancias pelo teste de Fischer. Os dados
de recuperagao foram avaliados pelo teste de Grubbs para verificagdo da falta de
exatiddo e a repetitividade intermediaria pela analise de variancia. Os limites de
deteccado, quantificacdo, decisdo e capacidade de deteccdo foram determinados
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pelos resultados de recuperacdo e ruidos obtidos para amostras brancas. Os
resultados mostraram que o método estabelecido apresentou eficiéncia satisfatéria
ao uso pretendido.

Palavras-chave: validacao, leite fluido, antibiéticos e métodos cromatograficos

ABSTRACT: This study describes the procedure for intralaboratory validation of the
method to identify and quantify amphenicols residues in UHT milk and powder milk
full of high performance liquid chromatography coupled to mass spectrometer. The
analysis of amphenicols consisted of extraction with Mcllvaine buffer modified and
purification in HLB (hidrofilic-lipofilic-balance) cartridge. The chromatography
separation was performed in column Simpack, Cig 100 mm x 2,0 mm x 5 um using
isocratic elution system composed of formic acid 0,1% pH 6,5:methanol (60:40). The
source of ionization was eletronspray, rather negative mode, voltage 3.0 kv and the
CDL and block temperature of 270°C. Quantification was performed by external
standardization. The linear regression model proposed for the standards and matrix
effect was evaluated statistically by the treatment of extreme values by Jacknife and
test the assumptions of normality, homoscedasticity, independence of the residues
and the best fit linear model of the Ryan-Joiner tests, Brown -Forsithe, Durbin-Watson
and analysis of variance, respectively. The slopes and intersections of the curves of
the analyte in solvent and matrix were compared by Student t test, with prior
verification of the homogeneity of variances by the test of Fischer. Data recovery
were evaluated by the Grubbs test to verify the accuracy and lack of repeated
intermedia by analysis of variance. The detection limits of quantification, decision-
making and capacity of detection were determined by the results of recovery and
noise obtained for blank samples. The results showed that the established method
showed satisfactory performance to intended use

Keywords: validation, fluid milk, antibiotics and chromatographic methods.
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1. INTRODUCAO

A politica de globalizagao tem influenciado fortemente o cenario da producao
agropecuaria, tornando visivel a necessidade de 0s paises se manterem ou de se
tornarem competitivos na atividade, consequentemente, exigindo que os paises
evoluam nas tecnologias de producao. Os artificios lancados para se atingir tais
objetivos tém despertado grande atencao da opinido publica frente a contaminacao
de alimentos, especialmente os basicos, como o leite, visto que atua diretamente na
saude do consumidor.

Atualmente, o uso de antibiéticos em animais de producao vem preocupando
a populacao mundial. Segundo PALERMO (2004), o aparecimento da encefalopatia
espongiforme bovina (EEB) em 1995, 1996 e 2000 e a contaminacao de carne de
frango com dioxina despertaram a preocupagédo dos consumidores de todo o mundo
e, em especial dos europeus, em relagcdo a necessidade de seguranca no que diz
respeito a qualidade dos alimentos de origem animal. Para ele, a constatacdo do
aumento de prevaléncia/incidéncia de microorganismos resistentes aos
antimicrobianos e a possivel relagdo deste fato com o uso de antibidticos em
medicina veterindria e, muito especialmente, quando utilizados como aditivos
zootécnicos, consistira em uma nova e terceira crise, 0 que vem complicando a
situacao do agronegaocio.

Esses fatos levaram a adogdo de medidas decisivas que propiciaram a
manutencéo da qualidade dos alimentos de origem animal, entre elas, certificado de
procedéncia, rastreabilidade, condigbes de alojamento e bem-estar dos animais,
auséncia de residuos de substéncias quimicas e garantias ligadas a seguranca e
qualidade dos alimentos fornecidos aos animais (PALERMO, 2004).

Nesse sentido, a disponibilidade de métodos analiticos para monitorar os
residuos de substancias quimicas nos alimentos se faz necessaria. Assim, por meio
da Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 253/03, criou-se o Programa Nacional
de Controle de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos (PAMVet),
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que visa estabelecer metodologia analitica para determinar residuos de
antiparasitarios e antimicrobianos (BRASIL, 2003).

Em geral, as técnicas mais utilizadas para determinacao de residuo e de
outros medicamentos veterindrios em alimentos sdo cromatografia em camada
delgada (CCD), cromatografia gasosa com detectores de captura eletrénica (CG-
DCE) e espectrometria de massas (CG-EM), cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccao ultravioleta (CLAE-UV), espectrometria de massas (CLAE-EM). Os
niveis de deteccao devem ser iguais ou inferiores aos limites maximos de residuos
(LMRs) para aquelas substéncias para os quais sao estabelecidos. Para as
substancias cujo nivel de tolerancia é zero, considera-se o limite de deteccédo do
método, uma vez que ndo apresente uma resposta inequivoca (CEE, 1990).
Entretanto, European Commission (EC, 2003) estabeleceu que o limite de
quantificacdo requerido para um método analitico seja de 0,30 g kg ', para
substancias que estao proibidas ou ndo autorizadas ao uso em leite, mel, carne,
urina, ovos e produtos de piscicultura. No Brasil, a tolerancia dos antibiéticos da
classe dos anfenicéis (cloranfenicol, florfenicol e tianfenicol) é zero para gado de
corte e leiteiro.

As tradicionais técnicas analiticas compreendem os métodos microbioldgicos,
que se fundamentam na inibicdo do crescimento de microorganismos sensiveis, em
placas de agar semeadas, que apresentam baixa especificidade e muitas vezes séo
expressos por classe de antibidticos que podem gerar resultados falso-positivos,
exigindo a sua confirmacao.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao espectrémetro de
massas tem sido uma técnica importante na analise de residuos, visto possibilitar a
separacdo simultanea de classes diferentes de residuos de antibi6ticos, bem como
seus produtos de degradacao e metabdlitos (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005; PEZZA
et al 2006; MARTINS et al, 2006). Diversos pesquisadores empregaram na etapa de
extracdo dos antibiéticos em leite solventes organicos e centrifugacédo, seguida da
desproteinizacdo com &cido sulfdrico e tungstato para precipitar as proteinas e
separar os lipideos, com posterior purificacdo em cartuchos Sepak Cis (TARBIN et
al., 1995; OKA et al., 2000; CINQUINA et al., 2003; ANDERSON et al., 2005). Essa
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etapa requer muitos cuidados devido a presenca dos interferentes enddégenos que
podem ser coeluidos (BOVANOVA & BRANDSTETEROVA, 2000). Segundo
CORREGE et al. (1994), a complexidade da matriz associada a baixa concentracao
de residuos pode, muitas vezes, levar a resultados falsos positivos devido as
possiveis reagdes cruzadas dos interferentes. A fase estacionaria mais empregada
para a separacgao de residuos de antibiéticos tem sido a fase reversa com deteccao
em ultravioleta e arranjo de diodo (SORENSEN et al., 1997; SORENSEN & SNOR,
2000; CINQUINA et al., 2003, MARTINS et a. 2006, PEZZA et al. 2006).

Atualmente, o reconhecimento da necessidade de um laboratério mostrar a
qualidade das medicbes quimicas, através da rastreabilidade, confiabilidade e
comparabilidade, vem sendo exigida por diversos 6rgaos governamentais. Para que
a resposta de um método analitico nao seja inequivoca, o mesmo deve ser validado.
A validagdo do método analitico deve ser documentada em cada etapa visando
garantir a rastreabilidade da andlise e que é adequado ao uso pretendido. A
validacao tem sido discutida em diversos trabalhos da literatura (THOMPSON, 2000
THOMPSON, et al., 2002 e 2006; SHABI, 2003; LEITE, 2002) e conceituada de
varias formas pelos 6rgaos reguladores (CODEX, 1995, 2002 e 2008; ISO 2005,
EURACHEM, 1998), contudo, os parametros podem variar em fungcao da area de
aplicagéo, da concentragédo do analito, do objetivo e da natureza do método.

Embora seja clara a necessidade de métodos validados, a forma para realiza-
la ndo esta bem definida e nem acordada internacionalmente, apesar dos esforgos
de organismos internacionais pela harmonizacdo dos procedimentos (NATA, 1997;
ICH, 1996; INMETRO, 2002 e 2003; VAN OVERMEIRE et al 2004). Questées como
quais parametros de desempenho a serem estudados, quais os procedimentos
especificos que devem ser utilizados para avaliar cada parametro e quais os critérios
de aceitabilidade devem ser definidos para cada parametro em particular precisam
ser harmonizados (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005). Segundo RIBANI et al.(2004) é
possivel distinguir dois tipos de valida¢do, no préprio laboratério “in house validation”
e a completa “full validation”. A diferenga € que, na completa, determina-se o estudo
da reprodutibilidade e de incerteza expandida da metodologia. Cabe ressaltar que o

processo de validagdo esta embasado em normas internacionais e nacionais,
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portanto existem razdes legais e técnicas para os laboratérios de ensaios se
tornarem acreditados tanto no d&mbito nacional como internacional.

O processo de validacao de métodos para analise de residuos de antibi6ticos
consiste na avaliagdo dos parametros de desempenho analitico (INMETRO, 2003 e
THOMPSON, 2000) como seletividade, linearidade e faixa de aplicacdo, precisao,
exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacao, limite de decisdo (CCa) e
capacidade de deteccao (CCp). Segundo INMETRO (2003) e THOMPSON (2000)
esses termos sao denominados caracteristicas de desempenho, sendo importante
que os parametros sejam utilizados de acordo com o objetivo do método a validar.

Dentre os critérios citados a seletividade é relevante, porque avalia o grau de
interferéncia de espécies como outros ingredientes ativos, excipientes, impurezas e
produtos de degradacéo, bem como outros compostos de propriedade similares que
possam estar presentes. Se a seletividade ndo for assegurada, a linearidade, a
exatiddo e a precisdo estardo seriamente comprometidas (RIBANI et al., 2004). A
seguir, tem-se a linearidade, a exatiddo e a precisdo. BRITO et al. (2001)
demonstraram a importancia da exatidao e precisdo na validacdo de métodos de
analise de residuos de pesticidas, estimando erros e variagbes embutidos nos
resultados analiticos.

Tendo em vista o contexto que envolve a utilizagdo de antibidéticos em animais
produtores de alimentos, o presente estudo consistiu em desenvolver, otimizar e
validar a metodologia para analise de multirresiduos dos antibiéticos cloranfenicol,
tianfenicol, e florfenicol, em leites UHT e em pé integrais, por cromatografia liquida
de alta eficiéncia com deteccdo em detector de massas.

2. MATERIAIS
2.1. Reagentes, solventes e materiais diversos

Foram utilizados os padrdes de cloranfenicol (Sigma lote 16H5955, 99.0%),
florfenicol (Sigma, lote F1427, 99,0%) e tianfenicol (Fluka lote 428903/1, 99,0%),
filtros para amostras e para a fase mével da Millipore® de 0,45um de poros e 13mm

de diametro e de 0,45um e 47mm de didmetro, respectivamente. Os cartuchos de
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extragdo em fase solida foram HLB da Waters® de 200 mg e capacidade de 6 mL e
Kit ELISA , de marca Ridascreen. Os reagentes foram de grau analitico e os

solventes para a cromatografia, grau cromatografico.

2.2. Vidraria
Foram utilizadas vidrarias com certificado da Rede Brasileira de Metrologia e

as de uso comum do laboratério.

2.3. Equipamentos

Foram utilizados os seguintes equipamentos: balanca analitica, voértex,
manifold, centrifuga modelo CR22G (HITACHI), evaporadora rotativa (JOAN), ultra-
purificador de agua Milli-Q (MILLIPORE), ultra-som e um cromatdgrafo a liquido
modelo Class Vp (SHIMADZU), composto de sistema desgaseificador a hélio, duas
bombas, injetor automatico de 1 a 50 uL de capacidade, e detector de massas com
fonte de ionizacdo por eletrospray e simples quadrupolo, modelo LCMS-210A
(SHIMADZU). Para a separacgao utilizou-se coluna SHIMPAK, C1g 150 mmx 2,0 mm x
5um. O sistema foi acoplado a um software e a uma estacdo de controle para

aquisigao e tratamento de dados.

2.4. Preparo dos Padroes
2.4.1. Solucao padrao estoque dos anfenicois

As solugdes estoques dos padrdes de antibidticos foram preparadas pesando
separadamente, em balanga analitica, 10 mg de cloranfenicol, florfenicol e
tianfenicol. A seguir, foram dissolvidos em metanol, grau cromatografico, e
transferidos quantitativamente para um baldo de volumétrico de 10 mL. As solugdes
foram homogeneizadas, transferidas para frascos e guardadas em freezer a "18°C. A
concentragao desta solugéo foi de 1 mg/mL.
2.4.2 Solucao padrao intermediaria | de anfenicois

Pipetou-se separadamente 25 uL da solucéo padrao estoque de cloranfenicol,

florfenicol e tianfenicol (1,0 mg/mL), utilizando pipeta automatica de 10-100 uL para
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baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume com &gua ultrapura,
homogeneizou-se e transferiu-se para frascos ambar de 10 mL. A concentracao final
de cada solucdo intermediaria de cloranfenicol florfenicol e tianfenicol foi de 250
ng/mL.

2.4.3. Solucao intermediaria Il de tianfenicol

Pipetou-se 250 uL solucdo estoque padrdo de tianfenicol com pipeta
automatica de 100 -1000 uL para baldao volumétrico de 100 mL. Completou-se o
volume com agua ultrapura, homogeneizou-se e transferiu-se para frascos ambar de
10 mL. A concentracao final das solugdes intermediarias de cloranfenicol, florfenicol
e tianfenicol foi de 2,5 ug/mL
2.4.4. Solucao de pool do padrao de anfenicéis

Pipetou-se 25 pL de cada solugdo estoque padréao de cloranfenicol, florfenicol
e tianfenicol usando pipeta automatica de 10-100 uL para baldo volumétrico de 100
mL. Completou-se o volume com agua ultrapura, homogeneizou-se e transferiu-se
para frascos ambar de 10 mL. A concentracdo final do pool de padrbes dos
anfenicois foi de 250 ng/mL
2.4.5. Solucao de pool de padroes de anfenicdis para o efeito matriz.

Pipetou-se 80, 100, 150, 200, 400, 500, 750 e 1000 uL da solugcao padréao
intermediaria | de cloranfenicol (250 ng/mL); 200, 250, 300, 400, 600, 700 e 800 uL
da solucdo padréao intermediaria | de florfenicol (250 ng/mL); 80, 100 e 250 uL da
solucéo padrédo intermediaria | de tianfenicol (250 ng/mL) e 100, 250, 500, e 750 uL
da solucao padrao intermediaria Il de tianfenicol (2,5 ng/mL). Cada volume destes foi
colocado em baldo volumétrico de 25 mL, tendo o volume completado com tampao
formiato pH=6,5.

2.5. Preparo de reagentes
2.5.1 Solucao de extracao - Tampao Mcllvaine modificado

Pesou-se 5,825 g de fosfato de sodio monobasico (NaxHPO.), 2,2 g de
acetato de aménio (NH4CoH302) e 18,6 g de EDTA, em um béquer, ao qual
adicionou-se, aproximadamente, 400 mL de agua ultrapura, agitando-se até
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completa dissolucdo. O pH foi ajustado a 5,8 com &cido acético ou NH4OH.
Transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 500 mL completando-se o
volume com &agua ultrapura.
2.5.2. Solucao de limpeza

Em um béquer de 5000 mL pesou-se 50 g de uréia a qual se adicionou 350
mL de &gua ultrapura, 5 mL de hidréxido de tetrametilaménio 25% e 50 mL de
metanol. O pH foi ajustado a 6,5 com &cido acético. Transferiu-se quantitativamente
para um balao volumétrico de 500 mL completando o volume com agua ultrapura.
2.5.3. Solucao de acido férmico e Tampao formiato

Pipetou-se 1 mL de acido férmico em um baldo volumétrico de 1L, completou-
se o0 volume com agua ultrapura (solucao 0,1%). Transferiu-se 250 mL dessa solucao
para um béquer ajustando-se o pH a 6,5 com NHsOH (1 mol).

2.6 Amostra

A amostra de leite fluido controle foi fornecida pela fazenda do Laboratério de
Referéncia Animal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(LANAGRO) de Pedro Leopoldo-MG. As amostras de 1 L foram, previamente,
homogeneizadas e fracionadas em trés porcdes de 50 mL e transferidas para frascos

de vidro devidamente identificados e armazenadas em freezer a "18°C.

3. METODOS

O meétodo validado foi baseado no procedimento descrito por CINQUINA et al.
(2003). Fundamenta-se na extracdo dos residuos de anfenicois (cloranfenicol,
florfenicol e tianfenicol) com prévia precipitagdo das proteinas e lipideos do leite por
ultracentrifugacdo e mistura da camada intermediaria com tampéo Mcllvaine,
purificados em cartuchos de extracdo em fase solida HLB e eluidos com metanol.
Apoés a purificagdo, o extrato foi retomado com tamp&o formiato e acetato de etila e
realizada a extragédo liquido-liquido. A fase orgéanica foi injetada no cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia acoplada ao detector de massas (CLAE/EM).
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3.1 Extracao e purificacao

Um volume de 30 mL de leite foi centrifugado a 5.000 g por 99 min. Retirou-se
a fase intermediaria com auxilio de uma pipeta, transferindo-se 2,5 mL para dois
tubos de falcon de 50 mL, adicionando-se em seguida 2,5 mL de tamp&o de extracao
(Tampao Mcllvaine modificado) e agitando-se por 20 segundos no vértex. Adaptou-
se o cartucho de extracao em fase sélida HLB ao sistema de extracdo a vacuo tipo
manifold, e 0 mesmo foi ativado com 3 mL de metanol e 3 mL &gua ultrapura. Sob
pressao atmosférica, foi transferido para o cartucho o volume total de cada tubo de
falcon, descartando-se o eluato. Lavou-se as paredes do tubo com 2 porcdes de 1
mL da solugéo de extracdo e transferiu-se quantitativamente para o cartucho. Foram
passadas 2 porgbes de 1 mL da solugdo de limpeza e deixou-se sob vacuo por 30
minutos para secar. O residuo do cartucho foi eluido com 3 mL de metanol em um
baldo e o extrato obtido foi evaporado em evaporador rotatorio (60°C).

Ap6s evaporacao, foi lavada a parede do tubo com exatamente 1 mL de
tampao formiato de aménio 0,1% (pH 6,5), agitando-se no vortex até dissolucao total
do residuo. Em seguida, adicionou-se 4 mL de acetato de etila e 1 mL alcool
isoamilico, agitando-se por mais 30 segundos no vértex. Apds separacao das fases,
transferiu-se 4 mL do sobrenadante (fase organica) para um baldo e evaporou-se em
evaporador rotatorio (60°C) até secura. Retomou-se o residuo com tampao formiato
de aménio e agitou-se no vortex até completa dissolugdo. A solucao foi filtrada em
membrana de 0,45 um antes da injecdo no CLAE/EM.

Volumes de 30 mL de amostra de leite controle e de agua foram submetidos,

separadamente, ao mesmo procedimento descrito anteriormente.

3.2. Etapa cromatografica

Para a separacédo dos anfenicéis utilizou-se uma coluna Simpack, C1g 100 mm
x 2,0 mm x 5 um. A fase mdvel foi constituida de solu¢do de acido formico 0,1% pH
6,5:metanol (60:40) e o sistema de elui¢ao foi isocratico a uma vazao de 0,2 mL/min.,
com temperatura do forno de 40°C.; detector LCMS-2010 EV; fonte ionizagédo

electrospray, modo Sim negativo m/z 321, 354 e 356, sistema isocratico de eluigdo,

71



volume injetado 20 pL, voltagem 3,0 Kv, temperatura da CDL e Bloco 270°C e fluxo

do gas de nebulizacao.

4. VALIDACAO

Os critérios de desempenho do método foram estabelecidos por procedimento
intralaboratoriais com solucdes padréo, amostras de leite controle e adicionadas de
padrao. Os critérios avaliados foram linearidade, efeito matriz, seletividade, exatidao,
precisao, limites de deteccdo e quantificacdo, e limites de decisdo (CCa) e
capacidade de deteccdo (CCp). Os resultados foram avaliados segundo as normas
de aceitabilidade de cada teste estatistico empregando um nivel de significancia de
a=0,05 (SOUZA & JUNQUEIRA, 2005; INMETRO, 2002 e 2003; THOMPSON,
2000). A avaliagao dos outlyers foi realizada pelo teste de residuos padronizados por
Jacknife (GRUBBS, 1969, BROWN & FORSYTHE, 1974; DURBIN & WATSON,
1951), a distribuicdo normal dos residuos pelo teste de Ryan-Joiner (RYAN &
JOINER, 1976), a homoscedasticidade dos residuos pelo teste de Brown-Forsythe
(HORWITZ, 1995), a independéncia dos residuos pelo teste de Durbin-Watson
(MILLER & MILLER, 1988); e o ajuste ao modelo por analise de variancia (ANOVA)
(BARROS et al., 2001).

4.1. Seletividade

A seletividade do método foi determinada analisando-se a amostra de leite
controle, o branco dos reagentes, a amostra de leite controle adicionada do pool de
padrées (cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol) e o pool de padrées (INMETRO, 2003
e SOUZA e JUNQUEIRA, 2005).

4.2. Linearidade

A linearidade foi avaliada de acordo com SOUZA & JUNQUEIRA (2005). A
curva de calibracdo foi preparada a partir das solugbes padrdo para obter as
concentragbes de 0,7; 0,8; 1,0; 2,5; 5,0; 25,0 e 75,0 ng/mL de tianfenicol, 0,7; 1,0;
1,5; 2,0; 4,0; 7,0 e 10,0 ng/mL para o cloranfenicol, e de 1,5; 2,0; 2,5; 4,0; 6,0; 8,0 e
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10,0 ng/mL para o florfenicol. A curva de calibragdo foi construida com sete (07)

pontos, todos injetados em triplicata.

4.3. Efeito Matriz

O efeito matriz foi avaliado pelo método de adicéao, preparando-se no mesmo
dia duas curvas: uma da solugao padrao dos antibiéticos conforme item 4.2 e outra
dos extratos da amostra de leite controle obtidos conforme procedimento do item 3.1.
Aos extratos da amostra de leite controle foi adicionado 1000 pL da solugcao de pool
de padrdes (item 2.4.5.). As concentracdes finais da curva dos padrbes do efeito
matriz foram de: 0,8; 1,0; 1,5; 2,0; 4,0; 5,0; 7,5 e 10,0 ng/mL para o cloranfenicol, 2,0;
2,5; 3,0; 4,0; 6,0; 7,0 e 8,0 ng/mL para o florfenicol, e 0,8; 1,0; 2,5; 10,0; 25,0; 50,0 e
75,0 ng/mL para o tianfenicol. Cada nivel de concentragao foi preparado em triplicata
independente e as leituras feitas de forma aleatéria. Ap6s a comprovacdo da
normalidade dos residuos (a=0,05), homoscedasticidade das variancias dos residuos
das curvas pelo teste F (DRAPER & SMITH, 1998) e ajuste do modelo, as
inclinacbes e as intersecdes estimadas para duas curvas foram comparadas pelo
teste t (, - 0,05) varidncias combinadas (SOUZA E JUNQUEIRA, 2005; SNEDECOR &
COCHRAN, 1989).

4.4. Exatidao e Precisao

A exatidao e precisdo do método do anfenicois foram realizadas transferindo-
se, separadamente, para balées volumétricos de 25 mL, 60, 70, 80, 300, 400, 500 e
750 pL da solugédo padrao intermediaria | do cloranfenicol; 100, 150, 200, 300, 400,
500, 600 e 800 pL da solugédo padrédo intermediaria | do florfenicol; e 60 e 80 uL
solucéo padrao intermediaria | do tianfenicol e 25 uL, 100 uL, 250 uL, 500 uL e 750
uL da solugéo intermedaria Il do tianfenicol. O volume foi completado com o leite
controle. A seguir, o conteudo de todos os balées foi homogeneizado e seguiram-se
os procedimentos de extragcdo e purificacdo (item 3.1.). Todos os niveis de
fortificagdo foram preparados em triplicata e as leituras realizadas aleatoriamente
(ISO 5725-1, 1995; ISO 5725-5, 1998; ISSO 17025, 2000). As concentragdes finais
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corresponderam a 0,6; 0,7; 0,8; 3,0; 4,0; 5,0 e 7,5 ng/mL para o cloranfenicol, 1,0;
1,5; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 8 ng/mL para o florfenicol, e 0,6; 0,8; 2,5; 10,0; 25,0; 50,0
e 75 ng/mL para o tianfenicol. Avaliou-se a exatiddo do método no nivel estudado
comparando os resultados das porcentagens de recuperacdo individuais e o
resultado médio com os critérios estabelecidos pela EC (2002). Foi realizado o teste
de premissa ANOVA, normalidade pelo teste de Ryan-Joiner e homogeneidade de
variancia pelo teste de Brown-Forsythe. A precisdo foi estimada em condices de
repetitividade parcial por ANOVA, estabelecidos por THOMPSOM (2000); BARRET &
LEWIS, (1994); e QUATROCCHI et al. (1992), RYAN & JOINER (1976) e BROWN &
FORSYTHE (1974).

4.5. Limite de deteccao e quantificacao do equipamento

Os limites de detecgao (LDE) e quantificagdo (LQE) do equipamento foram
determinados preparando solucdes nas concentracdes de 0,7; 0,8 e 1,0 ng/mL para
o cloranfenicol e tianfenicol, e de 1,5; 2.0 e 2,5 ng/mL para o florfenicol. A seguir
foram injetadas no CLAE/EM, nas condi¢des estabelecidas no item 3.3., em triplicata.
A curva padrao foi determinada segundo QUATROCCHI et al. (1992) e, com base na
equacao da reta obtida, determinou-se o valor do coeficiente linear da reta (Yu). A
seguir, determinaram-se as estimativas dos desvios-padrées das replicatas de cada
concentragdo e construiu-se uma curva de concentragcado x desvio-padrao, e, como
no caso anterior, obteve-se o coeficiente linear dessa nova reta (Sp). Os limites

foram calculados matematicamente conforme abaixo:

LDE = (Yo + 3 X Spi)/b
LQE = (Yp + 10 x Sp))/b
Onde:
Yu = estimativa da resposta na concentracédo zero
Spi = desvio padrao da resposta na concentracao zero

b = inclinagdo da curva de calibracdo na faixa de concentracao estudada
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4.6. Limites de deteccao e de quantificacao do método

Os limites de deteccéao e quantificacao do método foram estabelecidos a partir
dos valores dos limites determinados para o equipamento (LDE e LQE).

Tomando-se, separadamente, 50, 100, 150, 200, 250 e 300uL da solucao
intermediaria lll de tianfenicol (25 ng/mL); 100, 140, 500; 750 e 1000 pL da solucéao
intermediaria Il de florfenicol (25 ng/mL); e 160, 300, 480, 750, 1000 e 1250 uL
solucao intermediaria Il de cloranfenicol (25ng/mL) em baldo volumétrico de 25 mL,
que teve o volume completado com o leite controle. O preparo e a purificacdo do
extrato seguiram o estabelecido no item 3.1. Todas as concentragcdes foram
preparadas em triplicata e as leituras realizadas em ordem aleatéria. Os extratos
foram injetados no cromatografo (item 3.3.), e através dos dados foram avaliados os
limites de deteccao, como sendo a menor concentragao que produziu uma razao S/R
(sinal/ruido) > 3. O limite de quantificagdo foi considerado o dobro do limite de
deteccédo (NATA, 1997).

4.7. Limite de decisao (CCa) e capacidade de deteccao (CCp)

O limite de decisdao (CCa) e a capacidade de deteccao (CCp) foram
calculados segundo as equacgdes propostas por VAN LOCO & BEERNAERT (2003) e
pela ISO 11843-1 (1997) e ISO 11843-2 (2000), utilizando os resultados dos ensaios
de precisao e exatidao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada qualitativamente pela inspegdo visual do perfil
cromatografico e dos espectros de massas da amostra de leite controle, dos
reagentes, dos padrées em solvente e da amostra adicionada de padrdes. Quando
se comparou a resposta da amostra de leite controle (branco) em relagédo a resposta
obtida para os padrées em solvente, ndo foi observada a presenca de compostos
com tempo de retencao e de relagcdo m/z iguais a do tianfenicol (Tr=3,00; m/z=354 e
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356), do florfenicol (TR=4,00; m/z=356) e do cloranfenicol (Tr=7,00 min; m/z=321)
(Figuras 1a e 1b).

Figura 1a: Perfil cromatogréafico das amostras em do branco de leite
controle. Modo Sim negativo.
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Figura 1b: Perfil cromatografico do pool de padrao de tianfenicol (TR=3,0; m/z=354), florfenicol
(TR=4,0; m/z=356) e cloranfenicol (TR=7,0; m/z=32). Modo Sim negativo.

No perfil cromatografico (Figura 2a) observa-se a auséncia, tanto no leite
controle e no branco dos reagentes, dos picos relacionados aos antibidticos aqui
estudados, diferente do perfil cromatografico da amostra de leite controle (branco)
adicionada dos antibiéticos (Figura 2b). Nesta Figura 2b, observou-se dois picos

com o mesmo tempo de retencdo do tianfenicol (Tr=3,0 min), sendo que um deles
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apresentou a mesma razao m/z do florfenicol (m/z=356). Essa interferéncia s6 foi

observada em concentracdes mais altas.
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Figura 2a: Perfil cromatografico do branco e dos reagentes Modo Sim negativo.
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Figura 2b: Perfil cromatografico das amostras em branco adicionada do pool de padrao de
tianfenicol (m/z=354, Tr=3,0) florfenicol (m/z=356; Tr=4,0) e cloranfenicol
(m/z=321; Tr=7,0).

A Figura 3 mostra o espectro de massas dos anfenicois e no Anexo 3 foram

registrados os espectros de massas e o cromatograma individual dos mesmos.
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Figura 3: Espectro de massas dos padrdes de anfenicois tianfenicol
(m/z=354) florfenicol (m/z=356) e cloranfenicol (m/z=321).

5.2. Linearidade e Efeito Matriz

A avaliagdo da linearidade consistiu na analise de cada variavel selecionada
através de testes apropriados, visando verificar se as especificacoes do modelo
proposto adaptavam-se de forma concisa aos dados observados. O grau de ajuste
do modelo foi avaliado através do calculo do coeficiente de correlagao(r) e do
coeficiente de correlagdo ajustado (MEYER & ZUND, 1993). Relatos da literatura
mostram que a regressdo linear pode ser muito sensivel a presenca de pontos
outlyers (valores fora da curva) e/ou leverages (valores extemos). Segundo SOUZA
& JUNQUEIRA (2005), valores extremos em uma curva de calibragdo sugerem que
possam pertencer a uma populacao diferente ou serem resultados de um erro de
medicao. Valores extremos detectados entre os niveis de confianca de 95% e 99%
séo considerados stragglers, enquanto os detectados a niveis de maiores que 99 %
séo outlyers (BURKE, 2001). Os valores extremos (outlyers) dos pontos das curvas
de calibragdo, dos padrdes em solventes e da matriz leite adicionada de padroes,
foram avaliados pelo método dos residuos padronizados de Jacknife (Je). Os
residuos padronizados de Jacknife (Jei) seguem a distribuicdo de t (1 - w2 n - p - 1),
sendo retirados os pontos que apresentaram valores de Jej maiores que o valor de t
critico (t «c). Os valores de Jej para a curva de calibracdo do tianfenicol, florfenicol e

cloranfenicol em solvente foram de 2,145, 2,201 e 2,110, enquanto o valor de t critico
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(t ) foi de 2,131, 2,179 e 2,101, respectivamente. Ja para a curva de calibracdo da
matriz adicionada de antibiéticos o J.j foram de 2,179, 2,201 e 2,145, e o t \c de
2,160, 2179 e 2,131, para o tianfenicol, florfenicol e cloranfenicol, respectivamente
(Figuras 4, 5 e 6). Pode-se, entdo, concluir que os valores extremos foram mais

detectados nas curvas do efeito matriz do que nas do padrao em solvente.
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Entretanto, as exclusbes dos valores extremos de residuos permaneceram
dentro de 22% do numero original de resultados (BELSLEY, et al., 1980 e HORWITZ,
1995). Os graficos de probabilidade normal (Q-Q) obtidos para as curvas do

florfenicol, cloranfenicol e tianfenicol em solvente e do efeito matriz encontram-se

ilustrados nas Figuras 7, 8, e 9.
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A premissa de que os residuos das curvas de calibragcdo dos padrdes em
solvente e do efeito matriz seguem a distribuicdo normal foi confirmada pelo célculo
dos coeficientes de correlacdo Ryan-Joiner (Ry), que foram maiores do que 0s
valores de Rgritico (Re)-

Os valores de (R.) para a curvas dos padrdes tianfenicol, florfenicol e
cloranfenicol em solvente foram de 0,9538, 0,9847 e 0,9849 e do (R;) a 0,9437,
0,9351, 0,9503, respectivamente. Para o efeito matriz, os valores de (R)
corresponderam a 0,9404; 0,9800 e 0,9757 e do (R; 0,9383 0,9351e 0,943,
respectivamente para os padrdes de tianfenicol, florfenicol e cloranfenicol.

Os resultados evidenciaram que o desvio da normalidade nao foi significativo
para p>0,05 para curvas de calibragao dos padrées e efeito matriz. A independéncia
entre os residuos das curvas de calibracdo do tianfenicol, florfenicol e cloranfenicol
em solvente e do efeito matriz foi avaliada pelo teste estatistico de Durbin-Watson
(d). Os resultados mostraram uma distribuicio homogénea dos pontos nos quatro
quadrantes dos graficos para os niveis de concentracfes de ambas as curvas de
calibracdo. Os valores calculados de d para os padroes e efeito matriz dos do
tianfenicol, florfenicol e cloranfenicol foram de 0,543, 1,478 e 2,119 e 0,641, 2,447 e
1,082, respectivamente, permanecendo dentro do critério de aceitabilidade 0—2 « 4
(Figura 10).

Os dados estatisticos apresentados na Tabela 1 mostram os resultados do
teste de Levene (i), utilizado para confirmar a variabilidade dos residuos da
regressao para as curvas de calibragdo do tianfenicol, florfenicol e cloranfenicol em
solvente e no efeito da matriz. Esses revelaram que os valores de (t.) foram
menores que os valores tabelados (1y975), ao nivel de 95% de confianca. Concluiu-se
que a variagao entre os residuos em cada nivel de concentragédo, nas duas curvas de
calibragdo nao foi significativa, mostrando-se constante e homoscedastica (SOUZA &
JUNQUEIRA, 2005; LEVENE, 1960; BROWN & FORSYTHE, 1974).
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Tabela 1: Avaliacdo da homoscedasticidade dos residuos das curvas de calibracao
dos padrdes em solvente e efeito matriz pelo teste estatistico de Levene modificado.

Parametros Estatisticos das Curvas de Calibracao
Padroes de

Antibioticos Padroes em Solvente Efeito Matriz

N s 1/ tog7s N s 1 to,975

Tianfenicol 17 2,71x 10° 0,540 2,131 15 1,86x 107 1,956 2,160
Florfenicol 14 6,91 x 104 1,229 2,179 14 9,89 104 0,904 2,179
Cloranfenicol 30 6,84 x 104 1,103 2,101 17  2,35x 10° 1,927 2,131

N-nGmero de observagées; S*-variancia dos niveis de concentracéo; t,.-t estatistico de Levene;
to.o75s— t de Levene a um nivel de significancia p> 0,05

A avaliagdo do modelo de regressao linear foi realizada pela andlise de
variancia (ANOVA). Os valores dos coeficientes de regressao linear (r®) da curva de
calibracao do tianfenicol, florfenicol e cloranfenicol em solvente foram de 0,9985,
0,9992 e 0,9996, respectivamente, evidenciando a sua adequacidade e a
possibilidade de estimativas confiaveis( Figura 11).
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Figura 11: Curva de calibragao do tianfenicol, florfenicol e cloranfenicol
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A significancia da regressao linear e a falta de ajuste foram avaliadas pelo o
teste estatistico de F para as curvas dos padrdes de antibidticos em solvente e efeito
matriz. Os resultados mostraram que o valor de F.y foi maior que 0 Feiico (P >0,05),
indicando a existéncia de uma relacao linear entre as variaveis x e y para ambas as
curvas de calibracdo. Os calculos estatisticos para a falta de ajuste da curva de
calibracao dos antibidticos em solvente revelaram que Fcy foi maior que 0 Feritico (P >
0,05), exceto para o tianfenicol. No entanto, a falta de ajuste nas curvas de
calibracao do florfenicol e o clorofenicol nao foi significativa, visto que nao alterou a
relacdo linear entre as variaveis x e y nos niveis de concentracao estabelecido.

Os testes estatisticos confirmaram a validade da regressdao para uma
concentracdao de 0,70 a 10 ng/mL de tianfenicol, de 1,50 a 10,0 ng/mL para o
florfenicol, de 0,70 a 10 ng/mL para o cloranfenicol, indicando a faixa linear da curva.
O intercepto nao foi significativamente diferente de zero (p>0,05) para a curva padrao
com solvente. O teste de F para a falta de ajuste mostrou que Fca < Fiap
evidenciando que o desvio de linearidade para a curva de calibragao do efeito matriz

nao foi significativo para p>0,05 (Tabela 2).

Tabela 2: Estatistica da regressdo ANOVA incluindo o teste de ajuste para as curva
de calibracdo dos padrdes de antibidticos em solventes e efeito matriz.

Fontes de Variancia Estatistica para as Curvas de Calibracao

Padroes em Solventes Efeito Matriz
Padroes de
Antibiéticos Regressao Falta de Regressao Falta de
Ajuste Ajuste
F cal- F tab- F Cal F tab F cal- F tab- F Cal F tab
10,56 x 107 Fai9 1,99 Fii9 19,28 x 10° Faag 1,59 Fiag
Tianfenicol 4,96 3,33 4.60 2,96
16,39x10°  Fuz 576 Fez  1517x10%  Fais 1,39 Fsas)
Florfenicol 5,59 3,97 4,67 3,03
Cloranfenicol 47,65 X 103 F(1,13) 3,49 F(5,13) 8,426 X 103 F(1,16) 1 ,99 F(5,16)
4,67 3,07 4,49 2,85

O teste de t com variancias combinadas foi adotado para comparar o0s
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parametros de intersecao e inclinacao para avaliagdo do efeito matriz uma vez que a
variancia dos residuos nas duas curvas de calibracdo quando comparadas foram
consideradas homogéneas pelo teste F (p>0,05). Os resultados apresentados
Tabela 3 mostraram que nao existem diferencas significativas (p > 0,05) entre a
curva de calibragdo do efeito matriz do cloranfenicol e a curva padrao do
cloranfenicol em solvente visto que 0 tca < twp, portanto pode-se inferir que suas
inclinacdes e intercepto séo iguais. Para o tianfenicol e florfenicol, 0 tcy > tiap Mostrou
que suas inclinagdes e intercepto sao diferentes (p>0,05), portanto existe diferenca
significativa entre as curvas de calibracdo do efeito matriz do tianfenicol e florfenicol
e desses padrées em solventes. Através da comparacao da curva de calibracdo dos
padrdes adicionados aos extratos da matriz em relagdo a curva de calibragdo em
solventes, pode-se verificar que ocorreu um efeito aditivo para o tianfenicol a partir
da concentragéo de 50ng/25uL e multiplicativo para o florfenicol (Figuras 12a, b e c).
Enquanto para o cloranfenicol ndo foram significativamente diferentes (p > 0,05). Os
valores dos coeficientes de regressao linear para curva de calibracdo dos extratos da
matriz de leite adicionados dos padrées de antibiodticos pesquisados estao

relacionados na Tabela 3.

Tabela 3 - Estimativas dos parémetros estatisticos da curva de calibragdo dos

extratos da matriz leite adicionados de padrbes

Padrées de Equacao da Coeficiente Valordet., Valorde Valor de
Antibiéticos Reta correlacio inclinagao intetrcélgpto Fra
(%)
Tianfenicol  y=11795x-5104,3 0,9993 4,6163 2,6235 2,045
Florfenicol  y=2967,6x—7494,3 0,9922 39,6727 16,413 2,048
Cloranfenicol y=7673,2x-1179,5 0,9982 0,5100 2,0259 2,035
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5.3. Exatidao e Precisao

Os resultados de recuperacdo meédia (Tabela 4) para as faixas de
concentracao de 0,3 a 50 pg/L de tianfenicol, de 0,5 a 4,0ug/L de florfenicol e de 0,5
a 4,0ug/L de cloranfenicol foram de 90,67% a 131,36%, de 77,12% a 104,27% e de
7412% a 100,84%, respectivamente. Pode-se concluir que a recuperacdao média
obtida encontra-se dentro da faixa de aceitabilidade recomendada pelo Codex
Alimentarius, que é de 70% a 110% (EC, 2003), evidenciando a exatidao do método.

A avaliacdo da precisao da metodologia e da repetibilidade do equipamento,
feitas através do teste estatistico de Grubs, mostrou que tanto o método como o
equipamento foram precisos nas faixas de concentragcdo estudada. Os valores
calculados,1,34 para o método e 2,03 para o equipamento, foram inferiores aos
valores criticos de Crubs (p>0,05). Considerando a massa relativa do analito e a
complexidade da matriz, o valor do coeficiente de variacdo evidenciou a precisao do
método, com niveis dentro da faixa recomendada de 15% a 30% (HORWITZ, 1995).

Tabela 4: Percentual médio de recuperagédo (Rm%) dos anfenicéis.

Tianfenicol
Conc. (ug/L) 0,3 0,3 1,25 5,0 12,5 25 37,5 50,0
Rm% 108,22 90,67 96,53 131,36 118,70 111,95 10143 77,12
Cv% 8,74 3,59 2,37 0,06 5,58 0,12 4,37 2,54
Florfenicol
Conc. (ug/L) 0,5 0,75 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 4,0
Rm% 104,27 97,69 96,067 96,756 83,13 96,27 88,71 77,12
Cv% 6,54 1,78 6,32 1,36 3,62 5,57 5,64 2,20
Cloranfenicol
Conc. (ug/L) 0,5 0,75 1,0 1,5 2,0 2,5 3,75 4,0
Rm% 83,11 84,19 93,18 100,84 80,57 86,13 82,74 74,12
Cv% 9,12 6,52 15,01 6,30 2,47 457 0,56 3,34

CV- coeficiente de variagéo
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5.4. Limites de deteccao e quantificacao do equipamento e do método

Os limites de deteccdo e de quantificacdo do equipamento e do método,
estabelecidos para o florfenicol, tianfenicol e cloranfenicol estao apresentados na
Tabela 5. De acordo com o preconizado pela EC (2002), substancias com limite de
tolerancia zero, como o tianfenicol, florfenicol e clorofenicol no Brasil, considera-se o
limite de deteccao do método. Para o clorofenicol a EC (2003) estabelece um limite

minimo de desempenho requerido (LMDR) de 0,3ug/L.

Tabela 5: Limites de deteccdo e quantificagdo calculados.

equipamento método
antibioticos LDE LQE LDM LaM
ug/L ng/L ng/L ng/L
florfenicol 0,0223 0,0757 0,20 0,75
tianfenicol 0,05905 0,100 0,10 0,20
clorofenicol 0,0770 0,156 0,30 0,75

5.5 Limites de Decisao (CCa) e Capacidade de Deteccao (CCB) do Método

Os limites de decisdo (CCa) e de capacidade de deteccdo (CCp) para o
cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol foram estimados conforme estabelecido pela
ISO 11843-2 (1997) e ISSO 17025 (2000) e VAN LOCO & BEERNAERT (2003),
utilizando os dados obtidos nos ensaios de precisdo (EC, 2002). Os valores de CCa
e CCp para tianfenicol foram de 52,68 e 55,67 ug/L, para o florfenicol foram de 0,42 e
0,63 ng/L e para o cloranfenicol de 0,26 e 0,32 ug/L, respectivamente.

A literatura apresenta varias formas de interpretacdo dos resultados dos

limites de decisao (CCa) e de capacidade de detecc¢ao (CCp), conforme mencionado
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por SOUZA & JUNQUEIRA (2005). Uma baseia-se na relacao sinal/ruido, somente
considerando o controle de resultados falsos positivos (erro tipo a), 0 que leva a uma
probabilidade de resultados falsos negativos (erro tipo ) de 50%. A outra se baseia
em testes de hipéteses, considerando valores independentes para os dois tipos de
erro. Em concordancia com esta ultima, ANTIGNAC et al. (2003) estabeleceram que,
com resultados menores que os valores encontrados de CCa, as amostras devem
ser declaradas como conformes ou com analitos em concentragdes inferiores ao
limite maximo estabelecido, com um nivel de confianca de 1-a. Para os resultados
maiores ou iguais aos valores estimados para CCpB, as amostras devem ser
declaradas como n&o conformes ou com analitos em concentragdes superiores ao

limite maximo estabelecido, com um nivel de confianca de 1- .

6. CONCLUSOES

O método de andlise para a determinacdo de anfenicéis desenvolvido e
validado para a matriz leite, empregando cartucho de extragcdo em fase soélida para
purificacdo e posterior separacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada ao detector de massas, com ionizagdo por eletrospray, apresentou
precisdo, exatidao, repetitividade, linearidade, limites de deteccdo e quantificagéo

adequados ao uso pretendido.
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RESUMO: Esta pesquisa descreve a validacao intralaboratorial de um procedimento
por cromatografia liquida de alta eficiéncia combinado a espectrometria de massas
(CLAE/EM) para confirmar a presenga e identificacdo de residuos de treze
antibiéticos da classe dos B-lactamicos, as penicilinas (amoxilina, oxacilina,
dicloxacilina, cloxacilina, ampicilina, penicilinas V e G) e as cefalosporinas
(cefoperazone, cefapirina, cefotaxim, cefalotin e cefazolin). O procedimento analitico
consistiu na extragdo liquido-liquido dos antibiéticos com acetonitrila. Apods
centrifugagéo, o sobrenadante foi evaporado e solubilizado com tampao formiato de
amonio, pH 6,5. O extrato foi purificado em Centricom® 30.000 e injetado no
cromatégrafo. As condigdes de andlise na CLAE/EM consistiram da separagédo em
coluna XTerra Waters® Cis , 150 x 4,6mm x 3,5um, sistema isocratico de eluigdo
com acetonitrila: acido férmico 0,1% (70:30), fonte de ionizacao eletrospray, modo
SIM positivo e negativo, voltagem de 1,5 kV, temperatura da CDL e do bloco 250°C e
fluxo do gas de nebulizacao de 1,5 L/min. Os critérios de validacao estudados para
identificacdo do analito foram a seletividade e limite de detecgdo, compreendendo
dois delineamentos experimentais, ensaios com padrées para determinar as
caracteristicas de identificacdo do analito e ensaios com padrbes, amostras brancas
e fortificadas para verificacdo da seletividade e do limite de detec¢éo. O resultado do
processo de validacdo mostrou que o método foi aplicavel para confirmagcdo de
residuos dos treze antibioticos da classe dos B-lactamicos nas matrizes leite integral

UHT e em po.
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Palavras-chave: leite, antibi6ticos, p-lactdmicos, validacdo, cromatografia,

espectrometria de massas.

ABSTRACT: This research describes the intralaboratorial validation of a procedure
by high performance liquid chromatography coupled with spectrometry mass
(HPLC/MS) to confirm the presence and identification of residues of thirteen
antibiotics of the B-lactams class, the penicillins (amoxillin, oxacillin, dicloxacillin,
cloxacillin, ampicillin, penicillins V and G and the cephalosporins (cephoperazone,
cephapirin, cephotaxim, cephalothin and cephazolin). The analytical procedure
consisted a liquid-liquid extraction of antibiotics with acetonitrile. After centrifugation,
the sobrenatant was evaporated and solubilizated in ammonium formiate buffer, pH
6,5. The extract was purified in Centricom® 30.000. The analysis conditions in
HPLC/MS consisted of the separation in XTerra Waters® C18 column, 150 x 4,6mm x
3.5um, isocratic elution system with acetonitrile: formic acid 0,1% (70:30), source of
ionization eletrospray, selective ion monitoring mode (SIM), positive and negative,
voltage of 1,5 kV, CDL and the block temperature 250°C and flow of the nebulization
gas of 1,5 L/min. The validation parameters studied for analyte identification were the
selectivity and detection limit, in two experimental design: test with standards to
determine the characteristics of the analyte identification and test with standards,
samples without and addition the standards for verification of the selectivity and of the
detection limit. The result of the validation process showed that the method was
applicable for confirmation of the thirteen antibiotics residues of the B-lactams in UHT

and powdered milk.

Keywords: milk, validation, antibiotics, p-lactams, chromatography, spectrometry

mass
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1. INTRODUCAO

Os antibiéticos da classe dos B-lactamicos sdo formados pelo grupo das
penicilinas, como a amoxilina, oxacilina dicloxacilina, cloxacilina, ampicilina,
penicilinas V e G, e pelo grupo das cefalosporinas, como o cefoperazone, cefapirina,
cefotaxim, cefalotin, cefazolin e ceftiofur, que s&o utilizados tanto na medicina
veterinaria como na humana.

O uso de antimicrobianos quer como medida terapéutica ou profilatica quer
como promotores de crescimento, segundo PALERMO (2001), torna-se mandatario;
porém, deve ser realizado de forma correta e cautelar. Caso contrario, podem levar a
presenca de residuos desses antibiéticos nos alimentos, especialmente se nao forem
observadas as boas praticas de aplicacdo. Considerando a prevencdo dos
problemas de saude, os 6érgdos reguladores tém fixado os limites maximos de
residuos (LMR) ou, entdo, proibido o emprego de alguns.

Muito pouco se sabe a respeito de residuos de penicilinas e cefalosporinas em
leites integrais UHT e em p6é comercializados no Brasil. Esses antibidticos sao
provavelmente os mais utilizados na medicina veterinaria no tratamento de infecgbes
bacterianas. Na maioria das plataformas de recebimento de leite, o ensaio de triagem
mais simples é realizado por diversos Kits baseados em teste microbiologicos, fisico-
quimicos e/ou imunoenzimaticos, disponiveis no mercado para a pesquisa de
residuos de antibioticos. Segundo RAMIREZ et al. (2001), cada tipo de Kit possui
suas vantagens e desvantagens em relagdo ao custo, tempo de resposta e
especificidade. Segundo CROSBY (1991), MOATS & ROMANOWSKI (1998) e
MITCHELL (1998), um resultado positivo obtido em qualquer um desses kits fornece
pouca ou nenhuma informacédo a respeito da identidade do residuo do antibidtico
presente.

A utilizacao de técnicas cromatograficas como a cromatografia liquida de alta
eficiéncia tem permitido a separacao e quantificacao dos residuos de antibidticos que
aliada recentemente a espectrofotometria de massas com analisadores

triploquadrupolo, fon Trap ou QT vem amenizando os efeitos dos interferentes
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provenientes principalmente dos componentes da matriz (ALl et al., 2000; CHERLET
et al., 2000; CORCIA & NAZZARI, 2003 e OFFLER & TERNES, 2003, BOGIALLI et
al., 2004).

E sabido que, o monitoramento esta ligado a disponibilidade de procedimentos
analiticos validados que permitam a determinacdo de residuos de antibiéticos de
forma adequada e acurada. Esse fato, aliado a segurangca alimentar leva ao
desenvolvimento e a validacao da metodologia analitica para sua analise simultanea.

Esta pesquisa descreve o desenvolvimento e validacdo do procedimento
analitico para identificar residuo de p-lactamicos em leite UHT e em pd6 por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com detecgdo em detector de massas simples
quadrupolo.

2. MATERIAIS
2.1. Reagentes, solventes e materiais diversos

Foram utilizados os seguintes padrdes de antibidticos: cefalotim sédico (Fluka
Lote 22241, pureza 99%), cefapirina soédica (Sigma Lote 112K0485, 94,9%),
cefazolim sodico (Fluka Lote 22127, 98%), cefoperazone sédico (Sigma Lote
073K1281, 93,7%), ceftiofur (Pharmacia Lote 001/02, 93,7%), cefotaxim (Fluka Lote
22128-5G), amoxicilina (Materia-prima Sem lote), ampicilina (Fluka Lote 10044-5G),
penicilina V (Riedel-de-Haen Lote 46616), peniclina G (Sigma Lote 455901/1),
cloxacilina (Fluka Lote 27555), dicloxacilina (Sigma.Lote D9016-5G) e oxacilina
(Sigma.Lote 28221-5G). Os reagentes de uso comum em laboratério foram de grau
analitico e os solventes para a cromatografia de grau cromatogréfico, além de agua
ultrapura obtida no sistema Milli-Q (Millipore®).

As amostras foram filtradas em cartuchos Millex- PVDL (Millipore®) de 0,45 pm
e a fase movel em filtros PVDL de 0,45 pm e 47 mm de diametro (Millipore®). O
cartucho de extracao em fase sélida utilizado na limpeza do extrato das amostras foi
o Centricon® 30.000 (Millipore).
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2.2. Vidraria
Foram utilizadas vidrarias com certificado da Rede Brasileira de Metrologia e

as de uso comum do laboratério.

2.3. Equipamentos

Foram utilizados o0s seguintes equipamentos: balanca analitica, vortex,
manifold, centrifuga modelo CR22G (Hitachi), evaporadora rotativa (Joan), ultra-
purificador de agua Milli-Q (Millipore), ultra-som e um cromatégrafo a liquido modelo
Class Vp (Shimadzu), composto de sistema desgaseificador a hélio, duas bombas,
injetor automatico de 1 a 50 pL de capacidade, forno para coluna, coletor de fracdes
e detectores, dispostos em série, de arranjo de diodos e de massas com fonte de
ionizagao por eletrospray e simples quadrupolo, modelo LCMS-210A (Shimadzu). O
sistema foi monitorado por um software, que também auxiliou na aquisicdo e no
tratamento de dados.

2.4. Preparo dos Padroes
2.4.1. Solucao padrao estoque dos B-lactamicos

As solugdes estoques dos padrdes de antibidticos foram preparadas pesando
separadamente em balanga analitica 10 mg de amoxilina, oxacilina dicloxacilina,
cloxacilina, ampicilina, penicilinas V e G, cefapirina, ceftiofur, cefazolin, cefalotin,
cefoperazone e cefotaxim. Os padrées foram dissolvidos em agua ultrapura e
transferidos quantitativamente para um baldo volumétrico de 10 mL, ao qual se
adicionou 2 mL de metanol grau cromatografico, completando-se o volume com agua
ultrapura. A concentragao resultante foi de 1,0 mg/mL. As solu¢des foram estocadas
em freezer a -18 °C.
2.4.2. Solugao padrao intermediaria | de B-lactamicos

Pipetou-se separadamente 100 uL de cada solucdo padrdo estoque (1,0
mg/mL) de B-lactamicos, utilizando pipeta automatica, em um baldo volumétrico de
10 mL. Adicionou-se 2 mL de metanol grau cromatografico, completando-se o

volume com agua ultrapura. A concentracdo desta solugédo foi de 10 pg/mL. As
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solucdes foram estocadas em freezer a "18 °C.
2.4.3. Solugado padrao intermediaria Il de B-lactamicos

Pipetou-se separadamente 500 uL de cada solucao padrao intermediaria | de
B-lactdmicos (10 pg/mL), utilizando pipeta automatica de 10—1000 uL para um baléo
volumétrico de 5 mL. Adicionou-se 1 mL de metanol grau cromatografico e
completou-se o volume com agua ultrapura. Homogeneizou-se e transferiu-se para
frascos. Guardou-se em freezer a —18 °C. A concentracdo desta solucao foi de 1
pg/mL.

2.4.4. Pool de padroes de B-lactamicos A (fortificacdo das amostras antes da
extracao)

Pipetou-se 27,8; 27,8; 278; 16,70; 11,10; 13,9; 13,9; 13,9; e 13,9 mL das
solucbes padrdao estoque de 1 mg/mL de ampicilina, amoxicilina, penicilina G,
cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim, cefoperazone e ceftiofur de e 560; 560;
560; e 560 mL das solucdes intermediarias | de 10 uL/mL de cloxacilina, dicloxacilina,
oxacilina e penicilina V, respectivamente, para um baldo volumétrico de 10mL,
utiizando pipeta automatica. Foram adicionadas 2 mL de metanol grau
cromatografico e completou-se o volume com agua ultrapura. As solugbes foram
mantidas em freezer a -18°C. A concentracdo final de ampicilina, amoxicilina,
penicilina G, cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim, cefoperazone, ceftiofur,
cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina e penicilina V corresponderam a 2,78; 2,78; 27,80;
1,67;1,11;1,39; 1,39; 1,39; 1,39; 0,56; 0,56; 0,56 e 0,56 ug/mL, respectivamente.
2.4.5. Pool de padroes de B-lactamicos B (fortificacao das amostras depois da

extracao)-Efeito matriz

Pipetou-se 1000; 1000; 300; 300; 300; 300; 600; 400: 500; 500; 500 e 500 uL
da solucéo padrao intermediaria | (10 ug/mL) de ampicilina, amoxicilina, cloxacilina,
dicloxacilina, oxacilina, penicilina V, cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim,
cefoperazone e ceftiofur e 100 uL da solugdo padrdo estoque de penicilina G de 1
mg/mL, utilizando pipeta automatica para um baldo de 25 mL. Completou-se o
volume com tampao formiato de aménio 0,1% pH=6,5. As solugcbes foram mantidas

em freezer a -18°C. A concentracédo final de ampicilina, amoxicilina, cloxacilina,
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dicloxacilina, oxacilina, penicilina V, cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim,
cefoperazone, ceftiofur e penicilina G corresponderam a 1,00; 1,00; 0,30; 0,30; 0,30;
0,30; 0,60; 0,40; 0,50; 0,50; 0,50; 0,50 e 10,0 ug/mL, respectivamente.
2.4.6. Pool de padroes de B-lactamicos C (limite de deteccao do equipamento)
Foi pipetado 300 pL da solucdo padrao intermediaria I (1 ug/mL) de
cefapirina, de ceftiofur, de oxacilina, de cloxacilina e de penicilina V, 200 uL da
solucdo padrao intermediaria | (10 pug/mL) de ampicilina e amoxicilina, 350 uL
cefalotin, 300 uL cefoperazone, 250 uL cefazolin e 80 uL da solucdo padrao estoque
de penicilina G (1 mg/mL) para um baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se o
volume com solugdo tampao formiato de aménio 0,1% pH 6,5. As solugbes foram
mantidas em freezer a -18°C. As concentragbes finais das solugbes de cefapirina,
ceftiofur, oxacilina, cloxacilina e penicilina V foram de 30 ng/mL, de ampicilina e
amoxicilina 200 ng/mL, de cefalotin 350 ng/mL, de cefoperazone 300 ng/mL, de
cefazolin 250 ng/mL e de penicilina G 8ug/mL.
2.4.7. Pool de padroes de B-lactamicos D (limite de deteccao do método)
Utilizando pipeta automatica, pipetou-se 500; 500; 75; 150; 75; 75; 75; 875;
625; 125; 750 e 75 puL da solugdo padréo intermediaria | (10 ug/mL) de ampicilina,
amoxicilina, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina, penicilina V, cefapirina, cefalotin,
cefazolin, cefotaxim, cefoperazone e ceftiofur, respectivamente, de e 223 uL da
solugéo padrao estoque (1 mg/mL) de penicilina G, para um bal&o volumeétrico de 10
mL. Foram adicionados 2 mL de metanol grau cromatografico e completou-se o
volume com agua ultrapura. As solucbes foram guardadas em freezer a -18°C. A
concentragdo final de ampicilina, amoxicilina, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina,
penicilina V, cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim, cefoperazone, ceftiofur e
penicilina G correspondeu a 0,500; 0,500; 0,075; 0,150; 0,075; 0,075; 0,075; 0,875;
0,625; 0,0125; 0,75; 0,075; e 20,00 ng/mL, respectivamente.

2.5. Preparo da amostra de leite fluido controle

A amostra de leite controle foi fornecida pela fazenda do Laboratério de
Referéncia Animal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
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(LANAGRO) de Pedro Leopoldo-MG. As amostras (aproximadamente 1L) foram
previamente homogeneizadas e fracionada em trés porcées de aproximadamente

50mL, transferidas para frascos de vidro e armazenadas em freezer a -18°C.

3. METODOS

O método estabelecido no laboratério foi baseado nos procedimentos
descritos por BLANCHFLOWER et al. (1994); ANG et al. (1996), ITO et al. (1998);
VERDON & COUEDOR (2000); BRUNO et al. (2001a e b); CORCIA & NAZZARI
(2002); GHIDINI et al. (2003) e BOGIALLI et al. (2004). O procedimento de extragdo
dos residuos de B-lactdmicos das amostras de leite foi feito com a adigdo de
acetonitrila ao leite seguido de centrifugacdo. O sobrenadante foi evaporado e
retomado com tampado formiato pH 6,5 e filrado no Centricon® 30.000 para
separacdo das proteinas. O eluato foi separado e identificado por CLAE com
deteccao em espectrdmetro de massas simples quadrupolo no modo positivo € modo

negativo.

3.1 Extracao e purificacao da amostra de leite controle

Pipetou-se 1 mL do leite controle para um tubo de centrifuga e adicionou 15
mL de acetonitrila. Esta solugdo foi centrifugada a 5.000 g por 30 minutos a 0 °C.
Transferiu-se quantitativamente o sobrenadante para um tubo de falcon de 50 mL e
evaporou-se até secura na evaporadora rotativa a 55°C. Retomou-se o residuo com
1000 pL de tampao formiato de aménio pH 6,5 e agitou-se em vortex até completa
dissolucdo. Transferiu-se para o Centricon® 30.000 e centrifugou-se por 90 minutos
a 5.000 g. Pipetou-se 180 pL do sobrenadante para um vial de vidro de fundo cdnico
e adicionou-se 20 pL da solugao de hidroxido de aménio 0,1% (pH final deve ser
aproximadamente 8). A seguir foi injetado no cromatografo 80 uL da amostra. Todas
as determinagdes foram feitas em triplicata.

3.2. Condicoes analiticas para CLAE/EM dos f -lactamicos

Para a etapa cromatografica, utilizou-se coluna XTerra® C18 ,150 x 4,6mm x
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3.5 ym e fase movel composta por acetonitrila:acido formico 0,1% (30:70). O sistema
de eluigdo foi isocratico, a uma vazdo 0,3 mL/min. e temperatura de 45°C. As
condicoes do detector de massas foram estabelecidas com 1.5 kv de voltagem,
temperatura CDL e do Bloco 250°C e fluxo do gas de nebulizacao 1,5L/min. Os picos
foram monitorados no modo SIM positivo (ampicilina m/z=350; amoxicilina m/z=350,
365 e 366; penicilina G m/z=335; cefapirina m/z=424; cefotaxim m/z=456 e 455;
cefazolin m/z=455 e 456; cefalotin m/z=414; ceftiofur: m/z=524 e 525; cefoperazone
m/z=646) e no modo SIM negativo (penicilina m/z=349; oxacilina m/z=400 e 468;
cloxacilina m/z= 434; dicloxacilina m/z=468) nas mesmas condi¢cdes analiticas,

exceto a proporcao de fase mével que foi 50:50.

4. VALIDACAO

Os critérios de desempenho estudados para identificacdo dos B-lactamicos
foram a seletividade e o limite de deteccao do método. Foram realizados ensaios
com padroes, amostras de leite controle (branco) e amostras fortificadas. Os
resultados foram avaliados segundo as regras de aceitabilidade de cada teste
estatistico, empregando nivel de significancia de a=0,05 (SOUZA & JUNQUEIRA,
2005; EC, 2002; CODEX ALIMENTARIUS, 1997).

4.1. Seletividade

A seletividade do método foi determinada analisando-se amostras controle
(branco), o branco dos reagentes e dos padrées e amostra de leite fortificado com a
adicdo dos padrdes de amoxilina, oxacilina, dicloxacilina, cloxacilina, ampicilina,
penicilina V e G, cefoperazone, cefapirina, cefotaxim, cefalotin, cefazolin e ceftiofur
para se verificar a existéncia ou ndo de substancias interferentes na regiao dos picos
dos analitos (INMETRO, 2003 e SOUZA & JUNQUEIRA, 2005).

Os dois niveis de fortificacdo das amostras ficaram na faixa de 10,09 ng/mL a
500,40 ng/mL. Todas as determinacdes foram feitas em triplicata.
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4.2. Limite de deteccao do equipamento

O limite de deteccao do equipamento foi determinado pipetando diferentes
volumes do pool da solucao padrao de B-lactamicos C e adicionando-se a estes 160
ML de tampéo formiato e 20 yL de hidroxido de amdnio. As solucdes foram injetadas
no CLAE/EM no modo SIM positivo e negativo conforme as condigdes analiticas
estabelecidas. O limite de detecgdo do equipamento foi considerado, para cada
antibiético, como a menor concentracdo que resultou num pico com trés vezes a
amplitude do ruido (3S/R).

4.3. Limite de Deteccao do Método

Foi pipetado 1 mL de leite controle para um tubo de centrifuga de 40 mL e
adicionou-se a esse diferentes volumes (uL) do pool da solugdo padrdao de B-
lactamicos D. Adicionou-se 15 mL de acetonitrila e segui-se o procedimento de
extracdo. As concentragdes injetadas corresponderam a uma faixa de 1,008 ng/mL a
401 ng/mL de B- lactamicos no leite.Injetou-se no CLAE/EM no modo SIM positivo e
negativo conforme condicées analiticas. O limite de deteccdo do método foi
considerado, para cada antibiotico, como a menor concentragdo que resultou num
pico com trés vezes a amplitude do ruido (3S/R).

Determinado o limite do método, foi realizada a fortificagdo no nivel
determinado por sete vezes, na tentativa de se observar a repetitividade do limite de
deteccédo do método.

4.4. Estudo do efeito matriz

Pipetou-se 1 mL de leite controle (branco) para o tubo de centrifuga de 40 mL
e adicionou-se 15 mL de acetonitrila e seguiu-se o procedimento de extracdo até
obtencéo dos extratos das amostras. Pipetou-se 160 pL dos extratos para um vial de
vidro de fundo cénico ao qual foi adicionado 20 yL do pool da solugao padrao de B-
lactdmico B, que corresponde aos LDM para cada antibiético, agitou-se em vértex
por 20 segundos e adicionou-se 20 uL de hidroxido de amdnio 0,1% (pH final deve
ser aproximadamente 8). A seguir o extrato foi injetado no cromatégrafo (CLAE/EM)
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no modo SIM positivo e negativo, nas condicdes analiticas estabelecidas. O ensaio

foi realizado sete vezes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Seletividade

A seletividade do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccado por massas (CLAE/EM) para os antibi6ticos B-lactamicos foi avaliada
qualitativamente pela inspecao visual do perfil cromatografico e dos espectros de
massas da amostra do leite controle (branco), dos reagentes e padrbes em solvente
e da amostra fortificada.

Devido as caracteristicas fisicas e quimicas dos antibidticos B-lactamicos,
alguns foram ionizados no modo SIM positivo, como cefapirina, ceftiofur, cefazolin,
cefalotin, cefoperazone, cefotaxim, amoxilina, ampicilina e penicilina G e outros no
modo SIM negativo, como oxacilina dicloxacilina, cloxacilina, penicilinas V). Na
Tabela 1 estdo relacionados os tempos de retencéo e a relacdo de massa carga dos
antibiéticos B-lactamicos analisados neste trabalho. Quando se comparou a resposta
da amostra de leite controle (branco) em relagdo a resposta obtida para os padrdes
em solvente e branco de reagente, ndo foi observada a presenca de compostos de
relacdo m/z e de tempo de retengéo iguais aos da cefapirina, ceftiofur, cefazolin,
cefalotin, cefoperazone, cefotaxim, amoxilina, ampicilina, penicilina G, oxacilina,

dicloxacilina, cloxacilina e penicilinas V (Figuras 1,2, 3,4,5,6,7,8 e 9).

Tabela 1: Tempos de retencao (TR) e a relacdo de massa/carga (m/z) dos antibiéticos B-

lactamicos.
Antibidtico Modo SIM Positivo Modo Sim Negativo
TR m/z TR m/z

Amoxilina 7,75 350(principal, 465 e 366

Cefapirina 7,86 424 - -
Cefotaxim 8,36 456 (principal) e 455 - -
Penicilina G 8,76 335

Cefazolin 8,87 455 (principal) e 456 - -
Ampicilina 10,26 350 - -
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Cefoperrazone 10,44 646 - -
Ceftiofur 15,00 524 (principal) e 525 - -
Cefalotin 15,14 414 -
Penicilina V - - 10,13 349 e 434
Cloxacilina - - 12,19 434
Oxacilina - - 10.82 400 e 468
Dicloxacilina - - 14.40 468
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Figura 1: Perfil cromatografico da amostra de leite controle no modo Sim positivo.
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Figura 2: Perfil cromatografico da amostra de leite controle no modo Sim negativo.

107



90

80

45500 (10.99)
56,00 { 14-45)
524,00 {14.80)
64600 {17.25)
36500 (1.00)

FAHRO0 (AL

5265 00 (15.52)

70

6.0

50

T
SIS
ol

Wy SRy

40

30

NN FETEE FTETE FEEE F T FETE N S N el

T g T T T T T g T T g T T T T T T T T g
25 50 75 100 125 150

PN PP S
Al N TR

T g T T g T g g T
TS5 10.0 125 150

Figura 5: Perfil cromatogréafico do pool de padrdes de penicilinas no modo Sim negativo
penicilina V (TR=10,13; m/z=349), oxacilina (TR=11,09; m/z=400 e 468),
cloxacilina (TR=12,19; m/z=434),.dicloxacilina (TR=14.4, m/z=468).
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Figura 6: Perfil cromatografico pool de padroes de cefalosporinas no modo Sim positivo
cefapirina (TR=7,86; m/z=424 ), cefotaxim (TR=8,36; m/z=456), cefazolim (TR=
8,87; m/z=455), cefoperazone (TR=10,44; m/z=646), ceftiofur (TR=15,00;
m/z=455 cefoperazone (TR=10,44; m/z=646), ceftiofur (TR=15,00; m/z=455 e
456) cefalotin (TR=15,13; m/z=414).

Figura 7: Perfil cromatografico de amostra em branco adicionada do pool de padrdes de
penicilinas no modo Sim negativo penicilina V (TR=10,13; m/z=349), oxacilina
(TR=11,09; m/z=400 e 468), cloxacilina (TR=12,19; m/z=434),.dicloxacilina (TR=14.4,
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Figura 9: Perfil cromatogréafico de amostra de leite controle adicionado de pool de padrdes

de cefalosporinas
(TR=8,36;m/z=456),

e

penicilinas
cefazolim

no

modo

Sim  positivo
(TR= 8,87; m/z=455;), ceftiofur (Tr=15,00;

cefotaxim

m/z=455 e 456;), cefoperazone (TR=10,44; m/z =646), amoxilina (TR=7,85)

m/z=350, 365 e 366).

No Anexo | estdo apresentados separadamente os perfis cromatograficos da

amostra controle para cada razdo m/z, mostrando a auséncia de compostos

interferentes nos tempos de retencao dos antibioticos.

5.2. Limite de Deteccao do Equipamento e do Método

O limite de detecgdo do equipamento correspondeu as seguintes massas
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injetadas: 0,24 ng para cefapirina, ceftiofur, oxacilina, cloxacilina e penicilina V; 0,48
ng para dicloxacilina; 1,60 ng para ampicilina e amoxilina; 2,8 ng para cefalotin; 2,4
ng para cefoperazone; 2,0 ng para cefazolin e 64 ng para penicilina G. Os limites de
deteccdo determinados foram para oxacilina (1,50 ug/L), dicloxacilina (3,00 ug/L),
cloxacilina (1,50 pg/L), penicilina V (1,50 ug/L), cefapirina (1,50 pg/L), ceftiofur (1,50
ug/L), cefazolin (12,50 pg/L), cefalotin (17,50 pg/L), cefoperazone (15,00 pg/L) e
cefotaxim (2,50 pg/L). Para a amoxilina (10,00 pg/L), ampicilina (10,00 ug/L) e
penicilina G (400,00 ug/L) os limites de deteccao do método foram superiores aos
limites maximos de residuo permitidos pela legislacao (4,00 ug/L), dessa forma os B-
lactamicos foram identificados de acordo com o limite de deteccao do método.

As penicilinas sdo compostos termolabeis devido a presenga de cadeia
volumosa ligada ao nucleo do acido 6-aminopenicilamico (FAGERQUIST &
LIGHTFIELD, 2003). A presenca do anel de quatro membros na estrutura dos j-
lactamicos tornam esses compostos mais susceptiveis a degradacao por
aqguecimento e na presenca de alcéois. Devido a essas caracteristicas, o pH e a
temperatura devem ser bem controlados durante a sua extracdo da matriz para evitar
sua degradacao (HOLSTEGE et al 2002). Isto talvez justifique os altos limites de

deteccao determinados para alguns dos antibiéticos B-lactamicos neste trabalho.

6. CONCLUSOES

Os critérios de desempenho do método aqui utilizados indicaram sua
adequacdo para as analises qualitativa e confirmatéria de residuos de cloxacilina,
oxacilina dicloxacilina, penicilina V, cefapirina, ceftiofur, cefazolin, cefalotin,
cefoperazone e cefotaxim, exceto para penicilna G, amoxicilina e ampicilina. A
quantidade de ensaios realizados em termos do analito, matriz e niveis de
concentragdo avaliados permitiu a aplicabilidade e confiabilidade do procedimento

proposto.
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CAPITULO 4

ANALISE QUANTITATIVA DE RESIDUOS DE ANFENICOIS E IDENTIFICACAO
DE B-LACTAMICOS EM LEITES INTEGRAIS UHT E EM PO POR
CROMATOGRAIFA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA ACOPLADA AO DETECTOR
DE MASSAS
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RESUMO. O leite é um produto de grande importancia na alimentacdo humana, e
como alimento, deve chegar as maos dos consumidores como um produto saudavel
e nutritivo. No entanto, antibiéticos sao utilizados no gado leiteiro para prevencao ou
tratamento de doencas, com destaque para as infecgdes da glandula mamaria e as
doencgas do trato reprodutivo. Sua utilizagcao indiscriminada pode estar associada a
presenca de residuos no leite e em seus derivados acima dos Limites Maximos de
Residuos (LMR) permitidos. Logo, a demanda por um controle da qualidade deste
produto levou ao desenvolvimento de métodos analiticos confiaveis que permitiram
avaliar o teor de residuos de antibidticos, visando garantir a qualidade dos alimentos,
a seguranga do consumidor e 0 reconhecimento mutuo a nivel internacional. Foram
analisadas 475 amostras de leites integrais UHT e 140 em pé perfazendo um total de
615. A coleta foi realizada pelas Vigilancias Sanitarias dos Estados de Minas Gerais,
Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Espirito
Santo e Goias, Mato Grosso do Sul, Bahia, Para e Rondénia no periodo de julho de
2006 a junho de 2007. As amostras foram previamente submetidas ao ensaio de Kit
SNAP e de Kit ELIZA para cloranfenicol e p-Lactamicos, respectivamente. O método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplado ao detector de massas,
(CLAE/EM) foi utilizado para confirmar quantitativamente os antibidticos
cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol, e qualitativamente os B-lactamicos (ampiclina,

amoxicilina, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina, penicilinas G e V, cefapirina,
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cefalotin, cefazolin, cefoperazone e ceftiofur). Observou-se que 0,65% do total de
amostras de leite UHT foram confirmadas, enquanto na triagem 4,11% foram
reagentes. Para o leite em pd, somente 1,44% do total de amostras, foram
confirmadas para florfenicol, enquanto na triagem 30,9% das amostras foram
reagentes. Na triagem foi detectada a presenca de residuos de B-lactamicos em 3
amostras de leite UHT (representando 0,65% das amostras) e 3 amostras de leite em
pd (representando 2,14% das amostras). Nas seis amostras foi confirmado por
CLAE/EM o residuo de cefapirina.

Palavras-chave: leite, penicilinas cefalosporinas, antibiéticos, cromatografia.

ABSTRACT: The milk is a food of great importance in the human feeding. And as
food, it should arrive to the consumers' hands as a healthy and nutritious product. The
production of safe alimentary goods constitutes one of the Alimentary Safety's most
important requirements. The antibiotics are used in the cattle milkman for prevention
or treatment of diseases, with prominence for the infections of the mammary gland
and the diseases of the reproductive treatment. Your indiscriminate use can be
associated to the presence of residues in the milk and in yours flowed above the
Maximum Limits of Residues (LMR) allowed. The demand for a control of the quality
of this product, took to the development of reliable analytic methods that you/they
allow to evaluate the tenor of residue of antibiotics seeking to guarantee the quality of
the victuals, the consumer's safety and the mutual recognition at international level.
475 samples of integral milks were analyzed UHT and 140 powdered, covering a total
of 615. The collection was accomplished by the Sanitary Surveillances of States of
Minas Gerais, Rio de Janeiro, S&do Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul, Bahia, Para in the period from
July 2006 to June of 2007. The samples were previously submitted to Kit SNAP
rehearsal and of Kit ELIZA for chloranphenicol and B-Lactamics respectively. The
method of high performance liquid chromatography coupled with simple quadrupole

mass detection (HPLC/MS) it was used to confirm quantitatively the antibiotics
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chloranphenicol, thiamphenicol and florphenicol and qualitatively the B-lactamics
(ampicillin, amoxicillin, cloxacillin, dicloxacillin, oxacillin, penicillins G and V,
cephapirin, cephalothin, cephazolin, cefoperazone and ceftiofur). We found that
0.65% of total samples of milk were confirmed, while 4.11% were in the screening
reagents. For milk powder only 1.44% of total samples, were confirmed to florfenicol,
while 30.9% in the screening of samples were reactive. Sorting was detected in the
presence of residues of B-lactams in 3 samples of milk (0.65% of total samples) and 3
samples of milk powder (2,14% of total samples). In all were confirmed by HPLC/MS

of the residue cephapirin.

Word -keys: milk, penicillins, cephalosporins, antibiotics, chromatography.

1. INTRODUCAO

Quando se fala de seguranca na cadeia alimentar, fala-se de controle de
qualidade em todas as etapas de producdo de um alimento, ou seja, controle de
todas as atividades relacionadas a produgédo, beneficiamento, armazenamento,
transporte, industrializacdo, embalagem, reembalagem, comercializacéo, utilizacdo e
consumo de alimentos, considerando-se suas interagdes com o meio ambiente, o
homem e seu contexto socio econdmico. Entende-se também por etapas de
producdo, a producdo no campo; 0 processamento da matéria-prima e uso de
tecnologias na fabricacdo; o uso de aditivos e coadjuvantes de tecnologia; o uso de
embalagens; transporte e armazenamento do produto ou alimento.

Os antibidticos sdo usados em animais, em primeiro lugar porque, como 0S
humanos, os animais também adoecem, e em segundo porque quando aplicados a
producdo, permitem aos produtores criarem seus animais de tal forma para garantir o
abastecimento do mercado de alimentos. Faz parte deste contexto toda a cadeia do
leite, no mundo inteiro.

O ponto critico principal de controle da contaminagdo quimica do leite é a
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presenca de residuos de antibidticos. Segundo FOLLY & MACHADO (2001), essa
contaminagdo pode ocorrer através de fontes direta, pelas adulteragdes com o
objetivo de prolongar a vida util do leite, ou indireta, em consequéncia do tratamento
indicado pelo veterinario para gado leiteiro. O risco a saude do consumidor deve-se,
principalmente, aos efeitos alérgicos em individuos sensiveis, a residuos téxicos,
carcinogénicos, por alteracbes no equilibrio da flora intestinal e pela selecdo de
bactérias resistentes no trato digestivo dos consumidores, além dos problemas
referentes a industria de laticinios, pois podem interferir no processo de fermentacao.
Segundo BORGES et al. (2000), além das reacdes alérgicas e da inducao de
quadros patolégicos, a presenca de residuos de antibidticos no leite possibilita a
inducdo de resisténcia bacteriana e, posteriormente, a transferéncia de resisténcia
multipla entre os microorganismos. A questdo da resisténcia a antibidticos tem sido
considerada um problema global de saude publica, sendo a resisténcia multipla a
drogas observada em muitas linhagens de bactérias (NERO et al, 2004).

Segundo GIGANTE (2004), em relacdo ao leite que chega a industria ja
contaminado com residuos de antibiéticos, nada se pode fazer. Os tratamentos
usuais como a filtracao, o resfriamento e tratamento térmico na faixa de 71-75°C por
15 a 20 segundos tém pouca ou nenhuma influéncia sobre o contelddo de
antibiéticos. Tratamento com temperaturas mais elevadas, 130-145°C por 2 a 4
segundos, nao os destréi em 100%.

Considerando a cadeia produtiva do leite, niveis zero de residuos de
antibiético seriam irreais, mas a concordancia com os limites maximos de residuos
(LMR) seria imprescindivel para garantir os aspectos de seguranca ligado ao seu
consumo (PICININ, 2003). A observacao de maior numero de amostras positivas
detectadas pelos testes de triagem pode estar relacionada a diversos fatores, como a
nao observacao do periodo de caréncia ou o relaxamento dos produtores em relagao
a falta de fiscalizagdo. Portanto, esses contribuem com o aumento do risco para a
saude publica e colocam em risco os procedimentos tecnolégicos (HOTTA, 2003;
NAVRATILOVA, 2008).

No Brasil, o monitoramento dos residuos de antibiéticos no leite cru é

realizado nos caminhdes refrigerados que transportam o mesmo para a industria,
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com posterior rastreamento das amostras individuais dos produtores. Assim, se uma
amostra individual apresentar resultado positivo, ao realiza-lo novamente, o resultado
pode ser mascarado devido a diluicdo com outros leites de outros produtores. Desta
forma, a preocupacdo por parte dos 6rgaos fiscalizadores de diversos paises vem
sendo expressa pelas acgdes de saude publica, visando assegurar a qualidade dos
alimentos de origem animal (MONARDES, 2004).

Inimeros testes qualitativos e quantitativos para detectar residuos de
antibiéticos tém sido desenvolvidos desde 1940, sendo os microbiol6gicos 0os mais
utilizados, porque sdo mais simples e baratos. Esses se baseiam no principio geral
de que todos os antibi6ticos inibem bactérias sensiveis.

No que diz respeito ao tratamento da amostra, a extracao liquido-liquido (LL)
foi a mais utilizada, mas a extracdo em fase sélida também vem ganhando o
interesse dos pesquisadores. A introducao de varios tipos de adsorventes sélidos
tem tornado a técnica de extragdo mais robusta, com a aplicacdo de vasta gama de
polimeros. Os mais utilizados sdo os adsorventes poliméricos (poli) estireno-
divinilbenzeno e co-polimeros, que sao, frequentemente, utilizados para a extracao
de amostras biolégicas e de residuos de medicamentos (FELTRIN, et al., 2007).

Varios pesquisadores demonstraram a extracao de amoxicilina e ampicilina de
musculo bovino, figado, rim e leite em fase sdlida, utilizando agua quente seguida da
quantificagdo por CLAE/EM (BOGIALLI et al., 2004; URAIRAT et al., 2007; QIONG-
HUI Z, 2005). Eles monitoraram o modo de aquisicdo com duas reacbes de
fragmentagdo para cada antibiético e obtiveram um limite de quantificagéo de 1 ug/L,
3,1 ng/kg e 0,8 ug/kg para o leite, figado e rim respectivamente.

As atuais técnicas para a determinacdo de residuos de medicamentos
veterinarios tém tem combinado a alta eficiéncia de separacdo com a garantia da
identidade, sendo utilizada para essa finalidade a cromatografia liquida de alta
resolugdo acoplada a espectrometria de massas (CLAE/MS). A fonte de ionizagao
mais utilizada para andlises de residuo de antibidticos tem sido o eletrospray
(MUNOZ et al., 2005; FAGERQUIST et al., 2005; MASTOVSKA, 2008). BECKER et

al. (2004) comprovaram que a sensibilidade mais alta foi alcangada para a
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amoxicillina, ampicilina cefalexina, cefapirina, desacetilcefapirina, cefalotin,
cefoquinona e cefazolin quando medidas no modo de ionizagédo positivo (ESI (+)) e
para o cefoperazone, benzilpenicilina, fenoximetilpenicilina, oxacilina, cloxacilina,
dicloxacillina e nafcilina quando medidos no modo de ionizagédo negativo (ESI (-)).
Este trabalho teve como objetivo avaliar a presenca de residuos de
antibiéticos em leite UHT e em leite em pd, provenientes de varios estados do Brasil,
utilizando uma metodologia por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas.

2. MATERIAIS
2.1. Reagentes, solventes e materiais diversos

Foram utilizados os seguintes padroes de antibioticos: cefalotim sédico (Fluka
Lote 22241, pureza 99%), cefapirina sédica (Sigma Lote 112K0485, 94,9%),
cefazolim sodico (Fluka Lote 22127, 98%), cefoperazone sodico (Sigma Lote
073K1281, 93,7%), ceftiofur (Pharmacia Lote 001/02, 93,7%), cefotaxim (Fluka Lote
22128-5G), amoxicilina (Materia-prima Sem lote), ampicilina (Fluka Lote 10044-5G),
penicilina V (Riedel-de-Haen Lote 46616), peniclina G (Sigma Lote 455901/1),
cloxacilina (Fluka Lote 27555), dicloxacilina (Sigma.Lote D9016-5G) e oxacilina
(Sigma.Lote 28221-5G). Os reagentes de uso comum em laboratério foram de grau
analitico e os solventes para a cromatografia de grau cromatogréfico, além de agua
ultrapura obtida no sistema Milli-Q (Millipore®).

As amostras foram filtradas em cartuchos Millex- PVDL (Millipore®) de 0,45 um
e a fase mével em filtros PVDL de 0,45 um e 47 mm de diametro (Millipore®). Foram
utilizados dois tipos de cartuchos de extracao em fase sélida, o HLB-OASIS de 200
mg de capacidade de 6 mL da Waters e o Centricon 30.000 (Millipore) utilizado na
limpeza do extrato das amostras.

Para a triagem das amostras foram utilizados os Kit SNAP e Kit ELIZA-
Ridescream da R-Biopharma e o Skim Milk da Difco (leite em pd desnatado) livre de
antibidtico foi utilizado como referéncia.

Os reagentes de uso comum em laboratério foram de grau analitico e os
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solventes para a cromatografia de grau cromatogréafico, além de agua ultrapura

obtida no sistema Milli-Q (Millipore®).

2.2. Vidraria
Foram utilizadas vidrarias com certificado da Rede Brasileira de Metrologia e

as de uso comum do laboratério.

2.3. Equipamentos

Foram utilizados o0s seguintes equipamentos: balangca analitica, vortex,
manifold, centrifuga modelo CR22G (Hitachi), evaporadora rotativa (Joan), ultra-
purificador de agua Milli-Q (Millipore), ultra-som e um cromatégrafo a liquido modelo
Class Vp (Shimadzu), composto de sistema desgaseificador a hélio, duas bombas,
injetor automatico de 1 a 50 pL de capacidade, forno para coluna, coletor de fracdes
e detectores, dispostos em série, de arranjo de diodos e de massas com fonte de
ionizacao por eletrospray e simples quadrupolo, modelo LCMS-210A (Shimadzu). O
sistema foi monitorado por um software, que também auxiliou na aquisicdo e no

tratamento de dados.

2.4. Preparo dos Padroes
2.4.1. Solucao padrao estoque dos anfenicois

As solugdes estoques dos padrdes de antibidticos foram preparadas pesando
separadamente, em balanga analitica, 10 mg de cloranfenicol, florfenicol e
tianfenicol. A seguir, foram dissolvidos em metanol, grau cromatografico, e
transferidos quantitativamente para um baldo de volumétrico de 10 mL. As solugbes
foram homogeneizadas, transferidas para frascos e guardadas em freezer a "18°C. A
concentragao desta solugéo foi de 1 mg/mL.
2.4.2 Solucao padrao intermediaria | de anfenicéis

Pipetou-se separadamente 25 uL da solugéo padrdo estoque de cloranfenicol,
florfenicol e tianfenicol (1,0 mg/mL), utilizando pipeta automatica de 10-100 uL para

baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume com &gua ultrapura,
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homogeneizou-se e transferiu-se para frascos ambar de 10 mL. A concentracao final
de cada solucdo intermediaria de cloranfenicol florfenicol e tianfenicol foi de 250
ng/mL.

2.4.3. Solucao intermediaria Il de tianfenicol

Pipetou-se 250 uL solucdo estoque padrdo de tianfenicol com pipeta
automatica de 100 -1000 uL para baldao volumétrico de 100 mL. Completou-se o
volume com agua ultrapura, homogeneizou-se e transferiu-se para frascos ambar de
10 mL. A concentracao final das solugcdes intermediarias de cloranfenicol, florfenicol
e tianfenicol foi de 2,5 pg/mL
2.4.4. Solucao de pool do padrao de anfenicéis

Pipetou-se 25 pL de cada solugdo estoque padréo de cloranfenicol, florfenicol
e tianfenicol usando pipeta automatica de 10-100 uL para baldo volumétrico de 100
mL. Completou-se o volume com agua ultra pura, homogeneizou-se e transferiu-se
para frascos ambar de 10 mL. A concentracdo final do pool de padrbes dos
anfenicois foi de 250 ng/mL
2.4.5. Solucao de pool de padroes de anfenicdis para o efeito matriz.

Pipetou-se 80, 100, 150, 200, 400, 500, 750 e 1000 uL da solugcao padréao
intermediaria | de cloranfenicol (250 ng/mL); 200, 250, 300, 400, 600, 700 e 800 uL
da solucédo padréao intermediaria | de florfenicol (250 ng/mL); 80, 100 e 250 uL da
solugéo padrédo intermediaria | de tianfenicol (250 ng/mL) e 100, 250, 500, e 750 uL
da solugéo padrao intermediaria Il de tianfenicol (2,5 ng/mL). Cada volume destes foi
colocado em baldo volumétrico de 25 mL, tendo o volume completado com tampao
formiato pH=6,5.

2.4.6. Solucao padrao estoque dos B-lactamicos

As solugdes estoques dos padrdes de antibidticos foram preparadas pesando
separadamente em balanga analitica 10 mg de amoxilina, oxacilina dicloxacilina,
cloxacilina, ampicilina, penicilinas V e G, cefapirina, ceftiofur, cefazolin, cefalotin,
cefoperazone e cefotaxim. Os padrées foram dissolvidos em agua ultrapura e
transferidos quantitativamente para um baldo volumétrico de 10 mL, ao qual se

adicionou 2 mL de metanol grau cromatografico, completando-se o volume com agua
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ultrapura. A concentracao resultante foi de 1,0 mg/mL. As solug¢des foram estocadas
em freezer a -18 °C.
2.4.7. Solugao padrao intermediaria | de B-lactamicos

Pipetou-se separadamente 100 uL de cada solucdo padrao estoque (1,0
mg/mL) de B-lactamicos, utilizando pipeta automatica, em um baldo volumétrico de
10 mL. Adicionou-se 2 mL de metanol grau cromatografico, completando-se o
volume com agua ultrapura. A concentracdo desta solugcdo foi de 10 pug/mL. As
solucdes foram estocadas em freezer a “18 °C.

2.4.8. Solugao padrao intermediaria Il de B-lactamicos

Pipetou-se separadamente 500uL de cada solucado padrao intermediaria | de
B-lactdmicos (10 pg/mL), utilizando pipeta automatica de 10—1000 pL para um balao
volumétrico de 5 mL. Adicionou-se 1 mL de metanol grau cromatografico e
completou-se o volume com 4gua ultrapura. Homogeneizou-se e transferiu-se para
frascos. Guardou-se em freezer a —18 °C. A concentracado desta solucao foi de 1
Mg/mL.

2.4.9. Pool de padroes de B-lactamicos A (fortificacao das amostras antes da
extracao)

Pipetou-se 27,8; 27,8; 278; 16,70; 11,10; 13,9; 13,9; 13,9; e 13,9 mL das
solugbes padrdo estoque de 1 mg/mL de ampicilina, amoxicilina, penicilina G,
cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim, cefoperazone e ceftiofur de e 560; 560;
560; e 560 mL das solucdes intermediarias | de 10 uL/mL de cloxacilina, dicloxacilina,
oxacilina e penicilina V, respectivamente, para um baldo volumétrico de 10mL,
utiizando pipeta automatica. Foram adicionadas 2 mL de metanol grau
cromatografico e completou-se o volume com agua ultrapura. As solugbes foram
mantidas em freezer a -18°C. A concentragdo final de ampicilina, amoxicilina,
penicilina G, cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim, cefoperazone, ceftiofur,
cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina e penicilina V corresponderam a 2,78; 2,78; 27,80;
1,67;1,11;1,39; 1,39; 1,39; 1,39; 0,56; 0,56; 0,56 e 0,56 ug/mL, respectivamente.
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2.4.10. Pool de padroes de B-lactamicos B (fortificacao das amostras depois da
extracao)-Efeito matriz
Pipetou-se 1000; 1000; 300; 300; 300; 300; 600; 400: 500; 500; 500 e 500 pL
da solucao padrao intermediaria | (10 ug/mL) de ampicilina, amoxicilina, cloxacilina,
dicloxacilina, oxacilina, penicilina V, cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim,
cefoperazone e ceftiofur e 100 uL da solugéo padrao estoque de penicilina G de 1
mg/mL, utilizando pipeta automatica para um baldo de 25 mL. Completou-se o
volume com tampao formiato de aménio 0,1% pH=6,5. As solucbes foram mantidas
em freezer a -18°C. A concentracao final de ampicilina, amoxicilina, cloxacilina,
dicloxacilina, oxacilina, penicilina V, cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim,
cefoperazone, ceftiofur e penicilina G corresponderam a 1,00; 1,00; 0,30; 0,30; 0,30;
0,30; 0,60; 0,40; 0,50; 0,50; 0,50; 0,50 e 10,0 ug/mL, respectivamente.
2.4.11. Pool de padrées de B-lactamicos C (limite de deteccao do equipamento)
Foi pipetado 300 pL da solucdo padrdao intermediaria I (1 pg/mL) de
cefapirina, de ceftiofur, de oxacilina, de cloxacilina e de penicilina V, 200 puL da
solucdo padrao intermediaria | (10 pug/mL) de ampicilina e amoxicilina, 350 uL
cefalotin, 300 uL cefoperazone, 250 uL cefazolin e 80 pL da solugdo padrao estoque
de penicilina G (1 mg/mL) para um baldo volumétrico de 10 mL. Completou-se o
volume com solugdo tampao formiato de aménio 0,1% pH 6,5. As solugbes foram
mantidas em freezer a -18°C. As concentragdes finais das solu¢des de cefapirina,
ceftiofur, oxacilina, cloxacilina e penicilina V foram de 30 ng/mL, de ampicilina e
amoxicilina 200 ng/mL, de cefalotin 350 ng/mL, de cefoperazone 300 ng/mL, de
cefazolin 250 ng/mL e de penicilina G 8ug/mL.
2.4.12. Pool de padroes de B-lactamicos D (limite de deteccao do método)
Utilizando pipeta automatica, pipetou-se 500; 500; 75; 150; 75; 75; 75; 875;
625; 125; 750 e 75 puL da solugdo padrao intermediaria | (10 ug/mL) de ampicilina,
amoxicilina, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina, penicilina V, cefapirina, cefalotin,
cefazolin, cefotaxim, cefoperazone e ceftiofur, respectivamente, de e 223 uL da
solugéo padrédo estoque (1 mg/mL) de penicilina G, para um baldo volumétrico de 10
mL. Foram adicionados 2 mL de metanol grau cromatografico e completou-se o
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volume com agua ultrapura. As solucbes foram guardadas em freezer a -18°C. A
concentracao final de ampicilina, amoxicilina, cloxacilina, dicloxacilina, oxacilina,
penicilina V, cefapirina, cefalotin, cefazolin, cefotaxim, cefoperazone, ceftiofur e
penicilina G correspondeu a 0,500; 0,500; 0,075; 0,150; 0,075; 0,075; 0,075; 0,875;
0,625; 0,0125; 0,75; 0,075; e 20,00 ug/mL, respectivamente.

2.5. Preparo de Reagentes
2.5.1 Solucao de extracao - Tampao Mcllvaine modificado

Pesou-se 5,825 g de fosfato de s6dio monobasico (NaxHPO.), 2,2 g de
acetato de amoénio (NH4C2H3z02) e 18,6 g de EDTA, em um béquer, ao qual
adicionou-se, aproximadamente, 400 mL de &gua ultrapura, agitando-se até
completa dissolucdo. O pH foi ajustado a 5,8 com &cido acético ou NH4OH.
Transferiu-se quantitativamente para baldao volumétrico de 500 mL completando-se o
volume com agua ultrapura.
2.5.2. Solucao de limpeza

Em um béquer de 5000 mL pesou-se 50 g de uréia a qual adicionou-se 350
mL de agua ultrapura, 5 mL de hidroxido de tetrametilaménio 25% e 50 mL de
metanol. O pH foi ajustado a 6,5 com &cido acético. Transferiu-se quantitativamente
para um baldo volumétrico de 500 mL completando o volume com agua ultrapura.
2.5.3. Solucao de acido férmico e tampao formiato

Pipetou-se 1 mL de acido férmico em um baldo volumeétrico de 1L, completou-
se o0 volume com agua ultrapura (solu¢ao 0,1%). Transferiu-se 250 mL dessa solugao
para um béquer ajustando-se o pH a 6,5 (anfenicdis) e pH 8,0 (b-lactamicos) com
NHsOH (1 mol).
2.5.4. Reagentes e padroes para os ensaios com Kit

Utilizou-se solucdes de ferrocianeto de potassio (ll) trihidratado 0,36 mols (Carrez

), de zinco heptahidratado 1,04 (Carrez ll), do conjugado diluido (1:11), do anticorpo
diluido (1:11), tampao fosfato pH 6,0.
2.5.5 Solucao padrao estoque e trabalho de p- lactamico

Preparou-se uma solucédo de 10 mg/mL do padrdo de B-lactdmico com tampao
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fosfato pH 6,0. Desta solucdo prepararam-se solugdes de trabalho nas
concentragbes de 1, 2, 4 e 6 ug/L com leite controle.
2.5.6. Leite de referéncia Skim Milk

Pesou-se exatamente 10g do leite em p6 desnatado (Skim Milk). Dissolveu-se
com aproximadamente 60 mL de agua ultra pura, levou ao banho-maria 35-37 °C por
aproximadamente 30 minutos e completou o volume para 100 ml. Conservou-se em

geladeira.

2.6 Amostragem

Leites UHT e em p6 foram coletados pela Vigilancia Sanitaria dos estados de
Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo, Parana, Rio Grande do Sul, Santa
Catarina, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso do Sul, Bahia, Para e Rondénia, no
periodo de julho de 2006 a junho de 2007, totalizando 475 amostras de leite UHT e
140 amostras de leite em po integral selecionadas aleatoriamente, perfazendo um
total de 615 amostras. Todas as amostras foram analisadas em ftriplicata. Os
resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia segundo SNEDECOR &
COCHRAN (1980) e MILLER & MILLER (1993).

Antes da retirada da amostra laboratorial, cerca de 1 L de leite UHT era
homogeneizado e depois fracionado em trés porgdes de aproximadamente 100mL,
transferindo para frascos ambar e devidamente identificados. As amostras foram
armazenadas em freezer até o momento da analise.

Para a triagem de anfenicéis, utilizando o Kit ELISA, a amostra de leite em p6
foi preparada pesando-se exatamente 2,00 g, transferiu-se para um tubo de
centrifuga, adicionando-se 10 mL de agua destilada a + 37°C, agitando-se até total
dissolucdo. Para o ensaio de triagem de B-latdmicos (Kit SNAP) reconstituiu-se a
amostra de leite em p6 na proporgcdo recomendada na embalagem para preparar 100

mL.
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3. METODOS
3.1. Triagem de B-lactamicos em leite por Kit SNAP

Fundamenta-se em uma ligacao enzimatica especifica no anel B-lactamico do
antibiético. O conjunto enzimatico liofilizado presente na pastilha nutriente do Kit é
composto por proteinas penicilina-ligante com receptores de superficie especificos,
ligados a uma enzima cromogénica, e anticorpos monoclonais para os B-lactamico.
Com a adicdo da amostra ocorrem as reagdes com os residuos p-lactamicos
originando uma coloracdo azul. Como ha anticorpos envolvidos na reacao, esta é
considerado um imunoensaio.

Colocou-se o dispositivo no bloco aquecedor e, com o auxilio da pipeta
dosadora do kit, pipetou-se a amostra de leite até a marca indicadora da pipeta. A
amostra foi adicionada com cuidado ao tubo e agitada até a solubilizagéo da pastilha
reagente. O tubo foi incubado em bloco aquecedor a 45°C por 5minutos. Verteu-se
todo contetdo do tubo de amostra no dispositivo de prova do SNAP e aguarda-se 4
minutos. Para resultados negativos o ponto da amostra seria mais escuro ou igual ao
ponto do controle, para resultados positivos, o ponto da amostra seria mais claro que
o ponto do controle.

O limite de deteccdo do Kit e testes de pontos controle, preparando-se um
ponto negativo utilizando o leite de referéncia e um ponto positivo com a solucao de
trabalho acima do limite de deteccao, foram realizados para a garantia da utilizagao

do mesmo.

3.2. Triagem de cloranfenicol em leite por Kit ELISA

Fundamenta-se em um imunoensaio enzimatico competitivo do tipo Elisa para
analises quantitativas de cloranfenicol em leite.

Uma aliquota de aproximadamente 5 mL de leite fluido UHT foi transferida
para um tubo de centrifuga, onde foram adicionados 250 pL da solugao de Carrez | e
250 pL da solucao de Carrez Il. Apds centifugagéo a 3.000 g por 10 minutos a uma
temperatura de 4 a 12°C, transferiu-se 2,2 mL do sobrenadante (correspondente a 2

mL do leite) para um novo tubo de centrifuga e adicionou-se 4 mL de acetato de etila.
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ApG6s nova centrifugagao por 10 minutos a 3.000 g a temperatura ambiente (25°C),
foi transferido 2 mL do sobrenadante (correspondente a 1mL de leite) para um novo
tubo e evaporou-se até a secura em evaporador rotativo. O residuo seco foi
suspenso em 250 pL de tampéao 1. Utilizou-se 50 pL desta solugéao por poco (fator de
diluicdo=0,25) para o ensaio de triagem por kit ELISA. Foi adicionado, também, 50
uL de cada padrao diluido. Acrescentou-se 50 uL do conjugado diluido no fundo de
cada poco e 50 uL do anticorpo diluido, em seguida a placa foi incubada por 2 horas
a temperatura ambiente (25°C). Apo6s esse periodo de incubagao, os liquidos foram
descartados e os pocos lavados com agua ultrapura. Em seguida foram adicionados
50 pL do substrato e 50 yL do cromégeno em cada poco. A placa foi novamente
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente (25°C) ao abrigo da luz. Adicionou-
se, entao, 100 pL da solucédo de parada em cada poco e mediu-se a absorvancia a
450 nm contra um branco.

Para as amostras de leite em po, preparadas como descrito anteriormente,
foram transferidos 5 mL aos quais foram adicionados 1 mL de Carrez | e 1 mL Carrez
II. S condicbes de centrifugacao foram as mesmas descritas para o leite fluido.
Transferiu-se entdo 3,6 mL do sobrenadante (correspondente a 0,6 mL de leite em
pd) para um novo tubo de centrifuga. Adicionou-se a este sobrenadante 6 mL de
acetato de etila, seguida de nova centrifugagéo. Transferiu-se 4 mL do sobrenadante
(correspondente a 0,4 g de leite em pd) para um novo tubo que evaporou até a
secura no evaporador rotativo. O residuo seco foi dissolvido com 400 uL de tampao
1. Usou-se 50 pL desta solugéo por pocgo (fator de diluicdo=1) e procedeu-se como
descrito para o leite fluido.

Considerou-se positivo as amostras que apresentarem uma concentragao
maior que o Limite de Desempenho Requerido para o Método (LDRM) que € de
0,3ug/L.

3.3. Analise por CLAE/EM

Cada bateria de andlise foi acompanhada de padrdes, branco da amostra,
branco de reagentes e da amostra fortificada. Todos os ensaios foram realizados em
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triplicada e injetados no CLAE/EM aleatoriamente.

3.3.1. Anfenicois

Um volume de 30 mL de leite foi centrifugado a 5.000 g por 99 min. Retirou-se
a fase intermediaria com auxilio de uma pipeta, transferindo-se 2,5 mL para dois
tubos de falcon de 50 mL, adicionando-se em seguida 2,5 mL de tampao de extracao
(Tampao Mcllvaine modificado) e agitando-se por 20 segundos no vértex. Adaptou-
se o cartucho de extracao em fase sélida HLB ao sistema de extracdo a vacuo tipo
manifold, e o mesmo foi ativado com 3 mL de metanol e 3 mL &gua ultrapura. Sob
pressao atmosférica, foi transferido para o cartucho o volume total de cada tubo de
falcon, descartando-se o eluato. Lavou-se as paredes do tubo com 2 por¢des de 1mL
da solugdo de extracao e transferiu-se quantitativamente para o cartucho. Foram
passadas 2 porgbes de 1 mL da solugdo de limpeza e deixou-se sob vacuo por 30
minutos para secar. O residuo do cartucho foi eluido com 3 mL de metanol em um
baldo e o extrato obtido foi evaporado em evaporador rotatério (60°C). Apds
evaporacao, foi lavada a parede do tubo com exatamente 1 mL de tamp&o formiato
de aménio 0,1% (pH 6,5), agitando-se no vértex até dissolucao total do residuo. Em
seguida, adicionou-se 4 mL de acetato de etila e 1 mL &lcool isoamilico, agitando-se
por mais 30 segundos no vortex. Apos separagao das fases, transferiu-se 4 mL do
sobrenadante (fase organica) para um baldo e evaporou-se em evaporador rotatério
(60°C) até secura. Retomou-se o residuo com tampao formiato de aménio e agitou-
se no vortex até completa dissolucdo. A solugdo foi filtrada em membrana de 0,45
um antes da injecao no CLAE/EM.

Para a separacgdo dos anfenicois utilizou-se uma coluna Simpack, C1g 100 mm
x 2,0 mm x 5 um. A fase mdvel foi constituida de solugdo de acido formico 0,1% pH
6,5:metanol (60:40) e o sistema de elui¢ao foi isocratico a uma vazéao de 0,2 mL/min.,
com temperatura do forno de 40°C. ; detector LCMS — 2010 EV; fonte ionizagédo
electron-spray, modo Sim negativo m/z 321, 354 e 356, sistema isocratico de eluigéo,
volume injetado 20 pL, voltagem 3,0 Kv, temperatura da CDL e Bloco 270°C e fluxo

do gas de nebulizacao.
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3.3.2. B-Lactamicos
Pipetou-se 1 mL do leite controle para um tubo de centrifuga e adicionou 15
mL de acetonitrila. Esta solucéo foi centrifugada a 5.000 g por 30 minutos a 0 °C.
Transferiu-se quantitativamente o sobrenadante para um tubo de falcon de 50 mL e
evaporou-se até secura na evaporadora rotativa a 55°C. Retomou-se o residuo com
1000 pL de tampao formiato de aménio pH 6,5 e agitou-se em vortex até completa
dissolucdo. Transferiu-se para o Centricon® 30.000 e centrifugou-se por 90 minutos
a 5.000 g. Pipetou-se 180 pL do sobrenadante para um vial de vidro de fundo cdnico
e adicionou-se 20 pL da solugdo de hidroxido de aménio 0,1% (pH final deve ser
aproximadamente 8). A seguir foi injetado no cromatografo 80 uL da amostra. Todas
as determinacdes foram feitas em triplicata.
Para a etapa cromatografica, utilizou-se coluna XTerra® C18 ,150 x 4,6mm x
3.5 ym e fase moével composta por acetonitrila:acido formico 0,1% (30:70). O sistema
de eluigao foi isocratico, a uma vazdao 0,3 mL/min. e temperatura de 45°C. As
condicbes do detector de massas foram estabelecidas com 1.5 kv de voltagem,
temperatura CDL e do Bloco 250°C e fluxo do gas de nebulizacao 1,5L/min. Os picos
foram monitorados no modo SIM positivo (ampicilina m/z=350; amoxicilina m/z=350,
365 e 366; penicilina G m/z=335; cefapirina m/z=424; cefotaxim m/z=456 e 455;
cefazolin m/z=455 e 456; cefalotin m/z=414; ceftiofur: m/z=524 e 525; cefoperazone
m/z=646) e no modo SIM negativo (penicilina m/z=349; oxacilina m/z=400 e 468;
cloxacilina m/z= 434; dicloxacilina m/z=468) nas mesmas condi¢des analiticas,
exceto a proporcao de fase mével que foi 50:50.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de julho de 2006 a julho de 2007, foram coletadas 615 amostras
de leite integral sendo 475 de leite UHT e 140 de leite em pd, representando 82
marcas diferentes de leite UHT e 39 marcas diferentes de leite em pd, pertencentes a
93 unidades produtoras distintas. Como € preconizado pelo Codex Alimentarius para

se obter um resultado estatisticamente significativo é necessario que sejam
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analisadas, pelo menos, 459 amostras de leite UHT e 90 amostras de leite em pé
(ANVISA, 2007-2008). Portanto, este trabalho gerou dados que mostram com
significancia o estado dos leites comercializados no pais, em relagéo aos residuos de
antibiéticos, pois as 615 amostras coletadas representam 103% do que é
preconizado em termos de quantidade de amostra.

A Tabela 1 apresenta o numero de amostras de leite integral UHT e leite em
pd coletadas e analisadas neste estudo por estado da Uniao.

Tabela 1. NUmero de amostras de leite coletadas por estado de junho de 2007 a
julho de 2008.

Leite Estado/Numero de Amostras
Integral | BA| ES|[GO | MG | MS [ PA| PR | RJ | RO | RS | SC | SP | Total

UHT | 008|224 |550 | 776 | 111 | 222 | 551 | 225 | 113 | 776 | 440 | 779 | 475

Po 119 | 00 | 220 | 445 | 111 | 004 | 006 | 003 | 009 | 006 | 00 | 107 | 140

Total | 227 | 224 | 770 | 1121 | 222 | 226 | 557 | 228 | 222 | 882 | 440 | 996 | 615

O numero de unidades fabris por estado coletor e por estado produtor (origem
do produto) de leite integral UHT mostrou que os estados da Bahia e Rio Grande do
Sul somente coletaram os produtos provenientes de industrias sediadas em seu
proprio estado. Os estados de S&o Paulo, Goias, Rondénia, Espirito Santo, Mato
Grosso do Sul, Minas Gerais e Pard coletaram amostras de outros estados
produtores, com excecdo de uma amostra da Argentina coletada no RS. Parana,
Santa Catarina e Rio de Janeiro, além da produgéo propria, coletaram amostras de
apenas de um outro estado. O estado de Sdo Paulo foi o que coletou maior numero
de amostras de leite produzido em outros estados (75,95%), chegando a coletar 24
amostras do estado do Rio Grande do Sul e 24 de Goias, numero acima das
coletadas do seu préprio estado (19). Para, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul e
Goias coletaram respectivamente 59, 62, 5, 36,4 e 30% de amostras de leite

produzido em outros estados. Os demais estados mantiveram a maior quantidade de
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amostras coletadas de leite produzido em seu proprio territorio.

Para leite integral em po, os estados da Bahia, Parana, Rio de Janeiro e Rio
Grande do Sul coletaram apenas leite produzido em seu préprio estado. O estado de
Sao Paulo coletou amostras de outros cinco estados, destacando-se novamente pelo
maior numero de amostras coletadas procedentes de outros estados produtores, 11
amostras, correspondendo a 70,59% (incluindo uma importada), enquanto que de
seu préprio estado foram coletadas apenas cinco amostras. Todas as amostras
coletadas pelos estados de Mato Grosso do Sul, Para e Rondénia foram produzidas
em outros estados.

Os limites de deteccdo do método estabelecido pelos fornecedores dos kits
para os ensaios de triagem de B-lactdmicos foram confirmados e correponderam a
4,0 ug/L para pB-lactamicos em leite UHT e em pbé.

Das 475 amostras de leite UHT integral, apenas trés foram positivas para
presenca de B-lactamicos (0,64%), e das 140 amostras de leite integral em poé,
também apenas trés foram positivas (2,14%).

As seis amostras positivas foram submetidas a analise por cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de massas, simples quadrupolo,
(CLAE/EM) para identificacdo dos antibioticos B-lactamicos. Avaliando-se os perfis
cromatograficos da amostra de leite UHT, em relacdo a resposta obtida para os
padrdes em solvente, branco da amostra, e branco de reagente, ndo foi observada a
presenca de compostos de relacdo m/z e de tempo de retengdo iguais aos do
ceftiofur, cefazolin, cefalotin, cefoperazone, cefotaxim, amoxilina, ampicilina,
penicilina G, oxacilina, dicloxacilina, cloxacilina e penicilinas V. No entanto, foi
identificado residuo de cefapirina.

A presenca do residuo de cefapirina foi confirmada pela co-cromatografia ao
comparar o perfil cromatografico da amostra de leite UHT adicionado do padréo.

A seletividade do método foi evidenciada pela comparacdo dos perfis
cromatograficos do brando de reagentes, branco da amostra de leite controle e do
pool de padrdes de B-lactamicos, uma vez que nao apresentaram substancia

interferente na regido dos antibidticos pesquisados. Na Figura 1, esta representado
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o perfil cromatografico da amostra de leite UHT fortificada, apresentando apenas a
razao m/z da cefapirina. Para os demais antibiéticos os perfis cromatograficos estao

apresentados nos Anexos |, Il e lll.
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Figura 1: Perfil cromatografico de amostra de leite UHT fortificada no Modo Sim
positivo cefapirina m/z 424, Tr = 7,85.

Os limites de deteccdo do método (LDM) para os antibidticos B-lactamicos
encontrados pelo método de CLAE/EM corresponderam a 1,5 pg/L para oxacilina
cloxacilina, penicilina V, ceftiofur, cefapirina; para a cefalotina 17,5 pg/L; para o
cefoperazone 15,0 ug/L; para o cefazolin 12,5 ug/L; 400 ug/L para penicilina G, e
10,0ug/L para ampicilina e amoxicilina. Os resultados obtidos mostraram que tanto
as amostras de leite UHT quanto as de leite em pé integral apresentaram ensaio de
triagem positivo para p-lactamicos, neles confirmada a identificagdo de cefapirina.

Algumas das amostras que apresentaram resultados negativos para os B-
lactdmicos no ensaio de triagem por Kit SNAP foram também submetidas ao
procedimento de CLAE/EM. Os resultados mostraram que a relagéo sinal ruido do
perfil cromatografico da amostra de leite UHT foi menor que 1,5 ug/kg (LDM da
cefapirina) quando comparado ao perfil da amostra de leite controle adicionada do

pool de padrées de B-lactamicos na concentracdo do LDM. Esse resultado foi
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confirmado ao se compararem os perfis cromatograficos da amostra de leite UHT
adicionada de 1,5 ug/L e sem adicdo, do pool dos padrdes de B-lactamicos, do
branco da amostra controle e branco dos reagentes.

As amostras de leite em pd, que tiveram seu resultado positivo quando a
presencga de residuos de B-lactamicos, tiveram o mesmo comportamento dos leites
UHT, evidenciando apenas a presenca de residuos de cefapirina. Quando se
comparou a relacao sinal/ruido da amostra de leite em p6 com a resposta da amostra
controle adicionada do limite de deteccao do método (LDM), verificou-se que esta foi
> 3 para a cefapirina, evidenciando a confirmagdo do antibiético da classe das
cefalosporinas. Os resultados apontaram, ainda, a presenca de residuo de cefapirina
acima do LDM.

Foi possivel verificar a origem do leite analisado na triagem, ou seja, o estado
produtor. Vale ressaltar que essa informagao é muito importante, uma vez que nem
sempre o leite coletado em um estado significa que seja produzido nele. As amostras
que apresentaram residuos de cefapirina foram provenientes de leite UHT
produzidos nos estados do Para, Parana e Rio de Janeiro e de leite em pé da
Argentina, Goids e Minas Gerais. Esses dados permitirdo verificar se as boas
praticas veterinarias estao sendo adotadas nos locais de produgéo.

Para triagem dos anfenicois, foram analisadas as 615 amostras. Destas, 19
amostras de leites UHT (4,10%) e 43 amostras de leite em pd (30,94%) foram
reagentes no ensaio de cloranfenicol por Kit ELISA, apresentando valores acima de
0,3 pg/L. Embora os limites de deteccdo e quantificagcdo do kit ELISA para o
cloranfenicol, segundo o seu manual, ser de 37,5 ng/kg e 50 ng/kg para leite UHT e
50 ng/kg e 150 ng/kg para leite em po, foi considerado o limite de quantificagcao
requerido para um método analitico estabelecido pela Comissdo de Decisdo
2003/181/EC da Comunidade Europeia.

As amostras que apresentaram resultado no kit ELISA 20,3 ug/L de
cloranfenicol foram analisadas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
deteccdo em detector de massas simples quadrupolo (CLAE/EM). Os resultados

mostraram que, das 19 amostras de leite fluido avaliadas, 3 confirmaram o
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cloranfenicol entre o limite de deteccdo e o de quantificacdo do método, ou seja,
maior do que o limite de deteccdo do método (=0,3 ug/L) e menor que o limite de
quantificagéo (0,77 pg/L). Ao comparar o perfil cromatografico das amostras de leite
UHT, foi observada a presenca do composto de relagdo m/z=321 e Tr=7,0
evidenciando a confirmagdo da molécula do cloranfenicol. Nao foram observados
compostos de relacdo m/z=354 e Tr=3,0 e m/z=356 e Tr=4,0 correspondentes ao
tianfenicol e florfenciol, respectivamente. Esses resultados foram confirmados pela
co-cromatografia, ao avaliar a resposta da amostra de leite UHT adicionada do pool
de padrdes dos anfenicbis.

Péde-se verificar, ao se comparar o perfil cromatografico da amostra com o da
amostra adicionada com os padrées em solvente, que a relagéo sinal ruido foi maior
que 0,3 pg/L (LDM) para a molécula do cloranfenicol e menores que 0,0204 ug/L
(LDM) para o tianfenicol e 0,0935 nug/kg (LDM) para o florfenicol, respectivamente.

Pelos resultados alcancados, concluiu-se que, das 19 amostras de leite UHT
submetidas a analise de confirmacdao por CLAE/EM, apenas trés (0,65%)
confirmaram a molécula de cloranfenicol, sendo uma amostra coletada no estado de
Goias e duas em Minas Gerais. Os resultados das andlises de confirmacdo da
molécula de cloranfenicol por CLAE/EM nas amostras de leite UHT positivas no
ensaio de triagem por Kit ELISA por estado produtor mostraram que as duas
amostras foram provenientes de Goias e uma de Minas Gerais.

As 43 amostras de leite em p6 que apresentaram resultados positivos para
cloranfenicol no ensaio de triagem por kit ELISA foram analisadas por CLAE/EM para
confirmacdo da presenga de anfenicois. Em nenhuma amostra foi detectada a
presenca dos residuos de cloranfenicol e tianfenicol. No entanto, 2 amostras de leite
em po confirmaram a presenga de residuo de florfenicol, acima do limite de detecc¢ao
(LDM) e abaixo do limite de quantificagdo do método (LQM), ou seja = 0,0935 pug/L e
<0,1519 pg/L.

Ao se comparar o perfil cromatografico das duas amostras de leite po, foi
observada a presenca do composto de relacdo m/z=356 e Tr= 4,0, evidenciando a
confirmagé&o do residuo da molécula de florfenicol. Ndo foram observados os de

136



relacdo m/z=354 e Tr=3,0 (tiafenicol) e m/z=321 e Tr=7,0 (cloranfenicol). Esses
resultados foram confirmados pela co-cromatografia, ao avaliar a resposta da
amostra adicionada do pool de padrdes dos anfenicdis em relagdo a sem adigéo.
Pelos resultados alcangados, concluiu-se que, das 43 amostras de leite em p6
submetidas a andlise de confirmacdo por CLAE/EM, apenas duas (1,44%)
confirmaram residuo da molécula de florfenicol, sendo uma amostra produzida e
coletada no estado de Minas Gerais e outra amostra coletada em Rondénia, de leite
produzido em Sao Paulo.

6. CONCLUSOES

Para cloranfenicol, observou-se que 0,65% do total de amostras de leite UHT
foram confirmadas, enquanto na triagem 4,11% foram reagentes. Para o leite em p0,
somente 1,44% do total de amostras, foram confirmadas para florfenicol, enquanto
na triagem 30,9% das amostras foram reagentes.

Na triagem, foi detectada a presenca de residuos de B-lactdmicos em 3
amostras de leite UHT e 3 amostras de leite em p6. Em todas foi confirmado, por
CLAE/EM, o residuo de cefapirina, que é um B-lactamico da classe das
cefalosporinas, representando, respectivamente, 0,65% e 2,14% do total das

amostras.
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CONCLUSOES GERAIS

O método empregado para as analises de confirmacao de residuos de B3-
lactamicos e de anfenicéis se mostrou eficiente para a avaliacdo desses residuos em
amostras de leite UHT e em pé integrais. Nas amostras de leite UHT e em p6 que
apresentaram resultados negativo para B-lactAmicos no ensaio de triagem por kit
SNAP, nao foram confirmadas a presenca de residuo de B-lactamicos quando foram
analisadas por CLAE/EM.

O Kit SNAP pode ser utilizado como ensaio de triagem para B-lactamicos e os
resultados devem ser confirmados por CLAE/EM/EM.

A necessidade de analise em um CLAE/EM/EM visa permitir a quantificacao
dos residuos de B-lactamicos.

A utilizacao do kit SNAP por CLAE/EM/EM ou detector simples quadrupolo
torna o processo mais barato, visto analisar somente os positivos na triagem. Além
disso, permite a utilizacdo do ensaio SNAP pelos laboratérios da rede publica, que
ainda necessita de pessoal capacitado em analises cromatograficas.

Os resultados apontaram que a utilizacdo do kit ELIZA como ensaio de
triagem na analise de cloranfenicol deve ser acompanhada pela confirmacao por
CLAE/EM/EM.

Os resultados do ensaio de triagem por KIT ELISA indicaram um numero

significativo de amostras falso positivas.
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SUGESTOES

Esses resultados sugerem a necessidade do emprego do CLAE/EM/EM como
método confirmatério dos residuos de cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol e pB-
lactdmico para amostras positivas no ensaio de triagem, visando confirmar estes
limites e adequacgao as normas internacionais.

E preocupante a confirmagdo da presenca de residuos de cloranfenicol em
alimentos de origem animal, uma vez que € uma molécula proibida na formulacao de
medicamentos veterinarios para uso em animais de producdo, tendo em vista os

riscos associados a saude humana.
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ANEXO |

Cromatogramas e Espectros de Massas de B-Lactamicos Modo Positivo Padroes
Individuais
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Figura 1 Perfil cromatografico do padrao no Modo positivo cefapirina (m/z=424 ; Tr =7,71).
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Figura 3 Perfil cromatografico do padrao no Modo positivo cefotaxim (m/z=455 e 456 ; Tr=8,20).

Inten. (x10,000)
B
7.0 -
6.0
50
4.0
30
20
Yol
100 & oot
- =3 el <+ <«
8 08 ST > 3
0.0 Hr e : e I
350 400 450 500 550 600 vz

Figura 4 Espectro de massas do padrao no Modo positivo cefotaxim (m/z=455 e 456 ; Tr=8,20).

145



Figura 5 Perfil cromatografico do padrao no Modo positivo cefotaxim (m/z=455 e 456 ; Tr=8,65).
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Figura 7 Perfil cromatografico do padrao no Modo positivo cefalotin (m/z=414; Tr =15,13),

Figura 8 Espectro de massas do padrdao no Modo positivo cefalotin (m/z=414; Tr=15,13),
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Figura 9 Perfil cromatografico do padrao no Modo positivo cefoperazone (m/z=646; Tr=10,23),
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Figura 11 Perfil cromatografico do padrao no Modo positivo ceftiofur (m/z=524 e 525; Tr=15,05),
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Figura 12 Espectro de massas do padrao no Modo positivo ceftiofur (m/z=524 e 525; Tr=15,05),
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Figura 13 Perfil cromatografico do padrdao no Modo positivo ampicilina (m/z=350 ; Tr =10,35),
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Figura 15 Perfil cromatografico do padrao no Modo positivo amoxicilina (m/z=350, 365 e 366; Tr=7,65).
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Figura 16 Espectro de massas do padrao no Modo positivo amoxicilina (m/z=350, 365 e 366; Tr=7,65).
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Figura 17 Perfil cromatografico do padrdao no Modo positivo penicilina-G (m/z=335; Tr=8,76).
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Figura 18 Espectro de massas do padrao no Modo positivo penicilina-G (m/z=335; Tr=8,76).
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ANEXO Il
Cromatogramas e Espectros de Massas de B-Lactamicos Modo Negativo Padrées
Individuais

Figura 1 Perfil cromatografico do padrao no Modo negativo penicilina-V (m/z=349 e 434; Tr=9,96).
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Figura 2 Espectro de massas do padrdo no Modo negativo penicilina-V (m/z=349 e 434; Tr=9,96)
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Figura 3 Perfil cromatografico do padrao no Modo negativo oxacilina (m/z=400 e 468; Tr=10,82).
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Figura 4 Espectro de massas do padrdao no Modo negativo oxacilina (m/z=400 e 468; Tr=10,82)
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Figura 5 Perfil cromatografico do padrao no Modo negativo cloxacilina (m/z=434; Tr=11,94).
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Figura 6 Espectro de massas do padrao no Modo negativo cloxacilina (m/z=434; Tr=11,94).
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Figura 7 Perfil cromatografico do padrao no Modo negativo dicloxacilina (m/z=468; Tr=14,16).
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Figura 8 Espectro de massas do padrao no Modo negativo dicloxacilina (m/z=468; TR= =14,16).
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ANEXO il
Cromatogramas e Espectros de Massas dos Anfecicois Modo Positivo Padroes

Individuais
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Figura 1 Perfil cromatografico do padrao no Modo negativo florfenicol (m/z=400; Tr=3,97).
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Figura 2 Espectro de massas do padrao no Modo negativo florfenicol (m/z=400 Tr=3,97).
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Figura 3 Perfil cromatografico do padrao no Modo negativo tianfenicol (m/z=354 e 356; Tr=2,96).

Inten. (x1,000)

254

6.0

356

5.0

4.0

321

3.0

2.0

1.0

0.0 ———

L B R B s B e e e B B
320.0 325.0 330.0 335.0 340.0 345.0 350.0 355.0 nvz

Figura 4 Espectro de massas do padrao no Modo negativo tianfenicol (m/z=354 e 356; Tr=2,96).
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Figura 5 Perfil cromatografico do padrao no Modo negativo cloranfenicol (m/z=321; Tr=6,97).
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Figura 6 Espectro de massas do padrao no Modo negativo cloranfenicol (m/z=321; Tr=6,97).
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