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RESUMO

RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM PEIXE: DEPLECAO
RESIDUAL E DESENVOLVIMENTO DE METODOS ANALITICOS

Os antimicrobianos sao largamente empregados na medicina veterinéria, e
residuos destes podem permanecer nos alimentos de origem animal, acima de valores
considerados seguros, quando ndo sao respeitadas as boas praticas veterinarias. Este
trabalho teve por objetivos: (i) desenvolver e validar métodos analiticos para a
determinagdo de multi-residuos de quinolonas (enrofloxacina, ciprofloxacina,
danofloxacina, sarafloxacina, acido oxolinico e flumequina) em carne de peixe, usando a
cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a deteccao por fluorescéncia (HPLC-FL)
e cromatografia liquida associada a espectrometria de massas em tandem por interface
de ionizacdo por electrospray e (LC-ESI-MS/MS Q-ToF); (i) desenvolver e validar
métodos analiticos para a determinacao de oxitetraciclina (OTC) em racédo e carne de
tilapias por HPLC-DAD e HPLC-FL, respectivamente e (iii) realizar um ensaio com tilapias
(Oreochromis niloticus) para avaliar a deplegao da OTC na carne desses peixes.

De modo geral, a extracao das quinolonas e da OTC da carne de peixes foi
conduzida por extragdo sdlido liquido seguida da limpeza do extrato em cartuchos de
extracdo em fase sélida. A separagado cromatografica dos antimicrobianos foi realizada em
coluna de fase reversa octadecil hibrida.

Os métodos foram validados mediante avaliacdo dos seguintes parametros: faixa
linear, linearidade, sensibilidade, seletividade, limites de deteccao e quantificacao,
precisao intra e inter-ensaios e exatidao. Para o método LC-MS/MS foi também avaliado o
efeito matriz. Todos os métodos foram considerados adequados aos objetivos propostos
neste trabalho.

Para avaliar a deplecdo de OTC na carne de tilapias, os peixes (peso médio de 93
a 115 g) receberam o farmaco via racao na dose de 80 mg OTC/kg peso vivo/dia, por
cinco dias consecutivos. A temperatura da agua durante o ensaio variou de 16,5 a 24,5
°C. A curva de deplecao se ajustou a um modelo exponencial de primeira ordem. O tempo
de meia vida de eliminacgao foi de 2,5 dias e o periodo de caréncia estimado foi de 5 dias.

Palavras chave: HPLC-FL, LC-MS/MS, antimicrobianos, peixe.
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ABSTRACT

ANTIMICROBIAL RESIDUES IN FISH: RESIDUAL DEPLETION AND
DEVELOPMENT OF ANALYTICAL METHODS

Antimicrobials are widely employed in veterinary medicine, and their residues could
remain in food of animal origin above values considered safe if good veterinary practices
are not followed. The aim of this work is to address (i) the development and validation of
analytical methods using high performance liquid chromatography with fluorescence
detection (HPLC-FL) and liquid chromatography electrospray ionization tandem mass
spectrometry (LC-ESI-MS/MS Q-Tof) for the determination of multi residues of quinolones
(enrofloxacin, ciprofloxacin, danofloxacin, sarafloxacin, oxolinic acid and flumequine) in
fish; (ii) the development and validation of analytical methods for the determination of
oxytetracycline (OTC) in fish feed and tilapia fish fillets using HPLC-DAD and HPLC-FL,
respectively, and (iii) the study of tilapias (Oreochromis niloticus) in order to evaluate the
depletion of OTC from the fish fillet.

In general, the extraction of the quinolones and OTC from the fish matrix was
conducted by solid-liquid extraction followed by clean-up on solid phase extraction
cartridges. The antimicrobials chromatographic separation was performed on a reverse
phase octadecyl hybrid column.

The methods were validated through the following parameters: linear range,
linearity, sensitivity, selectivity, detection limit, quantitation limit, intra- and inter-assay
precision and accuracy. For the LC-MS/MS method, the matrix effect was also evaluated.
All methods were adequate to the proposed objectives.

In order to evaluate the depletion of OTC in the tilapia fillets, the fish (weight range
93 — 115 g) were given medicated feed in a concentration of 80 mg OTC/kg body
weight/day for five consecutive days. The water temperature was between 16.5 to 24.5 °C
during the treatment. The depletion curve was fitted to an exponential first order model.
The elimination half-life was 2.5 days and the withdrawal period was estimated as five

days.

Key words: HPLC-FL, LC-MS/MS, antimicrobials, fish.
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PREFACIO

tese versa sobre o desenvolvimento e a validacdo de métodos

cromatograficos para a determinacdo de residuos de

antimicrobianos em alimentos de origem animal, em particular carne

de peixe. Os antimicrobianos selecionados foram do grupo das
quinolonas e tetraciclinas, que tém sido largamente empregados na producao de
alimentos de origem animal em todo mundo. A presenca de residuos de farmacos
em alimentos tem sido reavaliada de forma continua e, para garantir a segurancga
dos consumidores, é necessario que métodos validados estejam disponiveis para
o controle de qualidade destes alimentos.

Considerando o fato de que a producao de peixes requer em determinadas
situagbes o emprego de antimicrobianos para fins profilaticos e/ou terapéuticos, é
necessario que se tenha conhecimento da deplecao destes farmacos do tecido
animal para garantir que o produto final a ser consumido apresente teores destes
farmacos abaixo dos valores dos limites maximos de residuos permitidos.

O que motivou o presente trabalho é a caréncia de informagbes no que diz
respeito a legislagdo e ao uso de antimicrobianos destinados a aquicultura no
Brasil. Ainda, praticamente existem poucos ensaios realizados com
antimicrobianos na piscicultura para o estabelecimento de periodos de caréncia.
Os dados de outros paises nao devem ser simplesmente extrapolados, uma vez
que as condigbes ambientais sdo diferenciadas. Neste contexto, faltam estudos e
mao de obra qualificada para a realizacdo dos mesmos. Nao obstante, tem-se
uma deficiéncia quanto a métodos analiticos que permitam a determinacao de
multi-residuos de antimicrobianos em peixes e conhecimento aprofundado sobre
protocolos de validagéo.

Para facilitar a compreensao dos resultados e discussdes desta tese, a
mesma esta apresentada em cinco capitulos. O Capitulo | apresenta uma revisao

bibliografica sobre o assunto. O Capitulo Il discorre os objetivos propostos. O



Capitulo Il apresenta o0 desenvolvimento do método analitico para a
determinacao de multi-residuos de quinolonas em carne de peixe, pelo emprego
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) associada a detecg¢ao por
fluorescéncia e a espectrometria de massas. O Capitulo IV trata do ensaio
desenvolvido com tildpias medicadas a base de oxitetraciclina (OTC), para o
estudo do comportamento de deplecdo deste antimicrobiano na carne desses
peixes. O Capitulo V apresenta as referéncias bibliograficas citadas nos demais

capitulos da tese.



CAPITULO |

REVISAO BIBLIOGRAFICA




CAPITULO I Revisdo Bibliogrdfica

I.1. Introducao

A atual politica de uma globalizacdo mundial tem afetado fortemente o
cenario da producao pecuaria em todo o planeta. A necessidade de se manterem
ou se tornarem competitivos na atividade, tem exigido que os paises evoluam nas
tecnologias de producao. Os artificios langcados para se atingir tais objetivos tém
despertado grande atencdo da opinido publica frente aos afamados
acontecimentos envolvendo a contaminacdo de alimentos, como foi o caso de
benzeno na agua e sucos de frutas, nitrofuranos em carne de frango, cloranfenicol
no mel, entre outros (WHO, 2007), fazendo com que os paises se empenhem na
elaboracao e aplicacdo de uma politica de controle de qualidade dos alimentos
destinados tanto ao consumo humano como animal.

Os antimicrobianos (antibiéticos e quimioterapicos) sdo compostos que
inibem o crescimento de determinados microrganismos, podendo ser utilizados na
producdo animal para (i) tratar enfermidades (terapéutico), (i) prevenir contra
enfermidades causadas pela presenca de microrganismos patogénicos (profilatico)
e (iii) melhorar a taxa de crescimento e/ou conversdo alimentar (promotores de
crescimento) (ANADON & MARTINEZ-LARRANAGA, 1999). O uso dessas
substancias em animais de producdo pode levar a selecdo de microrganismos
resistentes ao agente ativo da substancia utilizada.

De modo geral, verifica-se uma tendéncia mundial no sentido de redugéo
do uso de antimicrobianos como promotores de crescimento com vistas a eliminar
o potencial risco da resisténcia de bactérias aos antimicrobianos (BELLAVER,
1999). No entanto, os antimicrobianos usados para fins terapéuticos devem
continuar sendo utilizados na produgdo animal, visto que, epidemias podem
rapidamente disseminar-se numa criacao, provocando alta mortalidade e levando
a elevados prejuizos econémicos.

No mundo todo, com algumas variacdes, estdo entre os antimicrobianos
licenciados para uso em peixes: oxitetraciclina, acido oxolinico, flumequina,

amoxicilina, florfenicol, entre outros, sendo os dois primeiros os mais utilizados
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(WHO, 1998). Um ponto importante é o de que em alguns paises existem
regulamentacdes quanto ao uso desses medicamentos na piscicultura, porém,
ainda nao efetivamente aplicadas; jA em outros paises, nenhum regime de

regulamentacao existe.
1.2. A aquicultura nacional

A aquicultura € um dos sistemas de producdo de alimentos que mais
cresce no mundo. Dados da Organizacao das Nagdes Unidas para Alimentacao e
Agricultura (FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations) para o
periodo de 1984 a 1995, indicam que a producdo mundial aumentou numa
proporcao de cerca de 10 % ao ano, passando de 10,4 milhdes para 27,8 milhdes
de toneladas por ano. Em termos de recursos financeiros gerados, a produgao
aquicola triplicou, passando de US$ 13,1 bilhdes em 1984, para US$ 39,8 bilhdes
em 1994. Os autores também destacam que a aquicultura esta crescendo mais
rapidamente nos paises em desenvolvimento (Asia, América do Sul, Africa e
Oceania) quando comparados a paises desenvolvidos (BORGHETTI &
OSTRENSKY, 1998).

O Brasil é o Pais que apresenta o maior potencial do mundo para a
producdo de pescado através da aquicultura, tendo em vista a vastidao de seu
territério, com mais de 2/3 ocupando a regido tropical, bacias hidrograficas
privilegiadas e ricas, onde se destaca a bacia amazonica responsavel por 20 % da
agua doce do mundo. Merecem ainda destacar os cinco milhdes de hectares de
aguas represadas em acudes (no Nordeste) e reservatérios construidos para a
geracado de energia hidroelétrica ou para abastecimento urbano e, também, a
imensidade de seus mais de oito mil quildbmetros de costa que possibilita uma
enorme e variada atividade de aquicultura de espécies marinhas (ANUALPEC,
2002).

A situagcdo privilegiada do pais ndo o dispensa da necessidade de
preservar esse recurso. Sua distribuigdo no territério nacional ndo se revela

uniforme, e ha de se salientar que as areas de maior consumo nao lhe dedicam a
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atencao e os cuidados devidos. Quase 70 % da agua disponivel se encontra na
regiao Norte, 15 % na regiao Centro-Oeste e 12,3 % no Sul e Sudeste. No
Nordeste estédo 2,7 % (ANUALPEC, 2005).

Mesmo com os 8.000 km de costa e condicdes climaticas bastante
favoraveis, o Pais ndo apresenta destaque na producédo de peixes marinhos. Este
ramo de atividade é pouco desenvolvido em funcédo das caracteristicas da costa
brasileira que é pouco protegida e ndo possui muitas areas para alocacao de
gaiolas, bem como pela falta de alevinos/juvenis para suprir eventual demanda do
mercado. Quanto a piscicultura de agua doce, considerando o grande potencial
climatico e a disponibilidade de recursos hidricos adequados, pode-se afirmar que
essa atividade ainda ndo deu seu grande salto no Pais (ANUALPEC, 2005).

O Brasil teve um aumento de 50 % na producao aquicola no periodo de
1995 a 1998. A producao nacional estd concentrada na Regido Sul, seguida, em
ordem, pelas regides Sudeste, Centro-Oeste, Nordeste e Norte (BORGHETTI &
OSTRENSKY, 1998).

A piscicultura aumentou sua contribuicao na producéo de pescado nacional
em cerca de 20 % do ano 2000 para 2001. A tilapia é a espécie de peixe mais
produzida no Pais, com destaque para a linhagem tailandesa, de melhor
desempenho zootécnico e maior rendimento de carcaga. Nos ultimos anos, a
aquicultura vem se expandindo no Estado de Sao Paulo, e ganhando importancia
relativa como produtora de proteina animal, ja que a produtividade da piscicultura
intensiva € elevada. Na aquicultura interior, sobressai a piscicultura com criacéo
principalmente de tilapias e diversas espécies de carpas (comum, cabeca grande,
capim, prateada), os peixes redondos (pacu, tambaquis e seus hibridos),
principalmente nas regides Sul, Centro-Oeste e Sudeste, onde comegcam a se
implantar projetos de médio e grande porte estimulados pelos "pesque-pagues”
existentes (ANUALPEC, 2002).
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1.3. Antimicrobianos na aquicultura

Doencas infecciosas sao consideradas como grande preocupagao para a
piscicultura por representarem potenciais riscos na producdo e em perdas no
estoque. Dentre as principais estratégias para o controle deste problema esta o
uso de substancias antimicrobianas como medida terapéutica e/ou preventiva
dentro de um sistema de producao.

O uso de antimicrobianos no tratamento profildtico € particularmente
comum durante periodos em que 0s animais estdo mais sujeitos a condicoes de
estresse, como por exemplo, mudangas na dieta, transporte, entre outros. Mesmo
com a crescente énfase na prevencdo de doencas através de melhorias no
manejo e nas condicdes ambientais, o sistema intensivo de produg&o animal ainda
depende do uso de antimicrobianos.

Uma grande variedade de substancias antimicrobianas é usada na
producédo animal em todo o0 mundo. Seu uso leva, inevitavelmente, a selecdo de
formas resistentes de bactérias em relacdo ao agente ativo da substancia
utilizada, tema esse de grande importancia quanto ao potencial risco a saude
humana (WHO, 2004). Nos ultimos anos, verifica-se uma preocupacao crescente
guanto ao uso dessas substancias em dietas animais.

Atualmente, o desenvolvimento e a difusdo da resisténcia aos
antimicrobianos tém se tornado um problema de saude publica global que tem
impacto tanto no uso dessas substancias em humanos como em animais.

A resisténcia antimicrobiana derivada do uso de antimicrobianos na
aquicultura apresenta um risco a saude publica de maneira direta e/ou indireta
(FAO/OIE/WHO, 2006):

e Desenvolvimento da resisténcia bacteriana em ambientes aquaticos
gue podem infectar humanos - disseminacao direta da resisténcia de
ambientes aquaticos para humanos;

e Desenvolvimento da resisténcia adquirida em bactérias em ambientes
aquaticos que pode agir como um reservatério de genes resistentes,
e que podem ser transferidos até se incorporarem a patdgenos
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humanos - disseminagdo indireta da resisténcia de ambientes
aquaticos para humanos causados pela transferéncia horizontal de
gene.

A disseminacdo direta pode se dar (1) pelo consumo de produtos
alimenticios de origem aquicola ou da agua e (2) pelo contato direto com a agua
ou organismos aquaticos, ou através da manipulacdo dos produtos alimenticios
aquicolas. As fluoroquinolonas sao antimicrobianos importantes como tratamento
de infecgdes potencialmente fatais (FAO/OIE/WHO, 2006).

Com relacao a transferéncia horizontal de genes resistentes, ja em 1955 foi
reportada a resisténcia em Aeromonas salmonicida ao antimicrobiano
sulfonamida, nos EUA e, na década de 60, linhagens multi-resistentes foram
observadas no Japao. Mais tarde, Aeromonas salmonicida multi-resistente tem
sido descrita em muitos paises em varias partes do mundo, e plasmideos com
resisténcia transferivel sdo comumente detectados nessas linhagens (SIRUM,
2006).

Determinantes de resisténcia transferivel tipica sdo aqueles que tém
conferido resisténcia a sulfonamindas, tetraciclina, trimetoprima, e estreptomicina.
O uso de quinolonas no controle de infecgdes bacterianas desde 1980 resultaram
no desenvolvimento de resisténcia a quinolona em linhagens de Aeromonas
salmonicida. Esta resisténcia em Aeromonas foi principalmente mediada por
mutacdo no gene girase A, e nao se mostrou transferivel (SGRUM, 2006). O
desenvolvimento de resisténcia em patdogenos de camardes tal como Vibrio
harveyi devido a exposigdo a antimicrobianos tem sido reportado
(KARUNASAGAR et al, 1994).

Algumas bactérias de ambientes aquaticos sao filogeneticamente
relacionadas a patdégenos humanos. Isto aumenta a probabilidade da difuséo de
genes resistentes entre ambos ambientes (FAO/OIE/WHO, 2006).

No mundo todo, com algumas variacdes, estdo entre os antimicrobianos
licenciados para uso em peixes: oxitetraciclina, acido oxolinico, flumequina,
amoxicilina, florfenicol, entre outros, sendo os dois primeiros os mais utilizados
(WHO, 1998).
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l.4. Seguranca alimentar

O uso de medicamentos veterinarios € um recurso Util, muitas vezes
necessario no setor produtivo, e que quando recorrido, o risco de residuos dessas
substancias no alimento de origem animal deve ser levado em consideracéo.

Na Comunidade Européia, a questdo de residuos de antimicrobianos em
alimentos € assunto enderecado a Reunido do Comité de Peritos da FAO/WHO
sobre Aditivos em Alimentos (JECFA). O Comité para Produtos Medicinais de Uso
Veterinario (CVMP) da Agéncia de Avaliagdo Medicinal Européia (EMEA) é
responsavel pelo estabelecimento dos Limites Maximos de Residuos (LMR) para
medicamentos veterindrios em alimentos de origem animal (Regulacdo do
Conselho 90/2377/EEC) (ANADON, 1990) e da Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA)
(ANADON & MARTINEZ-LARRANAGA, 1999).

Para medicamento de uso veterinario, o LMR é definido como a
concentracdo maxima de residuo toleravel no alimento, resultante do seu uso. E
baseado no tipo e quantidade de residuo que nao induz efeito adverso a saude
humana considerando-se a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) do composto. A IDA é
a quantidade de uma substancia que pode ser ingerida diariamente, durante toda
a vida, sem que provoque danos a saude. Ela é expressa em mg kg de peso
corpéreo. A determinacdo da IDA é baseada nas informacdes toxicoldgicas
disponiveis daquele composto na época da avaliacao (JECFA, 2007).

Quando se estabelece um LMR, séo levados em consideracéo os residuos
gue ocorrem nos alimentos, assim como os provenientes do ambiente. No entanto,
o LMR pode ser fundamentado em boas praticas no uso de medicamentos
veterinarios e nas metodologias analiticas disponiveis.

No caso de substancias proibidas, para as quais ndo ha um LMR
estabelecido, a Comunidade Européia (Diretiva 2002/657/EC) propde o
estabelecimento de um limite minimo de performance requerida (LMPR), que
representa a minima quantidade da(s) substancias(s) na amostra que pode ser
detectada e confirmada (EC, 2002).

10
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A Tabela 1.1 relaciona alguns antimicrobianos representantes dos grupos
das (fluoro)quinolonas e tetraciclinas — grupos de interesse no presente trabalho —
de uso na piscicultura, bem como os respectivos LMR estabelecidos e divulgados
pela EMEA/CVMP (EMEA, 2007).

Tabela 1.1 - Relacdo dos LMR de alguns antimicrobianos de uso na piscicultura
(EMEA, 2007).

ANTIMICROBIANO MATRIZ LMR
Grupo das (Fluoro)Quinolonas
Acido Oxolinico 100ng g~
Enrofloxacina _ 100 ng g
. Carne de peixe e pele em P
Danofloxacina B _ 100 ng g
. propor¢des naturais P
Sarafloxacina 30ngg
Flumequina 600 ng g
Grupo das Tetraciclinas
Oxitetraciclina 100ng g~
Tetraciclina Carne de peixe 100 ng g
Clortetraciclina 100ng g’

O Codex Alimentarius € um Programa Conjunto da Organizacao das
Nacdes Unidas para a Agricultura e a Alimentacao (FAO) e da Organizacao
Mundial da Saude (OMS). Trata-se de um férum internacional de normalizacédo
sobre alimentos, criado em 1963, com sede em Roma, e suas normas tém como
finalidade proteger a saude da populagdo, assegurando praticas equitativas no
comércio regional e internacional de alimentos, fomentando e coordenando todos
os trabalhos que se realizam em normalizacdo. Na década de 70, o Brasil tornou-
se membro deste Programa e, em 1980, com a criacdo do Comité do Codex
Alimentarius do Brasil (CCAB), através das Resolucdes 01/80 e 07/88 do

Conselho Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
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(CONMETRO), conseguiu uma articulagdo mais representativa do setor
alimenticio. O CCAB tem como principais finalidades a participagcdo nos Comités
internacionais do Codex Alimentarius e a defesa dos interesses nacionais, bem
como a utilizacdo das Normas Codex como referéncia para a elaboracgao,
atualizacao da legislagdo e regulamentagdo nacional de alimentos (INMETRO,
2007).

I.5. Legislacao nacional e inspecao

No Brasil, em 1995, o Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento
(MAPA) criou o Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem
Animal — PNCR, instituido pela Portaria Ministerial n? 527, de 15/08/1995
(Publicado no Diario Oficial da Unidao de 16/08/1995, Secao 2, Pagina 6048). Este
plano previa a adogcdo de programas setoriais de controle de remanescentes
residuais em carne, leite, mel e pescado, em decorréncia do uso de agrotoxicos e
medicamentos veterinarios, ou por acidentes envolvendo contaminantes
ambientais. No entanto, até o inicio de 2006, dos programas setoriais elaborados,
somente o de controle em carne estava implementado. A Portaria Ministerial n® 50,
de 20/02/2006 (publicada no Diario Oficial da Unido em 03/03/2006, Secao 1,
Pagina 15), estendeu a implementacdo do PNCR também para as outras fontes
de carne (bovina, aves, suina e equina), leite, mel, ovos e pescado para o
exercicio de 2006. No entanto, até a atualizacdo das atividades do PNCR
descritas pela Instrugdo Normativa n® 9, de 30/03/2007 (publicada no Diario Oficial
da Unidao em 04/04/2007, Secao 1, Pagina 7), o programa ainda nao inclui a
determinacdo de quinolonas e tetraciclinas em pescado — substancias alvo do
presente trabalho. As substancias alvo do programa até o momento sé&o:
nitrofurazona, furazolidona, furaltadona, nitrofurantoina e cloranfenicol.

Também atento a importancia da questdo da presenca de residuos de
contaminantes em alimentos para a saude publica, o Ministério da Saude (MS),
representado pela Agéncia de Vigilancia Sanitaria do Ministério da Saude
(ANVISA) criou em 2003, o Programa Nacional de Andlise de Residuos de
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Medicamentos Veterinarios em Alimentos Expostos ao Consumo — PAMVet —
(Resolucdo RDC n? 253 de 16/09/2003, publicada no Diario Oficial da Unido de
18/09/2003). Este programa prevé o controle de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos de origem animal expostos ao consumo, porém apenas

analises em amostras de leite esta em fase de implementagéo.
1.6. Quinolonas e tetraciclinas

As quinolonas sdo agentes antimicrobianos sintéticos, especialmente ativos
contra bactérias Gram-negativas, largamente empregadas no tratamento de
infeccdes na medicina humana e veterinaria. Seu alvo primario € a enzima DNA-
girase ou topoisomerase I, responsavel por tornar a molécula de DNA compacta e
biologicamente ativa. Formam o grupo mais importante de agentes antibacterianos
sintéticos desde a descoberta das sulfonamidas. O primeiro composto obtido, em
1962, foi o &cido nalidixico (1-etil-1,4-diidro-7-metil-4-oxo-1,8-naftiridina-3-acido
carboxilico) (LESHER et al, 1962).

As quinolonas contém em suas estruturas moleculares nitrogénio,
compostos aromaticos heterociclicos com um grupo cetona na posicao 4 e um
grupo carboxilico na posicdo 3. O nucleo principal usualmente contém um atomo
de nitrogénio (quinolinas), mas analogos tém nitrogénios adicionais na posi¢ao 2
(cinolinas), posi¢ao 8 (naftiridinas) ou posicao 6 e 8 (piridopirimidinas). A estrutura
basica das quinolonas é apresentada na Figura I.1 (HERNANDEZ-ARTESERVOS
el al., 2002%).
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OH
1 2|

N

Estrutura Basica das Quinolonas

Quinolina Naftiridina Cinolina Piridopirimidina

Figura I.1 - Estrutura molecular das quinolonas.

Desde a descoberta do acido nalidixico (um protétipo da quinolona
antibacterial) em 1962, varias modificacdes estruturais tém aumentado o espectro
de acado das quinolonas. Estas modificagdes incluem a introducdo dos grupos
alquil ou aril na posi¢ao 1 e substituicdes fluoro e piperazinil nas posi¢des 6 e 7,
respectivamente. O grupo fluoro na posi¢cdo 6, que origina as fluoroquinolonas,
ampliam o espectro de atividade contra ambos os patégenos gram-negativo e
gram-positivo. A introducdo de um grupo piperazinil na posicdo 7 melhora a
atividade contra Pseudomonas aeruginosa (BALL, 2000).

Desde meados da década de 80, as fluoroquinolonas tém se tornado o
principal grupo de antimicrobianos sintéticos com espectro de atividade que inclui
desde Enterobacteriaceae e oportunistas tais como Pseudomonas aeruginosa, até
patbgenos gram-positivos, incluindo streptococci e staphylococci. Essas
mudancas resultaram em representantes como a ciprofloxacina e a ofloxacina,

que sdo indicadas para uma grande variedade de patégenos, € se tornaram
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alternativas em condigdes comprometidas pelo surgimento de microrganismos
resistentes a agentes padrdes, tais como os B-lactamicos (BALL, 2000).

As tetraciclinas representam um grupo de antimicrobianos que apresentam
um espectro de agdo bastante amplo, sendo eficiente contra um grande numero
de microrganismos causadores de diversas enfermidades, e por isso, tém
destacado emprego pela medicina veterinaria no tratamento de doencas.

As estruturas moleculares de algumas tetraciclinas estdo apresentadas na

Figura |.2.

O OH O O
OH I
C—NH,
' ' ' OH

Rs Ri R3R) R N(CHy),

R1 | R2 | R3| R4 | RS

Tetraciclina (TC) H- | H- |OH-| CH;3- | OH-
Clortetraciclina (CTC) | H- | H- |OH- | CH;- | Cl-
Okxitetraciclina (OTC) | H- | OH- | OH- | CH3- | H-

Doxiciclina (DC) H- |OH-| H- | CH;3- | H-

Figura 1.2 - Estrutura molecular das tetraciclinas.

Desde a descoberta do primeiro membro deste grupo, em 1948, a
clorotetraciclina e outros representantes estdo comercialmente disponiveis, dentre
0Ss quais a oxitetraciclina, sdo comumente empregadas na medicina veterinaria em
todo o mundo por apresentar vantagens quanto a eficacia, e quanto a economia,
em comparagdo com outros antimicrobianos (OKA & MATSUMOTO, 2000). Em
peixes, a oxitetraciclina é utilizada no combate a furunculoses, Ulceras e outras

infeccdes causadas por bactérias gram-negativas (UENO et al, 1999).
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Residuos de tetraciclinas em alimentos podem causar reagdes alérgicas,
desequilibrio da flora intestinal, favorecimento de patégenos e desenvolvimento de
resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos, além de problemas
tecnoldgicos relacionados ao processamento de alimentos.

Os termos tetraciclina e cloridrato de tetraciclina tém sido usados como
sinénimos (FLOREY, 1984). O cloridrato de clortetraciclina (CTC) é um sal de uma
substancia antibiética isolada de Streptomyces aureofaciens e foi introduzida na
clinica médica em 1948 (FLOREY, 1984). A oxitetraciclina derivada da
Streptomyces rimosus, foi introduzida em 1950. A tetraciclina obtida por
dehalogenacéo catalitica da clortetraciclina, tornou-se disponivel comercialmente
em 1953 (KATZUNG, 1995).

I.7. Métodos analiticos para a determinacao de antimicrobianos em carne de

peixe

Para a inspecéo de residuos de antimicrobianos em alimentos € essencial
que métodos analiticos validados estejam disponiveis.

O controle de qualidade dos alimentos de origem animal quanto a presenca
de residuos de medicamentos veterindrios € imprescindivel na questdo da
seguranca alimentar. Para tanto, faz-se necessario o desenvolvimento de métodos
analiticos com sensibilidade e seletividade adequadas para quantificar eventuais
residuos dessas substancias que possam estar presentes em tecidos de animais
destinados a producdao de alimentos. Na determinacdo de residuos de
antimicrobianos em alimentos, como a carne de peixe, deve ser dada uma
atencao especial ao preparo da amostra que antecede a analise instrumental.

Devido ao fato de os alimentos serem matrizes complexas, possuindo
compostos desde simples sais inorganicos até grandes moléculas protéicas, uma
etapa de preparo de amostras se faz necessaria antes do procedimento analitico
de determinacdo dos mesmos.

O preparo da amostra envolve geralmente etapas de extragdo do
antimicrobiano da matriz por procedimentos de extragéo sélido-liquido, limpeza do
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extrato (clean-up) e concentracado do(s) analito(s) utilizando cartuchos de extragao
em fase sélida (SPE).

Cada uma das etapas a serem empregadas no preparo de amostra deve
levar em consideracao as propriedades fisico-quimicas dos analitos em questao,
para a melhor selecdo possivel dos reagentes envolvidos em cada um dos
processos a serem empregados.

Os métodos analiticos que visam a determinacdo de residuos de
antimicrobianos em alimentos requerem consideracdes técnicas especiais. Os
Limites Maximos de Residuos (LMR) devem ser levados em consideragdo no
estabelecimento e validacdo do método, de modo a garantir que o método
desenvolvido seja capaz de quantificar o residuo destas substancias com exatidao

e precisao adequadas.

1.7.1. Quinolonas

Um conhecimento das caracteristicas fisico-quimicas das quinolonas é
muito importante para o desenvolvimento de métodos analiticos que visam a
determinacao deste grupo de antimicrobianos em alimentos de origem animal.

Em termos analiticos, as estruturas moleculares das quinolonas
apresentam algumas caracteristicas muito importantes. O grupo carboxilico na
posicdo 3 as caracteriza como compostos acidos. Por outro lado, as 7-
piperazinilquinolonas incluem grupos amina adicionais, que sdo basicos. No
entanto, em solucdo aquosa, as 7-piperazinilquinolonas apresentam trés
diferentes espécies, que sado catibnicas, zwiteribnicas e anibnicas, enquanto as
outras quinolonas podem somente ser neutras ou aniénicas. Os equilibrios
existentes para estes dois tipos de quinolonas € mostrado na Figura |.3. As
quinolonas com apenas um valor de pK, na regiao de pH fisiolégico sao referidas
como quinolonas &cidas (QA) e aquelas com dois valores de pK, (devido a
presenca de um anel piperazinil) sdo chamadas de quinolonas piperazinil (QP). Os
valores reportados de pK, para QA variam de 6,0 a 6,9, enquanto para as QP, os
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valores estdo entre 5,5-6,6 e 7,2-8,9 para pKai e pKa, respectivamente
(HERNANDEZ-ARTESEROS et al, 2002?).

o
RS 2 7 COOH R'<, 2 - coo- Ru_ 2 coo
—-Ji“' pK, ,-J\“: pK; /J\-\‘.‘ | I
N — (\N X —— (\

o Q
R'“}l"’ COOH < R.\X"r COOo-
M £ W
R .:( rl‘] R X M
| I
R“ R“I R" RIII

Quinolonas Acidas

Figura 1.3 - Equilibrio 4cido-base para as quinolonas.

As quinolonas sdo soluveis em solventes polares, e insoluveis em
solventes apolares tais como hexano ou tolueno. S&o soluveis em meios basicos e
acidos aquosos ou aquoso-organicos. Assim, a extracdo de quinolonas de
matrizes biolégicas como a carne de peixe, pode ocorrer de diferentes formas: (i)
extracdo com solventes organicos de média a alta polaridade tais como acetato
etilico, acetona, ACN, etanol ou MeOH; (ii) particAo entre uma amostra
homogeneizada em solucao tampao aquosa e um solvente organico nao miscivel
como acetato etilico, cloroformio ou diclorometano; (iii) extragcdo com misturas
aquoso-organicas acidas ou basicas, ou mesmo solu¢gées aquosas tamponadas
(STOLKER & BRINKMAN, 2005).

A maioria dos procedimentos de preparo de amostra para extragcdo de
quinolonas em alimentos, descrita na literatura, consiste de extracao solido-liquido
(LSE) e/ou extracdo em fase solida (SPE), conforme serdo apontados alguns

exemplos mais adiante.
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Etapas de limpeza do extrato por SPE séo principalmente aplicadas apés a
extragdo das quinolonas da matriz com solventes polares. Em alguns casos, a
remocao de gordura com hexano é realizada antes da SPE. Cartuchos de fase
reversa, principalmente Cis e em alguns casos Cg, C, ou poliestireno-
divinilbenzeno (PSDVB), sdo comumente usados para quinolonas acidas (QA) e
quinolonas 7-piperazinil (QP). Levando em consideragdo que estes sorventes
apolares retém preferencialmente quinolonas sem cargas quando dissolvidas em
um solvente polar, a amostra é adicionada ao cartucho em solucées aquosas ou
aquoso-organicas com pH neutro ou acido. Misturas aquoso-organicas com MeOH
e solucdes acidas ou basicas (contendo mais de 75 % de MeOH) sao os eluentes
mais usados. Alternativamente, cartuchos de troca catibnica sdo usados na
determinacao de QP, as quais podem se apresentar como espécies catidnicas. Ha
ainda outras alternativas possiveis para SPE, como colunas de troca aniénica (QP
e QA) e colunas de imunoafinidade (HERNANDEZ-ARTESEROS et al, 2002%).

O maior destaque dos métodos analiticos empregados para a
determinacao das quinolonas em amostra de carne de peixe € dado ao emprego
da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC).

As colunas analiticas mais usadas em técnicas cromatograficas de HPLC
reconhecidamente sdo as de fase reversa a base de silica, principalmente C1s ou
Cs. Devido aos grupos silandis residuais e impurezas metalicas dos materiais de
recheio dessas colunas, as mesmas podem levar a problemas de assimetrias dos
picos cromatograficos (efeito cauda). Aliado a esse fato tem-se que as
fluoroquinolonas possuem carater anfétero, o que prejudica a separacao destes
compostos nesse tipo de coluna, e os picos cromatograficos ndo apresentam
simetrias adequadas, afetando a resolucdao e a eficiéncia. Para tanto, métodos
mais recentes de separagcdo de quinolonas por HPLC tém feito uso de colunas
capeadas (endcapped) ou de silica de alta pureza, tais como Inertsil, Kromasil,
Puresil, Versapack, Wakosil, L-column, LUNA ou Zorbax RX, que séao livres de
tracos metalicos responsaveis pelas propriedades éacidas dos grupos silanois
(STOLKER & BRINKMAN, 2005; HERNANDEZ-ARTESEROS et al, 2002?).
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As colunas analiticas poliméricas (YORKE & FROC, 2000; ROUDAUT &
YORKE, 2002) sao alternativas para se obter picos com melhor simetria. No
entanto, essas colunas s&o menos resistentes quando comparadas com as
colunas a base de silica (KIM & LEE, 1996).

A grande maioria dos métodos de HPLC, enpregando fase estacionéria
reversa para determinacao de quinolonas, faz uso de misturas para compor a fase
movel contendo ACN ou MeOH, ou uma mistura de ambos os solventes como
modificador organico, com solu¢des aquosas. Ainda com o objetivo de melhorar a
simetria dos picos cromatograficos, agentes redutores de cauda do pico sao
adicionados. O pH normalmente € mantido entre 2 e 4, para que haja uma
reducdo da ionizagdo de silandis e minimizar suas interagbes com as quinolonas,
gue no caso estao presentes como espécies catibnicas (QP). Embora solucbes de
tampéao fosfato (YORKE & FROC, 2000; SU et al, 2003; RAMOS et al, 2003)
sejam utilizadas para esse ajuste de pH, outras solugdes, tais como tampao citrico
(BAILAC et al, 2004), acido fosférico (ROUDAUT & YORKE, 2002) ou acido
oxdlico (MERAS et al, 1998; SAMUELSEN et al, 2000; HERNANDEZ-
ARTESEROS et al, 2002°) sd0 também usadas.

Varias técnicas espectroscdpicas tais como absorcdo na regiao do UV,
fluorescéncia (FL) ou espectrometria de massas (MS), podem ser usadas em
associacao a cromatografia liquida para a deteccao de quinolonas. A absorcao UV
foi a técnica de deteccdo mais empregada nos primeiros trabalhos que
envolveram a determinagdo de quinolonas, enquanto que a fluorescéncia vem se
destacando atualmente por apresentar maior seletividade e melhor detectabilidade
em relagé@o ao primeiro. A espectrometria de massas apresenta alta seletividade e
sensibilidade, normalmente usada em analises confirmatérias de identidade. No
entanto, a difusdo do seu emprego ainda € limitada pelo alto custo dos
equipamentos.

A Tabela |.2 discrimina as principais etapas dos procedimentos de preparo
de amostra de carne de peixe para extracao de (fluoro)quinolonas e dos métodos
analiticos com HPLC de alguns trabalhos publicados na literatura.
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Tabela 1.2 - Procedimentos para determinagdo de quinolonas em carne de peixe por HPLC.

. LLE ou Rec. LOD LOQ
Analitos LSE FE FM Det. P P Ref.
SPE (%) (ngg”) (ngg’)
TYRPENOU
Acetato i i Cig (250 x 4,6 ATFA (0,1 %),
AOX Etilico 7078 m 5um) MeOHeACN - 2 5 &(2(')(888
Tampao RP polimérica ROUDAUT
P RO% pHge H(‘EXLaEr;O 5771 (150x4,6mm, HFO:ER22 2.7 1575 & YORKE,
ACN 5 um) 2002
AOX, FLM 10-40
ENR DAN. HPOe o cnei 74gs Cia(250x46 NatPO,(pH DADe  (DAD)e ] sU etal
o ACN 18 mm, 5um) 2,5 e ACN FL 0,6-50 (2003)
(FL)
Acido .
AOX, FLM,  acético on Cis(250x3  Acido Férmico  MS ] ] HERNANDO
ENR  (0,1%)e “H2(SPE) 40-80 s m) e ACN (ToF) 1-3 39 etal(2006)
ACN
RP
AOX, FLM, polimérico ;. P
ENR,CIP, ~ ACN  edetioca 8580 Ot (199X 21 Acido Formico MOMS 4541 549  JOHNSION
DAN, SAR anionica mm, 5 pm) e (QQQ) et al (2002)
(SPE)

Onde: LSE: extracdo solido-liquido; LLE: extracado liquido-liquido; SPE: extracdo em fase sélida; Rec.: recuperacao; FE: fase
estacionéria; FM: fase movel; Det.: detecgédo; LOD: limite de detecgdo; LOQ: limite de quantificacdo; Ref.: referéncia bibliogréfica;
AOX: acido oxolinico; FLM: flumequina; ENR: enrofloxacina; DAN: danofloxacina; SAR: sarafloxacina; RP: fase reversa; ACN:
acetonitrila; MeOH: metanol; ATFA: &cido trifluoracético; FL: fluorescéncia; DAD: arranjo de diodos; MS: espectrometria de massas.
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1.7.2. Tetraciclinas

ANDERSON et al (2005) publicaram um trabalho de revisdo abrangendo
toda a complexidade envolvida na quantificacdo de tetraciclinas por cromatografia
liquida, detalhando a quimica deste grupo de antimicrobianos, e etapas do método
analitico como extracao em matrizes diversas e limpeza do extrato.

Como etapas preliminares de extragdo, a maioria dos procedimentos
descritos na literatura envolvendo alimentos como matriz faz uso de uma
homogeneizacdo da matriz com solugdes aquosas, principalmente envolvendo o
emprego do tampao Mcllivaine (pH 4,0) contendo &cido etilenodiaminotetraacético
(EDTA). KULSHRESTHA et al (2004) reportaram alta solubilidade em pH 4 onde
as tetraciclinas estdo em equilibrio, prevalecendo a forma zwiteribnica. Solucoes
de &cido succinico (pH 4) também tém sido empregadas para extracdo em
amostras de alimentos (CARSON et al, 1998; CHERLET et al, 2003).

Os equilibrios existentes para as tetraciclinas sdo mostrado na Figura 1.4,
tomando a molécula da oxitetraciclina como exemplo.

Em etapas de limpeza do extrato (clean up) por SPE, devido ao esqueleto
carbdnico, regidao aromatica, e grupos funcionais variados, as tetraciclinas (Figura
.2, p.15) podem teoricamente ser separadas da matriz alimento por varios tipos
diferentes de cartuchos SPE. A regido apolar do sistema de anéis permite usar
sorventes de fase reversa Cqg ou polimérica, enquanto cartuchos fenil exploram a
vantagem da regido aromatica do anel D. Para cartuchos de fases reversas, varios
autores tém indicado o cartucho de fase polimérica como sendo melhor que os Cqs
a base de silica (PENA et al, 2003; CINQUINA et al, 2003; e CHERLET et al,
2003). Nos cartuchos poliméricos, a recuperacao Otima é obtida quando as
tetraciclinas sdo adicionadas em meio acido, onde o pH é préximo ou abaixo do
valor do pKa1 (CHENG et al, 1997; e ZHU et al, 2001). Devido a afinidade das
tetraciclinas em adsorver a grupos silandis presentes em fases octadecil a base de
silica e formarem complexos com o0s residuos metalicos, um pré-tratamento de
SPE Cig com EDTA (OKA et al, 1994), com as tetraciclinas sendo adicionadas em
meio tamponado contendo EDTA (BRILLANTES et al, 2001) tem melhorado os
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resultados. Entre outras fases de SPE que ja foram usadas para tetraciclinas
estao a fenil (MEINERTZ et al, 1998) e cicloexil (BLANCHFLOWER et al, 1989).

OH O OH_ O BH D OHA0
CONH, pkﬂ1 CONH,
OO“ — C"‘
HO HO
H CIH *NH(CHz}z 2 o WH(CHﬂg
Hpkaz
OH O t:l- O OH O G'
C ONH, COMH;
C“ Pe CO‘
—
HO ™OH HO
q OH M(CHsh H Hon *NH(CH;}&
Hpk“al B

0~ L7 s pK,: 7,5

CONH,
OO“ Py 9

HO :
H fon N(CHs) Pk, 10,5

Figura 1.4 - Equilibrio acido-base para a oxitetraciclina (adaptado de MAMANI,
2007).

A interacdo das tetraciclinas com silandis e tragcos metélicos presentes em
colunas analiticas de fase reversa a base de silica contribui significativamente
para a assimetria dos picos cromatograficos. Devido a isto, colunas de fases
reversas capeadas (end-capped) tém sido preferidas para o emprego na
separagdo de tetraciclinas devido a habilidade oferecida de minimizar as
interacbes com os silandis residuais. Fases poliméricas também tém sido
preferidas por eliminar a interacdo com silandis e com tragos metalicos. Colunas

fenil também sédo usadas pela seletividade ao sistema aromatico (interagao =n-rn)
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das tetraciclinas, o que permite um aumento no tempo de retengédo e no poder de
separacao dessas moléculas e de suas impurezas isoméricas ou interferentes da
matriz (RUPP & ANDERSON, 2005).

A maioria dos trabalhos publicados cita o emprego de fases molveis
compostas por tampao aquoso, ACN e/ou MeOH, conforme serdo apresentados
exemplos mais adiante.

Como sistema de deteccao, diversos trabalhos empregam UV, FL ou
mesmo MS. As tetraciclinas apresentam forte absorbancia em comprimentos de
onda de 270-360 nm quando em solug¢des neutras a acidas (MITSCHER, 1978). A
maioria dos trabalhos que reportam a determinacdo de tetraciclinas por
absorbancia no UV ocorre principalmente em meio acido, onde sao normalmente
monitoradas em comprimentos de onda de 350-365 nm. Para tanto, sao
empregados, entre outros, tampao acetato (IWAKI et al, 1992), acido oxalico
(VINAS et al, 2004), acido citrico (WALSH et al, 1992), &acido acético
(FURUSAWA, 1999), acido trifluoroacético (CHENG et al, 1997).

Para serem determinadas por fluorescéncia, as tetraciclinas sao
tipicamente solubilizadas em solu¢des neutras a levemente alcalinas, na presenca
de céations metalicos tais como Mg?*, Ca®*, Cu®* ou AI**, que contribuem para o
aumento da intensidade de fluorescéncia das tetraciclinas. A deteccao é
acompanhada no comprimento de onda Aexc de 380-390 nm, € Aem de 490-520 nm.
A intensidade de fluorescéncia é constante em pH 6,5-7,5 (IWAKI et al, 1992).

A espectrometria de massas (MS) também tem sido empregada para a
detecgdo de tetraciclinas pela habilidade de alta seletividade e sensibilidade,
compondo métodos de confirmacado de identidade das tetraciclinas mesmo em
niveis de residuo (ng g ™).

A Tabela 1.3 discrimina as principais etapas de procedimento de preparo de
amostra de carne de peixe para extracao de tetraciclinas, e dos métodos analiticos
empregando HPLC, de alguns trabalhos publicado na literatura.
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Tabela 1.3 - Procedimentos para determinagéo de tetraciclinas em carne de peixe por HPLC.

_ Rec. LOD LOQ
Analitos LSE SPE FE FM Det. P P Ref.
(%) (ngg’) (ngg’)
Mcllvaine ‘ . CASTELARI
OTC, TC, ‘EDTA Cis 57.78 Cys (100 x  Ac. Oxalico, MeOH UV i 12.65 & GARCIA-
CTC, DC (SPE) 4,6 mm) e ACN REGUEIRO
PH 4
(2003)
Mcllvaine < .
OTC,TC, i Cig (100 x  Ac. Oxalico, MeOH i i WEN et al
CTC, DC Ean‘ SPME 4,6 mm) e ACN DAD  26-30 (2006)
Tampéo .
. Fenil (150 x
OTC, TC, Citrato, SCHNEIDER
cTC MnCl, & - 58-84 3mm,35 TppH6,5eMeOH FL - 0,15-1,5 et al (2007)
ACN um)
Diamoniohidro-
Mcllvaine Cig (100 x fosfato,
oTC "EDTA (SCFPE) 78.83 46mm,5  dietanolamina,  DAD 50 : N’;’}’z%\gz') et
pH 4 um) dimetilformamida e

ACN

Onde: LSE: extragdo solido-liquido; SPE: extragdo em fase sélida; SPME: microextracdo em fase solida; Rec.: recuperacéo; FE:
fase estacionaria; FM: fase moével; Det.: deteccdo; LOD: limite de detecgdo; LOQ: limite de quantificagdo; Ref.: referéncia
bibliografica; OTC: oxitetraciclina; TC: tetraciclina; CTC: clortetraciclina; DC: doxicilina; RP: fase reversa; ACN: acetonitrila; MeOH:
metanol; ATFA: acido trifluoracético; FL: fluorescéncia; DAD: arranjo de diodos; MS: espectrometria de massas.
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1.8. Validacao analitica

Os laboratérios que realizam as analises em alimentos precisam ter
capacidade técnica comprovada para tal compromisso, a qual é garantida pelas
normas de credenciamento estabelecidas por érgaos responsaveis, que no Brasil
séo representados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2007)
e pelo Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
(INMETRO, 2007), que disponibilizam guias para procedimentos de validagdo de
métodos analiticos (Resolugdo ANVISA RE n® 899, de 29/05/2003, e o documento
INMETRO DOQ-CGCRE-008, de 03/2003, respectivamente). Ha ainda 6rgaos
internacionais como Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC,
2007), Organizacao Internacional para Padronizacdo (ISO, 1999), Conferéncia
Internacional de Harmonizacdo (ICH, 2007), Comunidade Européia (EC, 2002),
Organizacdo das Nacbes Unidas para Alimentos e Agricultura (FAO, 1997), a
agéncia norte-americana de Administracdo de Drogas e Alimentos (FDA, 1996),
que também estabelecem procedimentos de validacdo como critério fundamental
no credenciamento de laboratérios.

O procedimento de validagdo de métodos deve incluir todas as etapas
necessarias para demonstrar que o0s resultados obtidos sdo confiaveis e
reprodutiveis.

Uma questdo de suma importancia no delineamento das etapas a
comporem o procedimento de validagdo de um método analitico esta justamente
no estabelecimento dessas etapas. A validacdo de um método desenvolvido, ou
mesmo, a validacdo de modificacdes de ajuste de métodos ja publicados, mesmo
os oficiais, envolve uma etapa critica que é o julgamento do nivel de validagéao
necessario conforme o objetivo a que se destina 0 método analitico.

A IUPAC (THOMPSON et al, 2002) destaca que, no que diz respeito a
analise de alimentos, os requerimentos para os métodos analiticos envolvem um
exame das caracteristicas do método em estudos de desempenho a partir de
ensaios inter-laboratoriais (que envolve diferentes laboratérios, também conhecido
como ensaio de proficiéncia, estudo colaborativo ou triagem colaborativa). Um
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namero minimo de laboratérios é requerido para participar dos estudos inter-
laboratoriais, preenchendo os requisitos para comporem o que a IUPAC classifica
como procedimento de validacdo completa do método analitico (full validation). No
entanto, nem sempre é pratico ou necessario promover a validacao completa de
um meétodo analitico. Em tais circunstancias a IUPAC considera apropriado o que
chama de validacdo do método em um Unico laboratério (single-laboratory
validation). Essas circunstancias podem ocorrer quando se pretende garantir a
viabilidade do método antes de se proceder a validacdo completa, e/ou como
etapa preliminar de avaliacdo de um método desenvolvido e na publicacdo de
artigos cientificos (THOMPSON et al, 2002).

Os parametros analiticos de validacao (ou figuras de mérito) mais usados
para avaliar métodos de separagdo sao: especificidade/seletividade, linearidade,
sensibilidade, intervalo (faixa linear), precisdo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, exatidao e robustez. A seguir sdo apresentadas as definicées, em
especial da IUPAC, e os procedimentos recomendados pela EC, FDA e ANVISA
para cada um dos parametros de validacdo delineados para metodologias
desenvolvidas em um laboratério (single-laboratory validation), visando a

determinacao de residuos de medicamentos veterinarios em matrizes bioldgicas.
1.8.1. Seletividade

A seletividade € a capacidade de um método em quantificar com exatidéo o
analito na presenca de interferentes presentes na amostra. E um parametro que
deve ser demonstrado e que depende do método analitico empregado. Para os
métodos cromatograficos a seletividade é avaliada no sentido de garantir que o
pico de resposta do analito (avaliado no tempo de retencao caracteristico) seja
proveniente exclusivamente do mesmo e nao de outros compostos (interferentes)
presentes na amostra (THOMPSON et al, 2002).

As recomendacoes da EC (2002) para avaliar a seletividade de um método
analitico sdo delineadas a seguir:

27



CAPITULO I Revisdo Bibliogrdfica

e Selecionar compostos quimicamente relacionados ao analito
(metabdlitos, derivados, etc.) ou outras substancias provaveis de
estarem presentes com o(s) composto(s) de interesse nas amostras;

e Analisar um numero apropriado (n > 20) de amostras isentas do(s)
composto(s) de interesse (amostra branco) e verificar por qualquer
interferéncia (sinal, picos, ions tracos) na regido esperada de eluicao
do analito de interesse.

e Fortificar, a um nivel relevante, amostras isentas do(s) composto(s)
de interesse com substancias que possam vir a interferir na
identificacdo e quantificacao do analito.

Apés as analises, deve-se verificar se: (i) a presencga de interferentes pode
levar a uma identificagdo falsa; (ii) a identificacdo do analito alvo € prejudicada
pela presenca de um ou mais interferentes; ou (iii) a quantificacao é notadamente
influenciada pela presenca de um ou mais interferentes (EC, 202).

A ANVISA (2003) segue as recomendacgdes da FDA (2001) e acrescenta
que a resposta de picos interferentes no tempo de retencdo do analito deve ser
inferior a 20 % da resposta do limite de quantificagao (LOQ, item 1.8.5, p.31).

No caso do emprego da cromatografia liquida associada a espectrometria
de massas em tandem (LC-MS/MS), a FDA (2001) recomenda que seja também

avaliado o efeito matriz.

1.8.2. Efeito matriz

Quando a espectrometria de massas for empregada como sistema de
detecgcdo em associacdo com a cromatografia liquida, algumas consideracdes
devem ser feitas em relagdo ao efeito matriz, uma vez que a matriz pode causar
uma supressao da eficiéncia de ionizacdo e, conseqientemente, pode ocorrer
uma reducao na sensibilidade do método (ROGATSKI & STEIN, 2005). A FDA
(2001) recomenda que esse parametro deva ser avaliado para validagcdo de
métodos empregando a LC-MS ou LC-MS/MS para garantir que a preciséo,
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seletividade e sensibilidade ndo sejam afetadas. A ANVISA (2003) nao faz
menc¢ao sobre a avaliacdo do efeito matriz.

Segundo ROGATSKY & STEIN (2005) a extensao do efeito matriz na LC-
MS/MS pode ser avaliada da seguinte forma:

e Adicionar o analito a uma amostra branco e comparar a razao sinal-
ruido, area ou altura do pico obtido pelo método com o analito
adicionado ao solvente puro.

e Quando nao se tiver disponivel uma matriz branco pode se realizar a
comparacao mediante adicdo de um padrdo interno marcado
isotopicamente a amostra e ao solvente puro.

Segundo a recomendacdo de ROGATSKY & STEIN (2005) nao fica
explicito se a adicdo do analito deve ser realizada antes do preparo de amostra ou
no extrato final a ser injetado no LC-MS. Nesse sentido, é importante ressaltar que
para avaliar o efeito matriz, deve ser comparado o sinal obtido para o(s) analito(s)
que foi adicionado na matriz apds esta ja ter passado pelo procedimento de
extracdo, com o sinal do analito no solvente (solugdo padréo). Se for comparado o
sinal obtido da analise da amostra branco que tenha sido fortificada com o(s)
analito(s) antes do preparo da mesma, com o sinal do analito no solvente, o que
estara sendo avaliado de fato seré o efeito matriz mais a eficiéncia de extracao.

1.8.3. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentragdo do
analito no qual o método pode ser aplicado. Segundo a ANVISA (2003), a curva
de calibracdo representa a relacdo entre a resposta do instrumento e a
concentracdo conhecida do analito. Uma vez que o termo calibracdo & mais
pertinente para instrumentos de medicdo e padrdes, sugerimos, e estaremos
empregando o termo curva analitica para expressar a relagédo sinal (resposta) em
funcdo da concentracdo do analito, em vez de curva de calibracdo como
empregado pela ANVISA (2003) e FDA (2001).
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De acordo com as recomendacdes da FDA (2001), a curva analitica deve
ser construida usando uma amostra branco, amostra zero (amostra branco
adicionada do padréo interno), e mais matrizes fortificadas com o analito para seis
a oito niveis de concentracdo, abrangendo a faixa de concentracdo esperada e
incluindo o Limite de Quantificacdo, que serd melhor apresentado no item 1.8.5
(p-31). Como critérios de avaliagdo, a FDA recomenda que os resultados devam
ser analisados por métodos estatisticos (regressdo linear pelo método dos
minimos quadrados) e que deva ser usado 0 modelo mais simples que
adequadamente descreva a relagao concentracao-resposta.

A IUPAC (THOMPSON et al, 2002) recomenda que os niveis de
concentracao da curva analitica devem ser igualmente espacados entre si, estar
sobre a faixa de concentracado de interesse, e abranger a faixa de 0 a 150 % do
valor esperado, que, no caso da andlise de residuos de medicamentos
veterinarios, assunto alvo do presente trabalho, corresponde ao(s) Limite(s)
Méaximo(s) de Residuo(s) (LMR) estabelecido(s) para a(s) substancia(s) alvo(s).

A linearidade é determinada pela habilidade do método em fornecer
resultados que sao diretamente proporcionais as concentragdes do analito dentro
da faixa linear da curva analitica e é expressa pelo coeficiente de regresséao linear.
A ANVISA (2003) preconiza que o coeficiente de correlacao linear deve ser igual
ou superior a 0,98, e a Comunidade Européia 0,99 (EC 2002).

A sensibilidade € um parametro que descreve como a resposta do detector
varia em funcdo da concentracdo do analito, e € comumente expressa pelo
coeficiente angular da reta (inclinacdo) obtida da regressao linear da respectiva

curva analitica.

1.8.4. Limite de deteccao (LOD)

O limite de deteccao € a menor quantidade ou concentracdo do analito na
amostra que pode ser diferenciada, de forma confiavel, do zero (THOMPSON et

al, 2002) ou do ruido de fundo (ANVISA, 2003). De modo geral, o LOD é definido
como sendo a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode
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ser detectada, porém ndo necessariamente quantificada, sob as condigcbes
experimentais estabelecidas.

Existem diferentes procedimentos para estimar o LOD, entre esses o
método visual, razao sinal-ruido e a partir da curva analitica.

A IUPAC (THOMPSON et al, 2002) recomenda que se estime o LOD a
partir de pelo menos seis determinagbes independentes do analito na amostra
branco ou em uma amostra contendo o analito em uma concentragdo baixa, no
entanto, distinguivel de zero ou resultado negativo, sendo o valor de LOD
estabelecido pelo célculo de trés vezes a estimativa do desvio padrdao das
medidas.

A ANVISA (2003) sugere apenas que o LOD deve ser estabelecido por
meio da andlise de solucbes de concentragdes conhecidas e decrescentes do
analito, até o menor nivel detectavel, recomendando que o LOD seja 2 a 3 vezes
superior ao ruido da linha de base, no entanto, ndo fazendo referéncia se o estudo
deve ser realizado com a matriz e 0o nimero de replicatas que devem ser
realizadas. O ICH recomenda a determinacao de LOD pela razao sinal-ruido (3:1

para o sinal e ruido da linha de base) (ICH, 1996).

1.8.5. Limite de quantificacao (LOQ)

A definicao segundo a IUPAC (THOMPSON et al, 2002) para o limite de
quantificacdo (LOQ) é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode
ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicbes
experimentais estabelecidas. Assim como ocorre para o LOD, existem diversas
formas de se estabelecer o LOQ (ICH, 1996).

A ANVISA (2003) segue as recomendagbes da FDA (2001) e cita que o
LOQ pode ser obtido por meio da andlise da amostra branco adicionada de
concentragbes decrescentes do analito até o menor nivel quantificavel com
precisao e exatidao aceitaveis. Propde, ainda, para o estabelecimento do LOQ o
emprego da razao de 5:1 para o sinal e ruido da linha de base.
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Segundo o INMETRO (2003) o LOQ pode ser considerado como sendo a
concentracdo do analito correspondente ao valor da média da amostra branco
mais 5, 6 ou 10 desvios padrao. Algumas vezes é também denominado “limite de
determinacao”, no entanto, a terminologia limite de quantificacdo é mais usada.

Como na pratica o LOQ deve corresponder ao primeiro nivel de
concentracao da curva analitica, algumas agéncias reguladoras, ANVISA (2003) e
FDA (2001), tém substituido o termo LOQ por limite inferior de quantificacao (LIQ)
ou lower limit of quantification (LLOQ), respectivamente. E importante ressaltar
para que 0 método seja aceitdavel para a determinagcdo de residuo de
medicamentos veterinarios em alimentos, o LOQ deve ser menor do que o LMR
ou LMPR (Limite Minimo de Performance Requerida) estabelecido para o analito

em questao.
1.8.6. Precisao

Segundo a IUPAC (THOMPSON et al, 2002), a precisao corresponde ao
grau de concordancia de resultados de testes independentes obtidos sob
condi¢coes estabelecidas e € expressa pela estimativa do desvio padrao (s) ou
estimativa do desvio padrao relativo (RSD). Para a validagcdo de métodos em um
unico laboratério (single-laboratory validation), que é o enfoque proposto neste
trabalho, duas etapas sao relevantes para esse parametro: (i) precisao intra-
ensaio: sob condi¢cdes de repetibilidade, descreve as variagdes observadas
durante analises em um curto espago de tempo; e (ii) precisdo inter-ensaios:
descreve o0 grau de variacoes observadas em diferentes condicbes (geralmente
em dias diferentes).

Assim como a IUPAC (THOMPSON et al, 2002), a FDA (2001) e a ANVISA
(2003) também subdividem o parametro precisdo em intra- e inter-ensaios.
Recomendam para a composicdo dos ensaios, a selegcdo de pelo menos trés
diferentes concentragdes em torno da concentragdo de interesse; um minimo de
cinco determinacbes para cada concentragdo analisada (n= 5). Expressando a
precisao em termos de coeficientes de variagdo (CV), a FDA (2001) e a ANVISA
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(2003) recomendam que os resultados ndo excedam 15 % de CV (exceto para o
limite de quantificacdo, o qual ndo deve exceder 20 % do CV). Ja a IUPAC
estabelece que os resultados obtidos ndo devem exceder 30 % do valor central,
(THOMPSON et al, 2002).

1.8.7. Exatidao

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro, usando um procedimento
experimental para uma mesma amostra por repetidas vezes (THOMPSON et al,
2002). A exatidao, quando aplicada a uma série de resultados de ensaio, implica
numa combinacdo de componentes de erros aleatoérios e sistematicos (tendéncia
ou bias) (INMETRO, 2003).

A exatiddo pode ser obtida mediante: (i) uso de material de referéncia
certificado (MRC), (ii) comparacdo de métodos ou (iii) ensaios de recuperagao
(MILLER & MILLER, 1993).

Para os métodos destinados a analise de alimentos quanto a presenca de
residuos de medicamentos veterindrios, a exatiddo tem sido avaliada
costumeiramente mediante o teste de recuperagdo, visto que existem poucos
MRC disponiveis. O ensaio de recuperagao, conforme definicbes das agéncias
reguladoras IUPAC (THOMPSON et al, 2002), FAO (1997) e EC (2002), é
realizado mediante adicdo do analito em diferentes concentragdes nas amostras
branco. As analises sdo realizadas conforme procedimento estabelecido e as

respectivas concentracoes experimentais calculadas pela curva analitica.

1.8.8. Robustez

A robustez de um método analitico mede a sensibilidade que este
apresenta face a pequenas variagoes (INMETRO, 2003). Um método diz-se

robusto quando se revelar praticamente insensivel a pequenas variagées que
possam ocorrer quando o mesmo esta sendo executado. As agéncias reguladoras
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empregam diferentes termos para expressar a robustez do método: ruggedness
(EC, 2002; THOMPSON et al, 2002) e robustness (ICH, 1996). Cabe ressaltar que
embora esses dois termos tenham sido empregados, ndo existe uma diferenca
clara entre os mesmos, o que pode levar a uma confusdo na interpretacdo das
definicées, assim como, nao esta estabelecido se o parametro robustez deve ser
avaliado durante o desenvolvimento ou validacdo do método. O ICH (1996)
recomenda a avaliagdo da robustez (robustness) no desenvolvimento do método e
sugere como variaveis a serem avaliadas para um método de cromatografia
liguida de alta eficiéncia: pH da fase movel, composi¢ao da fase mével, colunas de
diferentes marcas ou lotes, temperatura e vazao.

Enquanto a FDA (2001) e a ANVISA (2003) nao incluem a robustez na
validacdo de métodos destinados a andlise de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos, a EC (2002) recomenda a avaliacdo deste parametro
(ruggedness), empregando um planejamento fatorial (teste de Youden). Neste
teste sdo realizadas oito combinacdes de sete fatores de variaveis. No entanto, a
EC (2002) cita como exemplos de variaveis diferentes espécies, diferentes
matrizes e condicbes de amostragem, que sdo consideradas fontes de maiores
variagdes nos resultados e, embora sejam relevantes, ndo se enquadram na

definigdo do termo robustez.
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CAPITULO II Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho foi 0 desenvolvimento e validagao de
métodos para a determinacdo de residuos de antimicrobianos da classe das
quinolonas e tetraciclinas em peixe e realizacdo de um ensaio com tilapias para

avaliar comportamento de deplecao de residuos na carne.

Os objetivos especificos compreenderam:

i) Desenvolvimento e validacdo de método para a determinagdo de multi-
residuos de quinolonas em carne de peixe por HPLC-FL.

ii) Desenvolvimento e validacdo de método para a confirmagdo de
identidade e quantificacdo de multi-residuos de quinolonas em carne de
peixe por LC-ESI-MS/MS Q-ToF;

iii) Otimizacao e validacdo de método para a determinacdo de OTC em
racao, usando a HPLC-DAD;

iv) Preparo de racgao fortificada com OTC e quantificacdo do principio ativo

na mesma;

) Desenvolvimento e validacdo de método para a determinacdo de
residuos de OTC em carne de peixe por HPLC-FL;

Vi) Planejamento e realizagdo do ensaio com tildpias visando o estudo de
deplecéo;
vii)  Andlise das amostras provenientes do ensaio e estabelecimento dos

principais parametros de deplecao.
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CAPITULO III Quinolonas

lil.1. Introducao

Para garantir a seguranca dos consumidores, tém sido estabelecidos niveis
de tolerancia, ou limites maximos de residuos para a presenca de antimicrobianos
em alimentos de origem animal, os quais incluem os niveis residuais de farmacos
e de seus metabdlitos que remanescem na carcaga animal ou nos alimentos de
origem animal apds o término da administragdo do medicamento. Os residuos
tornam-se um problema de seguranca alimentar quando persistem a um nivel
acima do valor considerado seguro no momento do abate. Portanto, é fundamental
que estejam disponiveis informagdes sobre niveis de residuos em animais
destinados ao consumo humano (ANADON & MARTINEZ-LARRANAGA, 1999).

No mundo todo, com algumas variacdes, estdo entre os antimicrobianos
licenciados para uso em peixes: oxitetraciclina, quinolonas (acido oxolinico,
flumequina), amoxicilina, florfenicol, entre outros, sendo os dois primeiros 0os mais
utiizados (WHO, 1999). Um ponto importante € o de que em alguns paises
existem regulamentacdes quanto ao uso desses medicamentos na piscicultura,
porém ainda nao efetivamente aplicadas; em outros paises, nenhum regime de
regulamentacgdo existe. No Brasil, o Plano Nacional de Controle de Residuos em
Produtos de Origem Animal — PNCR, instituido pela Portaria Ministerial n® 527
(15/08/1995), mesmo depois de uma atualizacdo das atividades pela Portaria
Ministerial n® 50 (20/02/2006) e n® 9 (30/03/2007), ainda n&o inclui a determinacao
de residuos de quinolonas em pescado.

Dos diversos métodos analiticos relatados na literatura cientifica
envolvendo determinacdo de quinolonas em peixe, muitos fazem uso da
cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a detecgédo por fluorescéncia e
por espectrometria de massas. No entanto, ndo se tem disponivel um método
envolvendo HPLC-FL e/ou LC-MS/MS para multi-residuos que envolva todas as
mesmas quinolonas empregadas no presente trabalho. Dos procedimentos
descritos envolvendo a técnica LC-MS/MS, foi encontrado apenas um trabalho

com aplicacao de instrumentacao de MS, composta por analisador de massas do
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tipo ToF, na analise de apenas trés representantes desse grupo de
antimicrobianos (ENR, AOX e FLM) em salmdo (HERNANDO et al, 2006). Ainda,
nao foi encontrado qualquer trabalho que envolvesse a espécie tildpia — principal
espécie comercializada no Brasil e no mundo - como alvo de analise de residuos

de quinolonas.
lll.2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e a validagcdo de métodos
para a determinagcdo de multi-residuos de quinolonas (enrofloxacina — ENR,
ciprofloxacina — CIP, danofloxacina — DAN, sarafloxacina — SAR, &cido oxolinico —
AOX, e flumequina — FLM) em carne de peixe (tilapia), com o emprego da
cromatografia liquida de alta eficiéncia associada aos detectores de fluorescéncia

e espectrometria de massas em tandem.
lll.3. Parte Experimental
1ll.3.1. Equipamentos

As anadlises cromatogréaficas foram realizadas em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, composto por um sistema de
bombeamento binario, modelo 1525 (Waters, EUA); injetor modelo 7725
(Rheodyne, EUA), com amostrador de 50 ul; detector de arranjo de fotodiodos
(DAD), modelo 2996 (Waters, EUA) associado em série com um detector de
fluorescéncia multi-canal, modelo 2475 (Waters, EUA). A aquisicdo de dados foi
realizada mediante o programa computacional Millenium® versdo 4.0. Alguns
estudos foram realizados com o mesmo sistema cromatografico acima, porém
associado em série a um detector de fluorescéncia, modelo RF-10A (Shimadzu,
Japao) e a um integrador, modelo Chrom Jet CH1 (Shimadzu, Japao).

Também foi utilizado outro equipamento de cromatografia liquida de alta

eficiéncia (Waters, EUA), modelo Q-Tof micro (Micromass), composto por um
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sistema de bombeamento quaternario, um sistema de injecdo automatica, uma
interface de ionizacdo por eletrospray (ESI), e um espectrébmetro de massas
hibrido composto por dois analisadores de massas em série: quadrupolo (Q) e
tempo de voo (“time of flight’, ToF). A aquisicao de dados foi realizada mediante o
programa computacional MassLynx (Waters, EUA).

No preparo de solugdes utilizou-se dgua deionizada purificada em sistema
Milli-Q, modelo Academic (Millipore, EUA).

Para a desgaseificacdo da fase mével e para o preparo de amostras foi
empregado um banho de ultra-som modelo USC 700 (Unique Thorton, Brasil).

O pH das solugdes foi ajustado com um pH-metro modelo OP-271 (Digimed
DM-20, Brasil), empregando um eletrodo de vidro combinado.

No preparo de amostras foram utilizados um homogeneizador Ultra-Turrax,
modelo T18 basic (IKA, Brasil), uma centrifuga Excelsius Il (Fanem, Brasil) e um
sistema a vacuo para extracdo em fase sélida com capacidade para 12 cartuchos
(Alltech, EUA).

1l1.3.2. Colunas cromatograficas

Para os estudos de separagdo cromatografica, foram empregadas as
seguintes colunas analiticas de fase reversa Cis:
e Coluna analitica a base de silica (LiChroCART 125 x 4 mm, 5 um — Merck,
Alemanha);
e Coluna analitica de fase estacionaria de silica hibrida XTerra-A (250 x 4,6
mm, 5 um — Waters, EUA);
e Coluna analitica de fase estacionaria de silica hibrida XTerra-B (150 x 2,1
mm, 5 um — Waters, EUA).
Em todos os testes foram usados a coluna de guarda XTerra C1s, 20 x 3,9
mm, 5 um (Waters, EUA).
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1ll.3.3. Cartuchos de extracdo em fase sdlida

Nos estudos de preparo das amostras de carne de peixe foram avaliados
trés cartuchos de extracao de fases reversas diferentes, um a base de silica (Cqs)
e dois com fases polimeéricas:

e A base de silica: BOND-ELUT (500 mg, 6 mL), Varian, EUA;
e A base polimérica: STRATA-X (500 mg, 6 mL), Phenomenex, EUA;
e A base polimérica: HLB-OASIS (500 mg, 6 mL), Waters, EUA.

1ll.3.4. Solventes e reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Foram utilizados
NaOH, Na;HPO,7H.O, EDTA sbdico (Titriplex®), fosfato monossédico
(NaH2P0O4.2H,0) e acido acético da marca Merck (Alemanha), acido tricloroacetico
(ATCA) da Sigma (EUA). ACN e MeOH foram solventes de grau cromatografico
(Tedia, Brasil).

111.3.5. Preparo de solugcdes

111.3.5.1. Solucdes estoques

Os padrdes comerciais utilizados foram: norfloxacina (NOR: 99,9 %, Kyorin
Pharmac., Japao); hidrocloridrato de sarafloxacina (SAR: 99,7 %, Riedel-de-Haén
— Sigma-Aldrich, China); danofloxacina (DAN: 98 %, Pfizer, Brasil); ciprofloxacina
e enrofloxacina (CIP e ENR: 98 %, Fluka Biochemica — Sigma-Aldrich, China),
acido oxolinico e flumequina (AOX e FLM: 98 %, Sigma, Alemanha).

A partir dos padrées comerciais, foram preparadas solu¢cées estoques
individuais na concentragdo de 1,0 mg mL ™' em MeOH.

Para o preparo das solucdes estoques de NOR, CIP, DAN e ENR, aos 50
mg de cada padrao foram adicionados 0,50 mL de &cido acético glacial, e os

volumes foram completados para 50 mL com MeOH.
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Para o preparo das solugdes estoques de SAR, AOX e FLM, aos 50 mg de
cada padréao foram adicionados 0,50 mL (para SAR) e 1,0 mL (para AOX e FLM)
de NH4OH, e os volumes foram entdo completados para 50 mL com MeOH.

Conforme recomendacbes da literatura, as solucdes estoques das
quinolonas foram armazenadas em frascos ambar, mantidas em freezer (- 18 °C),
e foram utilizadas por um periodo de até 3 meses (ROUDAUT & YORKE, 2002;
TOUSSAINT et al, 2005).

111.3.5.2. Solucoes de trabalho

As solugbes de trabalho dos antimicrobianos na concentracdo de 10 pg
mL" e abaixo desta foram preparadas diariamente, mediante diluicio das
solucdes estoques com uma solugdo aquosa de acido oxalico 0,010 mol L™, pH
4,0.

111.3.6. Amostras branco de peixe

As amostras branco de peixes utilizadas foram da espécie tilapia,
adquiridas no mercado da cidade de Campinas/SP. As amostras de filé de tilapias
foram armazenadas em freezer (-18 °C).

lll.4. Procedimento Analitico

lll.4.1. Método Para a Determinacdo de Quinolonas em Carne de Peixe
por HPLC-FL

1ll.4.1.1. Desenvolvimento do método cromatografico

A separacao cromatografica das quinolonas (CIP, DAN, ENR, SAR, AOX e
FLM) empregadas nos estudos de determinagdo de seus residuos na carne de

peixe, fazendo uso de NOR como padrdao interno, foi otimizada usando
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cromatografia liquida de alta eficiéncia associada a detector de arranjo de diodos
(DAD) e fluorescéncia (FL) conectados em série (HPLC-DAD-FL). Duas fases
estacionarias de modo reverso (Cig) foram testadas, uma a base de silica
(LiChroCART 150 x 4 mm, 5 um Merck, Alemanha) e outra de composi¢cao de
silica hibrida (XTerra-A: 250 x 4,6 mm, 5 um Waters, EUA). Sempre se fez uso da
coluna de guarda XTerra Cig (20 x 3,9 mm, 5 um, Waters, EUA). As diferentes
composicOes avaliadas para a fase mdvel consistiram de mistura de solugéo
aquosa 0,010 mol L™ de 4cido oxalico (pH 4,0), em associacdo com modificadores
organicos: MeOH ou ACN. Foram também feitas comparagdes entre os sistemas
de deteccao por absorcdo no UV (DAD) e FL. Para a detec¢cado das quinolonas, o
detector DAD permitiu a selecdo dos comprimentos de onda de maxima
absorbancia para cada um dos analitos, enquanto que para a deteccédo por FL,
também objetivando o monitoramento dos analitos em suas melhores condi¢coes
de fluorescéncia, foram empregados os comprimentos de onda Aex/Aem de
280/450 nm para NOR, CIP, DAN, ENR e SAR; e 327/367 nm para AOX e FLU,
conforme sugerido na literatura (ROUDAUT & YORK, 2002). Uma alca de
amostragem para um volume de injecdo de 50 ulL foi empregada.

As condicdes de separacdao cromatografica foram avaliadas a partir dos
parametros de conformidade do sistema, preconizando como sendo adequados ao
objetivo do método as faixas de valores apresentadas na Tabela Ill.1.

Tabela lll.1 - Faixa de valores preconizados como adequados para os parametros

cromatograficos.
PARAMETROS CONDICAO ADEQUADA
Fator de Retencao (k) 1<k<10
Fator de Separacao (o) a>1,1
Resolucao (Rs) Rs > 1,25
Numero de Pratos (N) N > 2000
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Os valores dos parametros cromatograficos k e N da Tabela Ill.1 foram
baseados nas recomendacées de SHABIR (2003) para andlise de farmacos,
adotando-se as mesmas faixas de valores. Com relagdo ao fator de separacao (o),
optou-se por estabelecer apenas um valor minimo para esse parametro, sem
definir um limite superior como apontado por SHABIR (2003) (1,1 < a < 1,4). Para
Rs, tomou-se como base que o valor superior a 1,25 é suficiente para fins
quantitativos, conforme COLLINS et al (2005).

1ll.4.1.2. Preparo de amostra de carne de peixe

O preparo de amostra de carne de peixe desenvolvido para a determinacao
das quinolonas por HPLC-FL se baseou principalmente na extracao solido-liquido
(LSE), tomando como condicbes iniciais as descritas em SILVA (2004),
abrangendo um estudo da composicdo da solugdo extratora empregada,
composta por uma mistura de solucdo 10 % de acido tricloroacético (ATCA) e
solvente orgéanico (MeOH ou ACN) em diferentes propor¢cdes. Também foram
testadas diferentes quantidades de amostra (carne de tilapia) empregadas no
processo (0,5, 1 e 2 g). Como procedimento geral de preparo, iniciando o
processo com uma primeira etapa envolvendo extracao sélido-liquido (LSE), a
amostra foi homogeneizada com a solucao de extracdo em Ultra-Turrax, colocada
em ultra-som por 10 minutos para promover uma melhor interagdo da solugéo
extratora com a matriz, seguida de centrifugacdo. O sobrenadante foi entdo
separado, e ao precipitado foram adicionados mais 5 mL da solucédo exiratora,
repetindo-se entdo o procedimento LSE. As duas fases sobrenadantes obtidas
foram combinadas e encaminhadas para o procedimento de limpeza do extrato
(clean-up) por extracao em fase sélida (SPE). Para esta etapa foram testados trés
cartuchos SPE comerciais, sendo um deles de fase estacionaria a base de silica,
e dois a base polimérica, todos com principio de fase reversa. O procedimento de
SPE seguiu: condicionamento com 5 mL de MeOH e 5 mL de agua; aplicagdo do
extrato obtido de LSE; lavagem do cartucho com 10 mL de agua. A eluicdo das
quinolonas do cartucho SPE foi outra etapa estudada, comparando-se o0s
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resultados obtidos pelo uso de eluicao &cida (5 mL da solucao ACN:acido acético
glacial, 8:2, v/v) com os obtidos pela eluicdo béasica (5 mL da solugéo
ACN:NH4OH, 8:2, v/v). O eluato foi evaporado sob fluxo suave de nitrogénio, em
banho-maria (~ 45 °C), e finalmente ressuspendido em 1 mL de &cido oxalico
0,010 mol L™ (pH 4,0), seguido de filtracdo em membrana de 0,22 um. Uma
aliquota de 50 ulL dessa solucdo foi injetada no sistema cromatografico. Um
esquema geral, com apontamentos das principais etapas envolvidas no preparo
de amostra é ilustrado pela Figura Il1.1.

P m e . (SPE)
I I

| Carne de Peixe + Solugdo de Extragio ! A :
I I | E——1 |
I l | | I
1 1 1 1
| Hoemogeneizagio : | |
| 1 1
I l : | I
: ) . Sobrenadante | : :
i Centrifugagio » Extrato| —— :
it T ;3 !
I 1
I 1
1 I
1 I
I 1
I I
| l .
Sistema : EliiGs :
g «—— Eluigdo |
Crom atografico I '

Figura lll.1 - Esquema geral da etapa de preparo de amostra para extracdao da
quinolonas de carne de peixe.

Para a avaliacdo das condi¢des estudas no procedimento de preparo de
amostra foram analisadas as eficiéncias de extracdo e limpeza de todos os
analitos envolvidos, inclusive do padréao interno selecionado. Todos os testes
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foram feitos em duplicatas, e os resultados apresentados como média das
mesmas.

A fortificagdo da amostra de carne de peixe foi realizada com os analitos
(solugdo padrao) antes de se iniciar cada procedimento de preparo da amostra
testado. Os resultados obtidos para cada uma das quinolonas foram avaliados
pelas respectivas curvas analiticas externas (obtidas fora da matriz),
desenvolvidas com os analitos em solu¢cdes padrdo. Esses resultados foram
transformados em porcentagens das concentracdes adicionadas na etapa de
fortificacdo, isto &, porcentagens das concentragdes das respectivas solucoes
padréo usadas na fortificacdo da amostra. Todos os testes foram desenvolvidos
em duplicatas.

O procedimento de preparo de amostra foi avaliado e otimizado
objetivando-se promover a maxima eficiéncia de extracao e a maior eliminacao de

interferentes possiveis.

l11.4.1.3. Validacao do método analitico

Para a validacdo do método desenvolvido para a determinacdo das
quinolonas em carne de peixe por HPLC-FL foram avaliados os seguintes
parametros: seletividade, faixa linear de trabalho, linearidade, sensibilidade,
precisdo, exatidao, limite de deteccao (LOD) e limite de quantificagcao (LOQ),
tendo como referéncia, principalmente, as recomendag¢des da ANVISA (ANVISA,

2003) e Comunidade Européia (EC, 2002) para analise de residuos em alimentos.

111.4.1.3.1. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada pela comparagéo dos cromatogramas
obtidos na andlise de amostras branco e para amostra branco fortificada com as
quinolonas em concentracdes correspondentes aos niveis P3 das respectivas
curvas analiticas (Tabela I1.2), submetidas ao processo de extracdo descrito na
Figura 1.7 (p.69), com o objetivo de avaliar a eventual presenga de interferentes
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da matriz que pudessem comprometer a determinagdo de cada um dos
antimicrobianos. Como critério de aceitacao foi estabelecido que as repostas de
picos interferentes nos tempos de retencdao dos analitos deveriam ser inferiores a

20 % das respostas dos respectivos limites de quantificagao.

111.4.1.3.2. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

Para a quantificacao das quinolonas por HPLC-FL foram elaboradas curvas
analiticas fortificando amostras branco em cinco niveis de concentragdo (P1, P2,
P3, P4 e P5) de cada analito conforme apresentado na Tabela IIl.2. Como padrao
interno foi empregada a NOR, considerando que este é um representante das
fluoroquinolonas que nao é prescrito para uso veterinario e que, portanto, tem uma
menor probabilidade de estar presente na carne de peixe. Para a fortificacao
foram usados 2,0 g de amostra branco aos quais foram acidionados 1 mL das
solucdes de trabalho dos analitos diluidas em solugcédo de &cido oxalico 0,010 mol
L™ (pH 4,0) de modo a se obter as concentracdes apontadas na Tabela I11.2.

Tabela IlIl.2 - Niveis de fortificacdo empregados para obtengdo das curvas
analiticas para quantificacdo das quinolonas, empregando a NOR como padréao

interno.

CONCENTRACAO (ng g™
NOR CIP DAN ENR SAR AOX FLM
P1 150 50 25 50 15 50 100
P2 150 100* 50  100*  30*  100* 200
P8 150 150 75 150 45 150 300
P4 150 200 100 200 60 200 400
P5 150 300 150 300 90 300  600*

* Concentracoes correspondentes ao LMR de cada quinolona em carne de peixe.

NIiVEL
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As linearidades (coeficientes de correlagao linear, r) e as sensibilidades
(coeficientes angulares) do método para a determinacdo de cada uma das

quinolonas foram obtidas através das respectivas curvas analiticas.

111.4.1.3.3. Limite de Deteccdo (LOD)

Os limites de deteccdo (LOD) para cada uma das quinolonas foram
determinados a partir da razdo sinal/ruido igual a 3, nos tempos de retencédo das
mesmas, em amostras branco de carne de peixe (n = 3), e os resultados séo

apresentados como valores médios das repeticoes.

111.4.1.3.4. Limite de Quantificacdo (LOQ)

Os limites de quantificacdo (LOQ) para cada uma das quinolonas foram
determinados a partir da razao sinal/ruido igual a 10, nos tempos de retencao das
mesmas, em amostras branco de carne de peixe (n = 3), e os resultados sao

apresentados como valores médios das repetigdes.

111.4.1.3.5. Precisao

A precisao obtida para cada uma das quinolonas foi avaliada em situagéo
de intra- e inter-ensaios.

A precisdo intra-ensaios foi obtida para um nivel de concentracao (P3,
Tabela 1.2, p.50) de cada quinolona, mediante fortificagdo de amostras branco,
analisadas em quintuplicatas (n = 5), em um mesmo dia, pelo mesmo analista, no
mesmo equipamento, e expressas como as estimativas dos desvios padréo
relativos (RSD).

A precisao inter-ensaios foi obtida para trés niveis de concentracao (P2, P3
e P4, Tabela Ill.2, p.50) de cada analito, mediante fortificagdo de amostras branco,
realizadas em trés dias diferentes (n

3). As andlises foram realizadas pelo
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mesmo analista, no mesmo equipamento, e os resultados foram expressos como

as estimativas dos desvios padrao relativos (RSD).

111.4.1.3.6. Exatidao

A exatidao obtida para cada uma das quinolonas pelo método foi avaliada
mediante testes de recuperacdo. Para tanto, amostras branco foram fortificadas
com as quinolonas em concentracdes correspondentes aos terceiros niveis das
respectivas curvas analiticas (P3) (Tabela IlIl.2, p.50), e os resultados
transformados em porcentagem da quantidade conhecida dos analitos, apds
desenvolvimento do procedimento de extracdo. Foram realizadas trés repeticoes
(n = 3).

ll.4.2. Metodo para a determinacdo de quinolonas em carne de peixe
por LC-MS/MS

1ll.4.2.1. Desenvolvimento do método cromatografico

A cromatografia liquida associada a espectrometria de massas em tandem
(LC-ESI-MS/MS Q-ToF) foi empregada para a confirmacao das identidades das
quinolonas nas amostras de carne de peixe, compondo uma ferramenta
complementar ao método quantitativo desenvolvido por HPLC-FL, além de
também ter sido estudado, paralelamente, como um outro método quantitativo
para esses mesmos analitos. O estudo da separacdo cromatografica das
quinolonas nesse sistema teve como base as condicbes pré-definidas para a
separagcdo dos compostos pelo sistema HPLC-FL, empregando uma coluna
analitica semelhante, porém de comprimento e didmetro interno menores (XTerra-
B: 150 x 2,1 mm, 5 um Waters-EUA). A fase mével foi composta por ACN e agua,
ambos os componentes com 0,10 % v/v de acido acético, sob eluicdo por
gradiente.
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Para o estabelecimento das condi¢gées do espectrometro de massas para a
quantificacao e identificacdo foram realizadas infusdes das solu¢des padrao das
quinolonas (10 ug mL™) no equipamento.

Como critério basico para a selecdo das condicbes de separacao
cromatografica pelo sistema LC-MS/MS Q-ToF, estabeleceu-se que os valores
dos parametros cromatograficos s6 seriam avaliados em caso de ocorrer um
comprometimento da seletividade do espectrdmetro de massas em relacdo aos
analitos, a ponto de comprometer a identificacdo e/ou quantificacdo das
quinolonas estudadas. Nesse caso, o0s valores para 0s parametros
cromatograficos preconizados seriam 0os mesmos adotados para a avaliacao do
método desenvolvido empregando HPLC-FL (1 <k <10; a > 1,1; Rs > 1,25; N >
2000).

111.4.2.2. Preparo de amostra de carne de peixe

O procedimento de preparo de amostra de carne de peixe desenvolvido
para a confirmacao de identidade ou para a quantificacao das quinolonas por LC-
MS/MS foi o mesmo estabelecido para o método com determinacao por HPLC-FL.

111.4.2.3. Validacao do método analitico

E importante ressaltar que a técnica de LC-MS/MS foi estudada para
compor uma etapa complementar ao método desenvolvido para quantificacao das
quinolonas por HPLC-FL, contribuindo para a confirmacado de identidade dos
analitos. No entanto, a técnica LC-MS/MS também foi estudada como um método
quantitativo para os mesmos analitos.

Sendo assim, todo o procedimento de analise por LC-MS/MS com o
objetivo quantitativo, também passou pelo mesmo procedimento de validagéo
descrito para validacdo do método empregando HPLC-FL (item [11.4.1.3, p.49),
sendo avaliados 0s seguintes parametros: seletividade, faixa linear de trabalho,
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linearidade, sensibilidade, preciséo, exatidao, limite de deteccao (LOD) e limite de
quantificacdo (LOQ), tendo com base as recomendacdes da ANVISA (ANVISA,
2003) e Comunidade Européia (EC, 2002) para analise de residuos em alimentos.

A elaboragdao das curvas analiticas, os niveis de concentracdo de cada
quinolona E o padrdo interno empregado foram os mesmos descritos para o
método empregando HPLC-FL (Tabela Ill.2, p.50).

Todos os parametros de validacdao foram avaliados da mesma forma
empregada para a outra técnica cromatografica, conforme descrito no item 111.4.1.3
(p.49), além de ter sido avaliado também o efeito matriz.

Para a avaliacdo do efeito matriz no presente trabalho, amostras branco de
carne de peixe foram submetidas ao processo de preparo de amostra, conforme
descrito pela Figura 1.7 (p.69). Apo6s o procedimento de preparo, a etapa final de
ressuspensao dos analitos apds o processo de evaporagao por fluxo de No (~ 45
°C), foi feita em 1,0 mL de uma solugéo aquosa 0,010 mol L™ de 4cido oxalico (pH
4,0), contendo as quinolonas nas concentracdes correspondentes ao terceiro nivel
das respectivas curvas analiticas (Tabela l11.2, p.50).

Os resultados obtidos para cada uma das quinolonas foram quantificados
por curvas analiticas obtidas com os analitos em solug&o padréo, isto é, fora da
matriz. As concentracdes obtidas foram entdo convertidas em porcentagens das
concentracOes esperadas para cada uma das quinolonas, e a diferenca desses

valores para o 100 %, foi chamado de efeito matriz.
lll.5. Resultados e Discussao

5.1. Método para a determinacao de quinolonas em carne de peixe por
HPLC-FL

Conforme ja apresentado no item 1.7.1 (p.17), as quinolonas podem ser

divididas em dois grupos: quinolonas &cidas (QA) e quinolonas 7-piperazinil (QP).
As estruturas moleculares das quinolonas empregadas nos estudos do presente
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trabalho, bem como a discriminagdo a que grupo pertencem, pode ser visto na

Figura I11.2.
a) Quinolonas Acidas (QA): 0
o F COOH
0 COOH
< 1 N
o N
Acido Oxolinico (AOX) Flumequina (FLM)

b) Quinolonas 7-Pirimidina (QP):
o]

o
F COOH o}
F COOH \ F COOH
| (\ N N |
|/\ N N N N N
~ A

N
\) A Sarafloxacina (SAR) i /
F

Danofloxacina (DAN)

Norfloxacina (NOR)
Enrofloxacina (ENR)

Figura Ill.2 - Estruturas moleculares das quinolonas estudadas.

1ll.5.1.1. Desenvolvimento do método cromatografico

111.5.1.1.1. Deteccio por fluorescéncia

Conforme ja discutido no item L.7.1 (p.17), as quinolonas podem ser
monitoradas tanto por detector de arranjo de diodos como de fluorescéncia. Cabe
destacar que a fluorescéncia molecular depende fortemente do pH do meio.
Espécies anibnicas geralmente ndo apresentam fluorescéncia nativa, de modo
que a maior intensidade de fluorescéncia é obtida em pH no intervalo de 2,5 a 4,5.
Nestes valores de pH, espécies neutras e catibnicas prevalecem para quinolonas
acidas (QA: AOX e FLM) e quinolonas piperazinil (QP: NOR, CIP, DAN, ENR e
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SAR), respectivamente. Para QA, comprimentos de onda Aexc/Aem Situam-se entre
325 e 360 nm, respectivamente. Para QP, as combinacbes recomendadas sao
275-280 e 440-450 nm, respectivamente (HERNANDEZ-ARTESERVOS el al,
2002).

Para a selecao do sistema de deteccao entre DAD e por fluorescéncia a ser
empregado na determinagdo das quinolonas a niveis residuais de concentragao,
foram feitos testes com solugdes padrées de algumas quinolonas (NOR, CIP,
DAN, ENR e AOX), todas na concentragdo de 0,20 ug mL™", sob monitoragéo por

ambas as técnicas de deteccao. Os resultados sdo apresentados pela Figura 111.3.

(a)
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%mm ]
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0m § " _

..............................................................

2m oo &m 200 10 12M 100 1600 180 4O 220 M 26@ XM 3Jm
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(b)
oom A
= £ AN
I=::-EIJ:HI:I 1
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Minutos

Figura IlIl.3 - Cromatogramas da separacao de quinolonas NOR, CIP, DAN, ENR e
AOX (todas a 0,2 ug mL"') sob monitoracdo por (a) fluorescéncia (Aexc/Aem:
325/450 nm); e (b) DAD: 279,2 nm. FE: XTerra-A, FM: FA (acido oxalico 0,010 mol
L™, pH 4,0), FO (ACN). Eluigdo por gradiente linear: 90 % de FA e 10 % de FO de
0 a 23 min; mudando para 50 % de FA e 50 % de FO de 23 a 29 min. Vazao de
1,0 mL min™".
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A detectabilidade por FL se comprovou superior a obtida pelo detector
DAD, o qual foi, entdo, selecionado para compor o método de determinagédo das
quinolonas em carne de peixe no nivel de residuos (ordem de ng g™).

Conforme ja discutido, a fluorescéncia depende da estrutura molecular, e
0s comprimentos de onda Aexc/Aem NA0 SA0 0S Mesmos para os analitos dos
grupos das quinolonas acidas (QA) e quinolonas 7-piperazinil (QP). Diante disto,
foram selecionados os comprimentos de onda de 325 nm (Aexc) € 450 nm (Aem)
como compromisso inicial entre detectabilidade e fluorescéncia para todas, pois
durante o periodo desses testes iniciais de avaliagdo da separag¢ao cromatografica
das quinolonas por HPLC-FL, o detector modelo (Waters, EUA) ndo apresentava
os dois canais de captacdo de sinal ativos, de modo que ainda nao se fazia
possivel o monitoramento simultdneo em uma mesma corrida cromatografica sob

condic¢oes 6timas de fluorescéncia para a detecgao de QA e de QP.

111.5.1.1.2. Fase estacionaria

Conforme o item 1.7.1 (p.17), as colunas analiticas de fase reversa a base
de silica resultam em problemas de assimetria dos picos cromatogréaficos devido a
presenca de grupos silandis residuais e impurezas metalicas dos materiais de
recheio dessas colunas (Cig ou Cg), principalmente quando se envolve as
quinolonas anfoteras (QP). As colunas analiticas poliméricas sdo alternativas para
se obter picos cromatograficos com melhor simetria, no entanto, essas sdo menos
eficientes quando comparadas com as colunas a base de silica. Neste sentido o
uso de fase de silica hibrida se apresenta vantajoso. Sendo assim, foram
comparados os resultados de separagcdo cromatografica empregando-se uma
coluna a base de silica (LiChroCART, 125 x 4 mm, 5 um), e outra de fase hibrida
(XTerra-A: 250 x 4,6 mm; 5 um), ambas de fase reversa (C+g). Entre as fases
estacionarias avaliadas com diferentes fases moveis, a combinagdo que
apresentou os melhores parametros cromatograficos em relacéo a resolucao, fator
de simetria e eficiéncia foi a coluna analitica de fase hibrida (XTerra, Waters, EUA)

com uma fase mével composta por acido oxalico 0,010 mol L™, pH 4,0 e ACN.
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Quinolonas

Para fins ilustrativos, a Figura Ill.4 apresenta os cromatogramas obtidos
para a separacao de CIP e AOX nas colunas analiticas LiChroCART e XTerra.

Os cromatogramas evidenciam uma superioridade na qualidade da
separacao obtida para CIP e AOX quando do emprego da coluna de fase hibrida

XTerra-A, de modo que essa foi a fase estacionaria escolhida para os estudos
subsequentes.
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Figura Ill.4 - Cromatogramas da separacao da CIP e do AOX (ambos a 10 ng
mL") registrados pelo sistema composto pelo detector de fluorescéncia e
integrador Chrom Jet CH1, ambos da marca Shimadzu (Japao) (Aexc/Aem: 325/450
nm), com o uso da fase mével composta por acido oxalico 0,010 mol L™ pH 4,0,
nas colunas analiticas: (a) LiChroCART 125 x 4 mm, 5 um (Merck, Alemanha); (b)

XTerra-A: 250 x 4 mm, 5 um (Waters, EUA). FM: FA (&cido oxalico 0,010 mol L™,
pH 4,0), FO (ACN). Eluicao isocratica: 75 % de FA e 25 % FO.

111.5.1.1.3. Fase movel

A composicdo da fase mobvel é estreitamente
estacionaria em uso.

relacionada a fase

A grande maioria dos métodos de HPLC com fase estacionaria reversa

para determinacao de quinolonas faz uso de misturas contendo ACN ou MeOH, ou
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uma mistura de ambos os solventes como modificador organico, com solug¢des
aquosas. Ainda com o objetivo de melhorar a simetria dos picos cromatograficos,
agentes redutores de cauda do pico sao adicionados. O pH normalmente é
mantido entre 2 e 4, para que haja uma redugdo da ionizacdo de silandis e
minimizar suas interagbes com as quinolonas, que no caso estao presentes como
espécies catidnicas (QP). Embora solugdes de tampao fosfato (YORKE & FROC,
2000; SU et al, 2003; RAMOS et al, 2003) sejam utilizadas para esse ajuste de
pH, outras solucdes, tais como tampao citrico (BAILAC et al, 2004), acido fosforico
(ROUDAUT & YORKE, 2002*°) ou &cido oxdlico (MERAS et al, 1998;
SAMUELSEN et al, 2000; HERNANDEZ-ARTESEROS et al, 2002°) s&o também
usadas.

Diante do discorrido acima, para o presente estudo, foi avaliado o emprego
de ACN (fase organica, FO) e 4cido oxalico 0,010 mol L™ em pH 4,0 (fase aquosa,
FA) para a separagdo de NOR, CIP, DAN, ENR, SAR, AOX E FLM na coluna
XTerra-A.

Os estudos revelaram que a eluicdo isocratica ndao promoveu uma
separacao adequada de todas as quinolonas sob estudo em um tempo razoavel
de analise. Foi verificado que o AOX e FLM apresentam uma afinidade muito
maior pela fase estacionaria do que as demais quinolonas, o que leva a um tempo
de retencdo muito longo destas, prejudicando o tempo de anadlise. Desta forma,
para otimizar o tempo de analise e garantir a separacdo das quinolonas foi
necessario empregar um gradiente de eluicdo. Apds varios estudos, foi
selecionado o seguinte gradiente linear de eluicdo sob vazao de 1,0 mL min™': 86
% de FA e 14 % de FO de 0 a 15 min.; mudando para 41 % de FA e 59 % de FO
de 15 a 30 min; voltando a proporc¢ao inicial de 30 a 35 min, e se mantendo nessa
proporcao até 40 min. Nesta fase do estudo, o laboratério ja dispunha do detector
de fluorescéncia com a fungdo multi-A (Waters, EUA) ativa, e uma programagéao
do equipamento foi possivel para que os analitos pudessem ser detectados na sua
melhor condi¢cdo de fluorescéncia: Aexc: 327 nm e Aem: 367 nm para a deteccéo
de NOR, CIP, DAN, ENR e SAR; e Aexc: 280 nm e Aem: 450 nm para AOX e FLM.

59



CAPITULO III Quinolonas

As Figuras llIl.5 e IlIl.6 apresentam os cromatogramas caracteristicos
obtidos de amostra branco de carne de peixe e de amostra branco fortificada com
as quinolonas as concentracbes correspondentes ao quarto nivel (P4) das
respectivas curvas analiticas, o que permite uma avaliagdo da seletividade do
método. Os cromatogramas da Figura IIl.5 foram monitorados por fluorescéncia
nas condi¢cdes de 280/450 nm (Aexc/Aem), adequadas para a detecgcdo da NOR,
CIP, DAN, ENR e SAR. Os cromatogramas da Figura Ill.6 foram monitorados
também por fluorescéncia, porém nas condicées mais adequadas para a deteccao
do AOX e da FLM (hexc/Aem: 327/367 nm). A partir dos cromatogramas fica
comprovada a seletividade do método, isto €, ndo ha interferentes da matriz
(amostra branco) que coeluam com os analitos de modo que possam interferir na
identificacdo e/ou quantificacdo dos mesmos.

O preparo de amostras empregado nesta fase do experimento ainda néo
havia sido otimizado, de modo que as etapas envolvidas foram baseadas nas
condicoes descritas em SILVA (2004), seguindo o esquema da Figura lll.1 (p.48),
empregando: quantidade de amostra (carne de peixe) de 1,0 g; solucéo extratora:
10 mL de uma solucédo de 10 % de &acido tricloroacético (ATCA) com MeOH na
proporcao 80:20 (v/v); cartucho de SPE: BOND ELUT, 500 mg, 6 mL; solugéo de
eluicao das quinolonas dos cartuchos SPE: 2 x 5 mL da solucéo 20 % de HAc em
ACN. Os estudos do procedimento de preparo de amostra serdo mais bem
discutidos no item 111.5.1.2 (p.64).
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Figura II.L5 - Cromatogramas caracteristicos para (a) amostra branco e (b)
amostra branco fortificada com NOR, CIP, ENR, AOX (todas a 200 ng g'), DAN
(100 ng g'), SAR (60 ng g') e FLM (400 ng g"). FE: XTerra-A, FM: FA (acido
oxalico 0,010 mol L™, pH 4,0), FO (ACN). Eluicdo por gradiente linear: 86 % de FA
e 14 % de FO de 0 a 15 min; mudando para 41 % de FA e 59 % de FO de 15 a 30
min; voltando a proporcao inicial de 30 a 35 min, e se mantendo nessa propor¢ao
até 40 min. Vaz&o: 1,0 mL min™'. Fluorescéncia (Aexc/Aem): 280/450 nm.
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Figura IIl.6 - Cromatogramas caracteristicos para (a) amostra branco e (b)
amostra branco fortificada com NOR, CIP, ENR, AOX (todas a 200 ng g™'), DAN
(100 ng g'), SAR (60 ng g') e FLM (400 ng g”). FE: XTerra-A, FM: FA (4cido
oxalico 0,010 mol L™, pH 4,0), FO (ACN). Eluicio por gradiente linear: 86 % de FA
e 14 % de FO de 0 a 15 min.; mudando para 41 % de FA e 59 % de FO de 15 a 30
min; voltando a proporgao inicial de 30 a 35 min, e se mantendo nessa proporgao
até 40 min. Vaz&o: 1,0 mL min™. Fluorescéncia (Aexc/Aem): 327/367 nm.

Devido a semelhanca nas propriedades fisico-quimicas da NOR, CIP, DAN
e ENR, a separacdo na coluna de fase reversa em um menor tempo de corrida foi
possivel no modo isocratico na propor¢cao 86 % de FA e 14 % de FO. Para a
eluicdo de FLM e AOX, que tém carater mais apolar do que as anteriores, foi
necessario aumentar a forga da fase movel para permitir a eluicdo em um menor
tempo possivel. Sendo assim, foi empregada eluicao isocratica até 15 min e apés
esse tempo foi usado um gradiente de eluicdo aumentando a proporcao da FO.
Para o estabelecimento do gradiente, estabeleceu-se que a variacdo do
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percentual dos componentes da fase mével ndo deveria ultrapassar 3 % min™,
com o objetivo de se evitar uma mudancga mais brusca da forca da fase mével ao
longo de uma mesma corrida, para que a mesma nao pudesse ter problemas de
repetibilidade. Apesar de o gradiente de retorno da fase mével as proporgoes
iniciais de FA:FO ter sido de uma variacdo maior (9 % min™'), estabeleceu-se um
periodo de 5 min (35 a 40 min) para o condicionamento da coluna até a préxima
injecéo.

Com relagao a obtencao dos parametros cromatograficos relativos, que sao
aqueles que permitem a avaliacdo da qualidade de separacédo dos analitos, como
o fator seletividade (o) e resolucdo (Rs), os valores foram sempre calculados para
um determinado pico cromatografico em relagédo ao pico adjacente de tempo de
retencdo maior. Como a corrida cromatografica de separacdo das quinolonas
ocorreu sob detecgdo de fluorescéncia em dois canais diferentes (Aexc/Aem:
280/450 nm e 327/367 nm), a obtencdo e avaliacdo dos parametros
cromatograficos foram feitas para os cromatogramas isolados, conforme
apresentados na Figura ll1.5(b) e 11.6(b).

A Tabela IIl.3 apresenta os parametros de conformidade do sistema
cromatografico para as condicbes selecionadas, obtidos através do programa
System Suitability (software Millennium 3.2, Waters, EUA). Os resultados indicam
que as condi¢des estabelecidas sao consideradas adequadas para os objetivos a
que se propde o método conforme previamente preconizado (1 < k < 10; a > 1,1;
Rs > 1,25; N > 2000).
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Tabela Ill.3 - Parametros de conformidade do sistema cromatografico obtidos.

QUINOLONAStg (min) Rs Fs o k N
1 NOR 1459 - 1,09 - 483 4773
2 CIP 1599 222 1,15 1,12 539 3594
3 DAN 17,66 2,57 1,34 1,12 6,06 3039
4 ENR 20,35 545 1,33 1,17 7,14 20392
5 SAR 2269 4,04 128 1,13 807 16305
6 AOX 2542 - 109 - 917 21013
7 FLM 28,75 9,71 1,08 1,14 10,05 12250

Condigées: amostra branco fortificada com NOR, CIP, ENR, AOX (todas a 150 ng mL™),
DAN (75 ng mL"), SAR (45 ng mL") e FLM (300 ng mL™"). FE: XTerra-A, FM: FA (4cido
oxalico 0,010 mol L™, pH 4,0), FO (ACN). Eluicdo por gradiente linear: 86 % de FA e 14 %
de FO de 0 a 15 min.; mudando para 41 % de FA e 59 % de FO de 15 a 30 min; voltando
a proporc¢ao inicial de 30 a 35 min, e se mantendo nessa propor¢ao até 40 min. Vazao:
1,0 mL min”. Fluorescéncia (Aex/Aem): 280/450 nm (NOR, CIP, DAN, ENR e SAR) e
327/367 nm (AOX e FLM).

1ll.5.1.2. Preparo de amostra de carne de peixe

Baseado nas informacdes apresentadas no item 1.7.1 (p.17), o preparo da
amostra de carne de peixe envolveu etapas de extracdo das quinolonas por
procedimentos de extracdo sélido-liquido (LSE) e limpeza do extrato (clean-up)
utilizando cartuchos de extracdo em fase solida (SPE).

Como referéncia, os testes iniciais para o desenvolvimento desta etapa do
trabalho foram baseados nas condicoes descritas em SILVA (2004), que
desenvolveu um método para extracdo de algumas quinolonas em carne de
frango.

Os testes iniciais de preparo de amostra de carne de peixe para a extracao
das quinolonas, e usados como a primeira referéncia para avaliagdo dos testes
subsequentes, ocorreram nas seguintes condicdes: quantidade de amostra (carne
de peixe): 1,0 g; solugdo extratora: 10 mL de uma solucdo de 10 % de acido
tricloroacético (ATCA) com MeOH na proporcao 80:20 (v/v); cartucho de SPE:
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BOND ELUT C4g, 500 mg, 6 mL; solugao de eluigcdo das quinolonas dos cartuchos
SPE: 2 x 5 mL da solugao contendo 20 % de HAc em ACN.

Os resultados das eficiéncias de extragdo obtidos para os analitos nas
condicoes acima sao apresentados na Tabela Ill.4, sendo que o desvio médio

percentual entre as duplicatas foi menor do que 7 %.

Tabela lll.4 - Eficiéncias de extragdo das quinolonas no teste inicial de preparo de

amostra.

Fracoes de EFICIENCIA DE EXTRACAO (%)*
Eluicao NOR CIP DAN ENR SAR AOX FLM
Primeira 65 62 53 55 54 60 47
Segunda 3 nd 1 nd 1 2 nd

*n =2, nd: ndo detectado.

Conforme os resultados apresentados na Tabela IIl.4, verificou-se que a
maior quantidade dos analitos foram eluidos do cartucho SPE com a primeira
fracao (5 mL) do solvente de eluicdo. Portanto, ndo se justificaria empregar duas
fracOes consecutivas de 5 mL para eluir os analitos.

No intuito de avaliar se a eficiéncia de extragdo poderia ser melhorada pelo
emprego de uma solucao de eluicdo de carater basico em vez da solugéo acida,
foi empregada uma solucédo 20 % de NHsOH em ACN. As eficiéncias de extracao
para os analitos variaram de 49 a 69 %, conforme apresentado na Tabela IIl.5. O
desvio médio percentual entre as duplicatas foi menor do que 9 %.

Embora n&o tenha se observado uma melhora significativa na eficiéncia de
extracdo usando uma solugdo de eluicdo basica em relacdo a eluicdo acida
(Tabela 111.4), esta foi escolhida para os estudos subseqlentes.
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Tabela IlI.5 - Eficiéncias de extracdo das quinolonas com elui¢cdo basica.

EFICIENCIA DE EXTRAGAO (%)*
NOR CIP DAN ENR SAR AOX FLM
69 66 60 56 54 61 49

Para avaliar a influéncia da forca da solucdo extratora na eficiénica de
extracao foram realizados dois testes. O primeiro foi delineado para avaliar se
estava ocorrendo perda dos analitos durante a aplicagdo do extrato no cartucho
SPE de fase reversa. Para tanto, procedeu-se a diminui¢cdo da forca da solucéo
extratora, pelo aumento da sua polaridade proporcionada pela diminuicdo da
proporcdo de MeOH na sua composicédo (de 20 para 10 %). Os resultados séo
apresentados na Tabela IlIl.6. O desvio médio percentual entre as duplicatas foi

menor do que 6 %.

Tabela Ill.6 - Eficiéncias de extragcdo das quinolonas com o aumento da polaridade

da solucao extratora.

EFICIENCIA DE EXTRACAO (%)*
NOR CIP DAN ENR SAR AOX FLM
61 57 50 57 49 58 42

*n=2.

Como podem ser observados pela comparagao das Tabelas II.5 e III.6, os
resultados indicam que a diminuicdo da forca da solucédo extratora nao resultou
em melhoras nas eficiéncias de extracao das quinolonas. Disto, o segundo teste
foi realizado objetivando avaliar o efeito de um aumento na forca da solugéo
extratora, o que teoricamente poderia melhorar a extracao dos analitos da matriz,
mas em contrapartida, poderia aumentar a perda dos analitos durante o
carregamento do cartucho SPE de fase reversa. Para essa avaliacao, substituiu-
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se 0 MeOH por ACN, na propor¢ao de 20 % com a solugéo 10 % de ATCA, e os
resultados sédo apresentados na Tabela IIl.7. O desvio médio percentual entre as
duplicatas foi menor do que 8 %.

Tabela IlIl.7 - Eficiéncias de extracdo das quinolonas com a diminuicdo da
polaridade da solucdo extratora.

EFICIENCIA DE EXTRACAO (%)*
NOR CIP DAN ENR SAR AOX FLM
60 51 48 50 48 49 43

*n=2.

Comparando os resultados das Tabelas IIl.5 e Ill.7, ndo se verifica uma
melhora dos resultados quando aumentada a forga da solucéo extratora, de modo
que sua composicao para os testes subsequentes ficou definida pela mistura de
solugéo 10 % de ATCA com MeOH (8:2, v/v).

Também foi avaliada a influéncia da quantidade de amostra sobre a
eficiéncia de extracdo. Para tanto, foram realizados estudos empregando 0,5, 1,0
e 2,0 g de carne de peixe. Os resultados revelaram que a eficiéncia de extracao foi
superior quando uma maior quantidade de amostra foi empregada no
procedimento, conforme pode ser visualizado pelos resultados apresentados na
Tabela 111.8. O desvio médio percentual entre as duplicatas foi menor do que 8 %.

Dos resultadosa apresentados na Tabela Ill.8, a quantidade de 2,0 g de
amostra foi selecionada para os estudos subsequentes.

Ap6s a otimizacdo das condicbes de extracdo e limpeza dos extratos,
diferentes cartuchos de extracdo em fase sélida (poliméricos e a base de silica-
Cis) foram avaliados. Os resultados quanto a eficiéncia de extracdo séao
apresentados na Tabela II1.9. O desvio médio percentual entre as duplicatas para
o cartucho BOND-ELUT foi menor do que 8 % e para o HLB-OASIS e STRATA-X,
menor do que 2 %.
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Tabela 1ll.8 - Eficiéncias de extragdo das quinolonas em fungédo da quantidade de
amostra empregada.

Qtd. de EFICIENCIA DE EXTRACAO (%)*

Amostra NOR CIP DAN ENR SAR AOX FLM
0,59 63 59 49 50 49 49 39
1,09 69 66 56 56 54 61 49
2,0g 68 71 73 60 59 65 53

*n=2.

Tabela I11.9 - Eficiéncias de extracao das quinolonas em funcao do cartucho SPE.

Cartuchos EFICIENCIA DE EXTRACAO (%)*

SPE NOR CIP DAN ENR SAR AOX FLM
BOND-ELUT 65 70 72 59 55 60 49
HLB-OASIS 75 74 70 66 63 72 59
STRATAX 70 71 71 59 60 66 57

*n=2.

Os resultados obtidos indicaram uma superioridade quando do uso do
STRATA-X e HLB-OASIS, proporcionando uma maior eficiéncia de extragao, bem
como um menor desvio médio percentual entre as duplicatas, quando comparados
aos cartuchos a base de silica (BOND-ELUT). Para os estudos subseqlentes foi
selecionado o cartucho HLB-OASIS para compor o procedimento de preparo de
amostras para extracdo de quinolonas de carne de peixe. E importante ressaltar
também que cartuchos de fase polimérica apresentam uma maior regularidade na
porosidade, o que pode contribuir com uma menor variabilidade entre cartuchos
de lotes diferentes, quando comparados aos cartuchos a base de silica. Esse fator
€ importante a ser considerado para analises de rotina.

Das condicbes testadas, as selecionadas para compor o procedimento de
extracdo de quinolonas de carne de peixe foram: quantidade de amostra (carne de

68



CAPITULO III Quinolonas

peixe): 2,0 g; solugdo extratora: mistura de solugdo 10 % de ATCA com MeOH
(8:2, v/v); cartucho de SPE: HLB-OASIS, 500 mg, 6 mL; solucédo de eluicdo das
quinolonas dos cartuchos SPE: 5 mL da solugcao 20 % de NH4sOH em ACN.

A Figura 1ll.7 apresenta de forma esquematica o procedimento definido

para o preparo de amostra para extracao das quinolonas de carne de peixe.

Carne de Peixe + Solucao de Extracao

29) l 10 mL (ATCA (10%): MeOH, 8:2, v/v) = s ndicionamento
) 5 mL MeOH
utrasom  Homogeneizacao (Ultra-Turrax) 2
£ ({omn) — (7)) +,
12} 5 mL Agua
voriex Sobrenadantes 3
(1 min.) Centrifugacgéo » Extrato—>
(980 g, 30 min) Combinados
Lavagem
l 10 mL Agua
Ressuspensao do precipitado | |
4—
(5 mL da sol. de extracao) l
Eluicao

5 mL (ACN:NH ,0H, 8:2 v/v)

Figura ll.7 - Preparo da amostra de carne de peixe para extragao das quinolonas.

1l.5.1.3. Validacao do método analitico

Uma apresentacao abordando a importancia do procedimento de validacao
para um método analitico, as recomendacdes das diferentes agéncias reguladores
nacionais e internacionais, e um detalhamento das diferentes etapas envolvidas
no processo, foi apresentada no item 1.8 (p.26).

O procedimento de validacdo de métodos deve incluir todas as etapas
necessarias para demonstrar que o0s resultados obtidos sdo confiaveis e
reprodutiveis. Conforme a classificacdo proposta pela IUPAC (THOMPSON et al,
2002), os procedimentos de validagdo podem ser divididos entre (1) validacao
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completa (full validation) e (2) validagdo do método em um Unico laboratério
(single-laboratory validation). O procedimento envolvido no presente trabalho teve
como foco a validacdo do método analitico para um laboratério. Os parametros
analiticos de validacao (ou figuras de mérito) usados para avaliar o método de
separacdo desenvolvido no presente trabalho s&o: seletividade, linearidade,
sensibilidade, intervalo (faixa linear), precisdo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo e exatidao. As definicbes de cada um desses parametros estdo
detalhadas no item 1.8 (p.26).

111.5.1.3.1. Seletividade
Esse parametro de validacao ja foi avaliado no presente estudo pela
comparacdo dos cromatogramas obtidos para amostras branco de peixe e
amostra branco fortificadas com as quinolonas, conforme Figuras 1.5 e Il1.6 (p.61-

62), através das quais pode-se comprovar a seletividade do método desenvolvido.

111.5.1.3.2. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

As curvas analiticas foram construidas mediante fortificacdo de amostras
branco de tilapias do grupo controle em cinco niveis de fortificacao (P1, P2, P3, P4
e P5, Tabela 1.2, p.50), e usando a NOR (150 ng g"') como padrdo interno. As
concentracbes de cada uma das quinolonas para cada nivel da curva analitica
foram selecionadas de modo a conterem os respectivos LMR, conforme
recomendagdes de EC (2002).

As sensibilidades do procedimento obtidas para cada uma das quinolonas
estudadas foram expressas pelos coeficientes angulares das retas (inclinagdes)
obtidas das regressdes lineares das curvas analiticas (Tabela 111.10, p.76).

As curvas analiticas obtidas para cada uma das quinolonas estudadas, as
respectivas equacdes lineares e os respectivos graficos de residuos estado
apresentados nas Figuras 111.8, 111.9 e 111.10.
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HPLC-FL
Curva Analitica (CIP) ) )
15. (v =-0,02019 + 0,004702 x) Grafico de Residuos (CIP)
0 0.3 7
.% % 107 0.2 7
55 g 01
20 = ; 2
= T 047 g 0.0 i ' 7 '
e . & 100 200 300 400
014
"3 100 200 200 400 027
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Curva Analitica (DAN
s (y = 0,2978 + 0,02{974 )z) Grafico de Residuos {DAN])
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g
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25 g 01 )
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—_ 25 w0 -|:||:| T T T 1
& & 50« 100 150 200
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e 50 10 150 2m0 =12 i )
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Figura IlIl.8 - Curvas analiticas e graficos de residuos para CIP e DAN obtidos
para o método desenvolvido para quantificacao de quinolonas por HPLC-FL.
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Grafico de Residuos {(ENR)
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Figura 1ll.9 - Curvas analiticas e graficos de residuos para ENR e SAR obtidos
para o método desenvolvido para quantificacao de quinolonas por HPLC-FL.
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HPLC-FL
Curva Analitica (AOQX) ) )
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Figura IIl.10 - Curvas analiticas e graficos de residuos para AOX e FLM obtidos
para o método desenvolvido para quantificacao de quinolonas por HPLC-FL.

A ANVISA preconiza que o coeficiente de correlacédo linear deve ser igual
ou superior a 0,98, e a Comunidade Européia 0,99 (EC 2002). O método
desenvolvido apresentou linearidades para todos os analitos superiores a 0,99.

Considerando que as dispersdes dos residuos obtidos das curvas
analiticas para cada uma das quinolonas pelo método desenvolvido estao dentro
de uma variacao menor do que 20 % (valor recomendado pela EC, 2002), fica
comprovada a adequacao do método para fins quantitativos, dentro das faixas de
trabalho estabelecidas pelos cinco niveis de concentracao das curvas analiticas
(Tabela lll.2, p.50).
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111.5.1.3.3. Limite de Deteccdo (LOD)

Os limites de deteccdo (LOD) para cada uma das quinolonas foram
determinados a partir da razao sinal/ruido igual a 3, nos tempos de retengcao das
mesmas, em amostras branco de carne de peixe (n = 3), tomando como referéncia
as recomendacgdes de ICH (1996). Os resultados obtidos, apresentados como
valores médios das replicatas, foram: CIP (4 ng g”'); DAN (2 ng g”'); ENR (3 ng
g"); SAR (8ng g'); AOX (3ngg”);e FLM (3ngg™).

111.5.1.3.4. Limite de Quantificacdo (LOQ)

Os limites de quantificacdo (LOQ) para cada uma das quinolonas foram
determinados a partir da razao sinal/ruido igual a 10, nos tempos de retencao das
mesmas, em amostras branco de carne de peixe (n = 3), tomando como referéncia
as recomendacgdes de ICH (1996). Os resultados obtidos, apresentados como
valores médios das replicatas, foram: CIP (15 ng g”'); DAN (5 ng g"'); ENR (13 ng
g"); SAR (27 ngg"); AOX (10ngg"); e FLM (11 ng g™).

E importante ressaltar que, para o método ser aceitavel para as
determinacdes em nivel de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos,
os LOQ devem ser menores do que os LMR estabelecidos para os respectivos
analitos em questao, o que veio a se confirmar, lembrando que os LMR em carne
de peixe para as quinolonas estudadas sdo: 30 ng g" (SAR); 100 ng g (AOX,
DAN, CIP e ENR); e 600 ng g (FLM).

111.5.1.3.5. Precisdo
Para a validacdo de métodos em um Unico laboratério (single-laboratory
validation), que é o enfoque proposto neste trabalho, duas etapas sao relevantes

para a obtencdo da precisdo: (i) precisdo intra-ensaio: sob condicdes de
repetibilidade, descreve as variagdes observadas durante analises em um curto
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espagco de tempo; e (ii) precisdo inter-ensaios: descreve o grau de variagoes
observadas em diferentes condicdes (geralmente em dias diferentes).

Expressando a precisdo em termos de coeficientes de variacao (CV), a
FDA e a ANVISA recomendam que os resultados ndo excedam 15 % de CV
(exceto para o limite de quantificacédo, o qual ndo deve exceder 20 % do CV). Ja a
IUPAC estabelece que os resultados obtidos ndo devem exceder 30 % do valor
central.

Para avaliar a precisdao do método desenvolvido, procedeu-se da seguinte
forma:

A precisdo intra-ensaios foi obtida para um nivel de concentracao (P3,
Tabela Il.2, p.50) de cada quinolona, mediante fortificagdo de amostras branco,
analisadas em quintuplicatas (n = 5), em um mesmo dia, pelo mesmo analista, no
mesmo equipamento, e os resultados obtidos, expressos como as estimativas dos
desvios padrao relativos (RSD), sdo apresentados na Tabela 111.10.

A precisao inter-ensaios foi obtida para trés niveis de concentracao (P2, P3
e P4, Tabela Ill.2, p.50) de cada analito, mediante fortificagdo de amostras branco,
realizadas em trés dias diferentes (n = 3). As analises foram realizadas pelo
mesmo analista, no mesmo equipamento, e o0s resultados obtidos, séo
apresentados na Tabela I11.10.

Como pode ser visto na Tabela Ill.10, os resultados de preciséo intra- e
inter-ensaios para todas as quinolonas foram inferiores a 20 %, conforme
recomendado pela EC (2002).

111.5.1.3.6. Exatidao

A exatidao do método desenvolvido no presente trabalho para cada uma
das quinolonas estudadas foram avaliadas mediante testes de recuperacédo, com
amostras branco de carne de tilapia fortificadas com os analitos em concentracoes
correspondentes ao terceiro nivel de cada uma das curvas analiticas (P3, Tabela
[11.2, p.50), repetidas em trés vezes (n = 3). Os resultados obtidos, transformados
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em porcentagem da quantidade conhecida dos analitos apds desenvolvimento do
procedimento de extracdo, sao apresentados na Tabela I11.10.

Tabela 1ll.10 - Pardmetros de validacdo do método de determinacado de
quinolonas em carne de peixe por HPLC-FL.

Parametros de Validacao QUINOLONAS
(HPLC-FL) CIP DAN ENR SAR AOX FLM
Faixa linear (ng g') 15-300 5-150 13-300 27-90 10-300 11-600
Linearidade 0,9947  0,9949  0,9996 0,9948 0,9991 0,9990
Sensibilidade (ua g ng™) 0,00470 0,02970 0,00749  0,00214  0,00218  0,00184
Intra-Ensaio (RSD %)
Nivel P3 (n = 5) 3,3 3,4 3,5 3,5 2,6 1,5
~ Inter-Ensaio (RSD %)
Precisao
Nivel P2 (n = 3) 10,9 3,3 7,6 9,6 4,9 6,2
Nivel P3 (n = 3) 4,9 3,5 1,6 4,1 5,8 4,7
Nivel P4 (n = 3) 1,4 3,3 0,8 5,6 4,4 4,0
LOD (ngg™) (n=3) 4 2 3 8 3 3
LoQ(ngg™’) (n=3) 15 5 13 27 10 11

Exatiddo (% Recuperacdo, n=3) 87-105  90-110  78-110 7397  89-108  90-107

1lll.5.2. Método para a determinacao de quinolonas em carne de peixe
por LC-MS/MS

1ll.5.2.1. Desenvolvimento do método cromatografico

Em principio, a técnica de espectrometria de massas em tandem (MS/MS)
foi introduzida no presente trabalho apenas com o objetivo de confirmacédo de
identidade das quinolonas, complementando o método analitico desenvolvido para
quantificacdo desses analitos por HPLC-FL.

A grande maioria dos métodos analiticos publicados, envolvendo LC-
MS/MS na determinacdo de residuos em alimentos, emprega o analisador de

massas do tipo triplo quadrupolo (QQQ). No entanto, a habilidade do analisador de
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massas do tipo tempo de véo (ToF) prover resultados de alta qualidade devido a
medicdo de massas exatas dos analitos, o torna um instrumento de grande
interesse para compor métodos confirmatérios de andlise dentro do contexto
legislativo, como o da Comunidade Européia (EC, 2002). Conforme essa
regulacdo, métodos confirmatérios para residuos organicos em alimentos devem
prover informacao da estrutura quimica dos analitos, e a detecgdo por MS é
considerada como capaz de satisfazer tal exigéncia. O uso de técnicas MS com
menor poder de resolugcdo comparavel ao ToF, como € o caso de QQQ, pode
preencher os critérios de confirmagdo de residuos baseado em sistemas
estabelecidos de pontos de identificacao, que estao relacionados as massas dos
fragmentos de ions do(s) respectivos(s) analito(s) (BERGWERFF &
SCHERPENISSE, 2003; HALME et al, 2004). Para esses tipos de técnicas de
menor poder de resolugdo, um minimo de trés ions € requerido para a
confirmacgao de substéncias de uso autorizado e quatro para compostos banidos
(EC, 2002). Assim, o uso do sistema ToF pode atingir os pontos de identificacao
requeridos pela soma de apenas dois ions, o ion molecular protonado e um ion
fragmento (HERNANDO et al, 2006). No entanto, instrumentos MS com
analisadores do tipo QQQ apresentam uma reconhecida maior sensibilidade
quando comparado ao ToF (STOLKER & BRINKMAN, 2005), e possivelmente
essa seja a razao de serem preferidos para andlises quantitativas de residuos,
conforme a grande maioria dos trabalhos da literatura.

O equipamento de MS empregado no presente estudo é composto por um
sistema hibrido de analisadores de massas em série: o quadrupolo (Q) e o ToF.

E importante ressaltar que devido ao carater seletivo e de alta resolucdo
oferecido pela técnica de espectrometria de massas, em especial quando se
envolve um analisador do tipo ToF, a qualidade da separagdo cromatografica é
menos critica quando associada a esta técnica, do que quando o sistema
cromatografico estd associado a detectores menos seletivos como os de
absorbancia (DAD) ou de FL. Desta forma, a avaliagdo dos parametros
cromatograficos da separacdo das quinolonas pela técnica LC-MS/MS fez-se
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desnecessaria, ja que a seletividade do método se comprovou adequada,
conforme seré discutido adiante.

111.5.2.1.1. Condicées de deteccao por MS

As condicbes iniciais selecionadas para os primeiros testes de ionizacao
das quinolonas no espectrometro de massas (Q-ToF) foram as recomendadas por
Volmer et al (1997).

Depois de otimizadas, as condi¢cdes finais estabelecidas para utilizar o
sistema MS/MS para confirmagéo de identidade foram: vazao do gas no cone (50
L h'); vazdo do gas de dessolvatacdo (300 L h''); polaridade positiva (ES+);
voltagem no capilar (3500 V); voltagem no cone de amostragem (30 V); voltagem
no cone de extracao (2 V); temperatura de dessolvatacao (250 °C); temperatura
na fonte (150 °C); energia de ionizacéo (1 V); energia de colisdo (20 V); voltagem
no detector do tipo placa de multi-canal (2500 V). Nessas condi¢des foi possivel
obter uma quantidade satisfatéria de ions produtos para identificacdo, além dos
ions moleculares.

No entanto, no emprego de LC-MS/MS como método quantitativo das
quinolonas, as condi¢des de ionizac¢ao tiveram uma variacao na energia de colisédo
(de 20 para 5 V). Essa diminuigdo na energia de colisao foi importante para que
houvesse uma maior porcentagem dos ions moleculares das quinolonas,
melhorando, assim, a sensibilidade do método, lembrando que essa é considerada
uma questao critica para analisadores do tipo ToF (STOLKER & BRINKMAN,
2005).

Para os estudos de ionizacdo, as solugdes contendo os analitos foram
introduzidas no sistema MS/MS Q-ToF por infusdo (sem prévia separacéo pelo
sistema cromatogréfico).

Os ions de quantificacdo e identificacdo produzidos nas condigdes de
ionizagdo selecionada sao discriminados na Tabela Ill.11, bem como as

respectivas razées m/z tedricas (m/z teor.) e as encontradas experimentalmente
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(m/z exp.), além dos erros (expressos em ppm) entre essas razdes m/z para cada
ion.

Como pode ser visto na Tabela Ill.11, o0 método desenvolvido apresentou
um erro de exatiddo da razdo m/z menor que 10 ppm para pelo menos dois dos
ions de identificagdo produzidos para cada uma das quinolonas, garantindo a
adequacao do método para a confirmacéao da identidade dos analitos estudados. A
caracteristica de alta exatiddo da razdo m/z conferido a técnica aplicada na
identificagdo das quinolonas, bem com a quantidade de ions de identificagcéo,
contribuem para a caracteristica de alta seletividade do método, e garantem a
adequacao do método desenvolvido frente as recomendagdes da EC (2002).

Tabela lI.11 - lons de quantificacdo e de identificagdo das quinolonas, e os

respectivos erros de exatidao entre as razdes m/z tedricas e experimentais.

ions de Identificacao

fon de Quantificaciao

QUINOLONA m/z teor. m/z teor. m/z teor.
lon m/zteor.  (m/zexp.) (m/zexp.) (m/zexp.)
Molecular (™/Z€XP-)  (erro, ppm) (erro, ppm) (erro, ppm)
(erro, ppm)
358,1567 340,1461 314,1668 283,0883
DAN CioHa0OsNgF;  (358,1601) (340,1533) (314,1679) (283,1251)
(-9,49) (-21,17) (-3,50) (-129,99)
332,1410 314,1305 288,1512 245,1090
CIP C17H1503N3F;4 (332,1412) (314,1273) (288,1491) (245,1031)
(-0,60) (10,19) (7,29) (24,07)
360,1723 342,1618 316,1825 245,1090
ENR CioH2oOsNgFy  (360,1724) (342,1639) (316,1810) (245,1096)
(_0128) (_6114) (4574) (_2145)
386,1316 368,1211 342,1418 299,0996
SAR CaoHi7OsNgF;  (386,1256) (368,1243) (342,1410) (299,0959)
(15,54) (-8,69) (2,34) (12,37)
262,0880 2440774 202,0304
FLM CiaHi20sN{F;  (262,0875) (244,0784) (202,0308)
(1,91) (-4,10) (-1,98)
262,0715 244,0610 216,0423
AOX CigHi1OsN;  (262,0719) (244,0618) (216,0409)
(-1,53) (-3,28) (6,48)
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111.5.2.1.2. Fases estaciondria e movel

O procedimento para a determinagao de quinolonas por LC-ESI-MS/MS Q-
ToF foi desenvolvido a partir das condigdes cromatograficas estabelecidas para a
determinacao dessas mesmas substancias por HPLC-FL (item 111.5.1.1, p.55), uma
vez que a fase estacionaria empregada foi a mesma, com diferenga apenas no
comprimento e no didmetro interno da coluna empregada (coluna analitica XTerra-
B: 150 x 2,1 mm, 5 um). A fase médvel precisou ser adaptada as exigéncias de
volatilidade estabelecida pelo sistema MS, e foi entdo composta por uma mistura
de 0,1 % de &cido acético em ACN (fase orgénica, FO) e 0,1 % de acido acético
em &agua v/v (fase aquosa, FA) sob eluicdo na vazao de 0,2 mL min™ por gradiente
linear: de 0 a 15 min, variando de 100 % FA e 0 % de FO para 50 % de FA e 50 %
de FO, mantendo-se assim até os 20 min da corrida cromatogréfica, voltando a
proporgao inicial até 21 min e mantendo-se assim até os 25 min finais. Este
procedimento analitico foi avaliado como um método confirmatério e também
como um método quantitativo para a determinacdo de multi-residuos das
quinolonas em carne de peixe.

Um cromatograma caracteristico de separacao e deteccao das quinolonas
na matriz (carne de peixe) nas condicoes estabelecidas para o sistema LC-MS/MS
Q-ToF é apresentado na Figura Ill.11 e, quando comparado ao cromatograma da
Figura 11l.12, verifica-se a inexisténcia de interferentes da matriz que possam
comprometer a quantificacdo e/ou identificacdo de qualquer uma das quinolonas
analisadas.

Embora se verifique uma incompleta separag¢ao de algumas das quinolonas
estudas nas condi¢cdes cromatograficas estabelecidas, como pode ser observado
para NOR, CIP, DAN e ENR, a alta seletividade proporcionada pelo analisador
ToF qualifica 0 método para finalidade pretendida, tanto para identificacdo dos
analitos como para quantificacdo dos mesmos, como sera apontados pelos dados
de validacdo do método a serem apresentados adiante.
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111.5.2.2. Preparo de amostra de carne de peixe

Devido a reconhecida caracteristica de alta seletividade oferecida pela
técnica de espectrometria de massas (MS), uma das principais vantagens
oferecidas em métodos analiticos que empregam esta técnica € a nao exigéncia
do envolvimento de um procedimento muito elaborado de preparo de amostra
quando comparado a métodos envolvendo deteccdo por UV e/ou fluorescéncia.
No entanto, essa vantagem nao foi explorada no presente trabalho, de modo que
o procedimento de extracdo das quinolonas de carne de peixe empregado para a
determinacao desses analitos por LC-MS/MS Q-ToF foi o0 mesmo descrito para a
determinacao por HPLC-FL (Figura 111.7, p.69).

111.5.2.3. Validacao do método analitico

Os parametros analiticos de validagao (ou figuras de mérito) usados para
avaliar o método de separagcdo desenvolvido para determinacdo das quinolonas
por LC-MS/MS Q-ToF foram os mesmos utilizados para a técnica de HPLC-FL,
que foram: seletividade, linearidade, sensibilidade, intervalo (faixa linear),
precisao, limite de detec¢ao, limite de quantificacao e exatidao. O procedimento de
obtencdo desses parametros seguiu de forma idéntica ao ja descrito para HPLC-
FL. Porém, além desses parametros, foi também avaliado o efeito matriz, que sera

discutido mais detalhadamente.

111.5.2.3.1. Seletividade

Esse paradmetro de validacao foi avaliado no presente estudo, pela analise
de amostras branco de peixe e amostra branco fortificadas com as quinolonas em
concentracdes correspondentes aos niveis P3 das respectivas curvas analiticas
(Tabela lll.2, p.50), submetidas ao processo de extracdao descrito na Figura Ill.7
(p.69), e é observado da comparacao das Figuras Ill.11 e 111.12 (p.81-82), onde se
pode comprovar a seletividade do método desenvolvido.
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111.5.2.3.2. Efeito matriz

As agéncias reguladoras sugerem que quando a espectrometria de massas
€ empregada como sistema de deteccdo em associacdo com a cromatografia
liquida, algumas consideragdes devem ser feitas em relagdo ao efeito matriz, uma
vez que a matriz pode causar uma supressdao da eficiéncia de ionizagao e,
consequentemente, pode ocorrer uma reducdo na sensibilidade do método
(ROGATSKY & STEIN, 2005). Segundo ROGATSKY & STEIN (2005) a extensao
do efeito matriz na LC-MS/MS pode ser avaliada da seguinte forma:

Para a avaliacdo do efeito matriz no presente trabalho, amostras branco de
carne de peixe foram submetidas ao processo de preparo de amostra, conforme
descrito pela Figura 1.7 (p.69). Apo6s o procedimento de preparo, a etapa final de
ressuspensao dos analitos apds o processo de evaporagao por fluxo de No (~ 45
°C), foi feita em 1,0 mL de uma solugdo aquosa 0,010 mol L™ de acido oxalico (pH
4,0), contendo as quinolonas nas concentragdes correspondentes ao terceiro nivel
das respectivas curvas analiticas (Tabela I11.2, p.50).

Os resultados obtidos para cada uma das quinolonas foram quantificados
por curvas analiticas obtidas com os analitos em solucao padrao, isto é, fora da
matriz. As concentragdes obtidas foram entdo convertidas em porcentagens das
concentracbes esperadas para cada uma das quinolonas, e a diferenca desses
valores para o0 100 %, foi chamado de efeito matriz. Conforme pode ser observado
na Tabela Ill.12, os valores de efeito matriz estiveram na faixa de 1,1 a 2,7 %, ou
seja, ndo existe efeito matriz relevante uma vez que estes valores se situam
dentro da prépria precisdo do método. O teste foi feito em duplicata, e o desvio
médio obtido das mesmas para todas as quinolonas foi inferior a 2 %.

111.5.2.3.3. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

As curvas analiticas foram construidas mediante fortificacdo de amostras
branco de tilapias do grupo controle em cinco niveis de fortificacao (P1, P2, P3, P4
e P5, Tabela .2, p.50), e usando a NOR (150 ng g"') como padréo interno. As
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concentracoes de cada uma das quinolonas para cada nivel da curva analitica
foram selecionadas de modo a conterem os respectivos LMR (Tabela 1.1, p.11),
conforme recomendagdes de EC (2002).

As sensibilidades do procedimento obtido para cada uma das quinolonas
estudadas foram expressas pelos coeficientes angulares das retas (inclinacoes)
obtidas das regressdes lineares das respectivas curvas analiticas (Tabela 111.12,
p.90).

As curvas analiticas obtidas para cada uma das quinolonas estudadas, as
respectivas equacdes lineares e os respectivos graficos de residuos estado

apresentados nas Figuras 111.13, 111.14 e IIl.15.

LC-MS/MS Q-ToF
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Figura lll.13 - Curvas analiticas e gréaficos de residuos para CIP e DAN obtidos
para o método desenvolvido para quantificacdo de quinolonas por LC-MS/MS.
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LC-MS/MS Q-ToF
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Figura lll.14 - Curvas analiticas e gréaficos de residuos para ENR e SAR obtidos
para o método desenvolvido para quantificacao de quinolonas por LC-MS/MS.
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Figura IlIl.15 - Curvas analiticas e graficos de residuos para AOX e FLM obtidos
para o método desenvolvido para quantificacao de quinolonas por LC-MS/MS.

O método desenvolvido para a quantificacdo das quinolonas em carne de
peixe apresentou linearidades superiores a 0,99.

Considerando a linearidade e a dispersdo dos residuos dentro de uma
variacao menor do que 20 % (valor recomendado pela EC, 2002), fica comprovada
a adequacao do método para fins quantitativos, dentro das faixas de trabalho
estabelecidas pelos cinco niveis de concentragdao das curvas analiticas (Tabela
.2, p.50).
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111.5.2.3.4. Limite de Deteccdo (LOD)

Existem diferentes procedimentos para se estimar o LOD, entre esses o
estabelecido a partir da razao sinal/ruido igual a 3, nos tempos de retencédo das
mesmas, em amostras branco (ICH, 1996), o qual foi empregado no presente
trabalho, em ftriplicatas (n = 3), onde se teve o0s seguintes resultados,
apresentados como valores médios das repeticdes: CIP (4 ng g™'); DAN (4 ng g);
ENR (6ngg”); SAR (4ngg'); AOX (5ngg'); FLM (5ngg™).

111.5.2.3.5. Limite de Quantificacdo (LOQ)

Existem diferentes procedimentos para se estimar o LOQ, entre esses 0
estabelecido a partir da razao sinal/ruido igual a 10, nos tempos de retencédo das
mesmas, em amostras branco (ICH, 1996), o qual foi empregado no presente
trabalho, em ftriplicatas (n = 3), onde se teve o0s seguintes resultados,
apresentados como valores médios das replicatas: CIP (17 ng g'); DAN (15 ng
g");ENR (21 ngg”); SAR (14 ng g”); AOX (16 ngg”); FLM (18 ng g™).

E importante ressaltar que para que o método seja aceitavel para as
determinacdes de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos, os LOQ
devem ser menores do que os LMR estabelecidos para os respectivos analitos em
questdo, o que veio a se confirmar, lembrando que os LMR em carne de peixe
para as quinolonas estudadas sdo: 30 ng g' para SAR; 100 ng g' para AOX,
DAN, CIP e ENR; e 600 ng g™ para FLM.

111.5.2.3.6. Precisdo

Para avaliar a precisdo do método desenvolvido, o procedimento ocorreu
da seguinte forma:

Precisdes inter-ensaio: foram obtidas para trés niveis de concentracao (P2,
P3 e P4, Tabela 1ll.2, p.50), mediante fortificacdo de amostras branco, em trés
dias diferentes (n= 3). As analises foram realizadas pelo mesmo analista, no
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mesmo equipamento e os resultados, expressos como as estimativas dos desvios
padréo relativo (RSD), sdo apresentados na Tabela I11.12.

Precis6es intra-ensaio: foram obtidas para um nivel de concentracdo (P3,
Tabela [ll.2, p.50), mediante fortificacdo de amostras branco, analisadas em
quintuplicata (n= 5) em um mesmo dia, pelo mesmo analista e no mesmo
equipamento e os resultados, expressos como as estimativas dos desvios padréo
relativo (RSD) séao apresentados na Tabela I11.12.

Como pode ser visto na Tabela 1ll.12, as precisdes intra e inter-ensaios
para todas as quinolonas foram inferiores a 20 %, conforme recomendado pela EC
(2002).

111.5.2.3.7. Exatiddo

A exatiddo do método desenvolvido, obtida para cada uma das quinolonas
estudadas, foram avaliadas mediante testes de recuperacdo, com amostras
branco de carne de tilapia fortificadas com os analitos em concentracoes
correspondentes aos terceiros niveis das respectivas curvas analiticas (Tabela
[11.2, p.50), repetidas trés vezes (n = 3). Os resultados obtidos, transformados em
porcentagem da quantidade conhecida dos analitos, apds desenvolvimento do
procedimento de extracdo, sao apresentados na Tabela I11.12.

A Tabela Ill.12 sumariza os resultados obtidos dos parametros de validacao
para 0 método desenvolvido para determinacdo das quinolonas em carne de

peixe.
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Tabela 1ll.12 - Pardmetros de validacdo do método de determinacado de
quinolonas em carne de peixe por LC-MS/MS Q-ToF.

Parametros de Validacao QUINOLONAS
(LC-MS/MS Q-ToF) CIP DAN ENR SAR AOX FLM
Faixa linear (ng g™') 17-300 15-150 21-300 14-90  16-300 18-600
Linearidade 0,9862 09874 0,9999 0,9948 0,9956 0,9905
Sensibilidade (ua g ng™) 0,00701 0,00832 0,01500 0,00681 0,03393 0,29000
Intra-Ensaio (RSD %)
Nivel P3 (n = 5) 4,3 7,7 7,0 12,7 6,7 6,1
s Inter-Ensaio (RSD %)
Precisao
Nivel P2 (n = 3) 1,6 15,7 10,1 19,7 11,2 8,8
Nivel P3 (n = 3) 6,3 18,3 7,6 13,6 7,6 11,8
Nivel P4 (n = 3) 4,0 9,7 7,9 20,0 13,0 6,1
LOD (ng g, n=3) 4 4 6 4 5 5
LOQ (ng g”, n=3) 17 15 21 14 16 18
Efeito Matriz (RSD %, n = 3) 2,7 1,1 1,9 2,5 1,2 1,2
Exatidao (RSD %, n=3) 90-92 89-95 94-112 89-107 91-108 90-111

Todos os parametros de validacdo sdo adequados para o uso de LC-
MS/MS Q-ToF as propostas de determinacao de quinolonas em carne de peixe.

lll.6. Conclusoes

O procedimento de preparo de amostra de carne de peixe visando a
extragdo de quinolonas apresentou resultados satisfatérios de eficiéncias de
extracdo, variando na faixa de 59 a 75 %, e adequadas faixas de recuperagao
guando do envolvimento de ambas as técnicas analiticas empregadas.

Os resultados de validacdo obtidos para os métodos cromatograficos
desenvolvidos com os sistemas HPLC-FL e LC-MS/MS Q-ToF para a
quantificacdo de residuos de acido oxolinico, flumequina, sarafloxacina,
enrofloxacina, ciprofloxacina e danofloxacina os qualificam para os propdsitos de
inspecao da presenca dessas substancias em carne de tilapias, considerando que
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os LOQ obtidos ficaram abaixo dos LMR das respectivas quinolonas estudadas,
conforme recomendacdes das principais agéncias reguladoras de procedimentos
de validacdo de métodos analiticos.

A técnica MS/MS Q-ToF apresentou comprovada seletividade para todas
as quinolonas, suprindo as exigéncias sugeridas em EC (2002) para a
confirmagéao das identidades das mesmas.

Fazendo uma comparacdo dos métodos desenvolvidos para ambas as
técnicas cromatograficas empregadas, pode-se verificar que os resultados de
validacao para HPLC-FL revelaram melhores valores de precisao (intra- e inter-
ensaios), e melhores LOQ para a grande maioria das quinolonas estudadas, a
excecao da SAR, para a qual péde-se obter um LOQ menor empregando LC-
MS/MS Q-ToF.

Devido ao carater de alta seletividade oferecida por técnicas de
espectrometria de massas, principalmente aquelas compostas por analisadores de
massas do tipo ToF, como foi 0 caso do experimento, um procedimento menos
elaborado de preparo de amostra poderia valorizar esta técnica em relagéo a outra
empregada (HPLC-FL). No entanto, isso nao foi feito neste trabalho.

O detector de fluorescéncia tem a reconhecida desvantagem de ser menos
seletivo que a técnica de espectrometria de massas, no entanto, esse parametro
foi avaliado e se mostrou adequado as propostas quantitativas.

De um modo geral, pode-se afirmar que ambas as técnicas permitiram o

desenvolvimento de métodos adequados as respectivas propostas.
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IV.1. Introducao

Desde sua descoberta em meados de 1900, os antimicrobianos
pertencentes ao grupo das tetraciclinas desempenham importante funcdo na
medicina veterinaria. Seu uso terapéutico tem sido de especial interesse em
animais destinados a producao de alimentos devido a amplitude que oferece em
relacdo ao espectro de acdo e ao baixo custo. A oxitetraciclina (OTC) é um
representante desse grupo de antimicrobianos significativamente empregados na
aquicultura (AUSTIN, 1984). Diversos trabalhos tém sido desenvolvidos em todo o
mundo com o objetivo de estudar 0 emprego e a consequéncia do uso de OTC em
peixes (KERRY et al, 1995; NAMDARI et al, 1996; BROWN et al, 2002; RIGOS et
al, 2006), enfatizando a importancia deste antimicrobiano na aquicultura.

O Brasil apresenta uma caréncia de informacées no que diz respeito a
legislagdo e ao uso de antimicrobianos destinados a aquicultura, de modo que o
desenvolvimento de estudos envolvendo o uso dessas substancias em espécies
aquicolas de cultivo nacional, nas condicdes climaticas tropicais caracteristicas,
podem fornecer resultados importantes a contribuir tanto com a divulgacdo dessa
questao, como com o fornecimento de dados com embasamento cientifico.

O Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem Animal
— PNCR, instituido pela Portaria Ministerial n® 527 (15/08/1995), mesmo depois de
uma atualizacao das atividades pela Portaria Ministerial n® 50 (20/02/2006) € n® 9
(30/03/2007), ainda nao inclui a determinacao de residuos de tetraciclinas em
pescado.

Estudos de deplecdo de OTC em carne de peixes (MEINERTZ et al, 2001;
BERNARDY et al, 2003; CHEN et al, 2004) ja foram feitos principalmente em
condicoes de clima temperado, envolvendo espécies caracteristicas para esse

ambiente como, por exemplo, o salmao.
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IV.2.0bjetivos

O principal objetivo deste trabalho foi o de promover um ensaio com peixes
para a avaliacdo da deplecao em funcao do tempo de residuos de oxitetraciclina
(OTC) na carne de tilapias medicadas com este antimicrobiano via ragdo. Para
tanto, etapas preliminares precisaram ser estabelecidas como o desenvolvimento
e a validacdo de métodos para a determinacdo de OTC na racdo e em carne de
tilapias, usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

IV.3. Parte experimental
IV.3.1. Equipamentos

As anadlises cromatograficas foram realizadas em um equipamento de
cromatografia liquida de alta eficiéncia, composto por um sistema de
bombardeamento bindrio, modelo 1525 (Waters, EUA); injetor modelo 7725
(Rheodyne, EUA), com amostrador de 50 ul; detector de arranjo de fotodiodos
(DAD), modelo 2996 (Waters, EUA) em série com um detector de fluorescéncia
multi-canal, modelo 2475 (Waters, EUA). A aquisicdo de dados foi realizada
mediante programa computacional Millenium® versdo 4.0 e microcomputador
Pentium 111, 900 MHz, HD 20 G com impressora HP 640C (Hewlett Packard, EUA).

No preparo de solucdes utilizou-se agua deionizada purificada em sistema
Milli-Q, modelo Academic (Millipore, EUA).

Para a desgaseificacdo da fase mdvel e o preparo de amostras foi
empregado um banho de ultra-som modelo USC 700 (Unique Thorton, Brasil).

O pH das solucoes foi ajustado com um pH-metro modelo OP-271 (Digimed
DM-20, Brasil), empregando um eletrodo de vidro combinado.

No preparo de amostras foram utilizados: um homogeneizador Ultra-Turrax,
modelo T18 basic (IKA, Brasil), uma centrifuga Excelsius Il (Fanem, Brasil) € um
sistema a vacuo para extracao em fase sélida com capacidade para 12 cartuchos
(Alltech, EUA).

96



CAPITULO IV Oxitetraciclina

IV.3.2. Coluna cromatografica

Coluna analitica de fase reversa de composicao de silica hibrida XTerra-A,
C1s, 250 x 4,6 mm, 5 um (Waters, EUA) e coluna de guarda XTerra Cqg, 20 x 3,9
mm, 5 um (Waters, EUA).

IV.3.3. Cartuchos de extracdao em fase solida

No preparo das amostras de carne de peixe foram empregados cartuchos
de extragdo em fase reversa polimérica HLB-OASIS, 500 mg, 6 mL (Waters, EUA).

1V.3.4. Solventes e reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico. Foram utilizados
NaOH, Na;HPO,7H.O, EDTA sbdico (Titriplex®), fosfato monossédico
(NaH2PO42H,0) e acido acético da Merck (Alemanha), acido tricloroacetico
(ATCA) da Sigma (EUA). ACN e MeOH foram solventes de grau cromatografico
(Tedia, Brasil).

IV.3.5. Preparo de solugcées

1V.3.5.1. Solucoes estoques

A partir dos padrées comerciais de cloridrato de oxitetraciclina (99,8 %) e
tetraciclina (92,6 %), ambas adquiridas da ICN Biomedical Inc. (EUA), e
norfloxacina (99,9 %) adquirida da Kyorin Pharmac. (Japao), foram preparadas
solucdes estoques individuais na concentragdo de 1,0 mg mL”" em MeOH, em
volumes finais de 50 mL.

Para o preparo da solucao estoque de NOR, a 50 mg do padrao comercial
foi adicionado 0,5 mL de &cido acético glacial, e o volume foi completado com
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MeOH. Para o preparo das solucdes estoques de OTC e TC foram feitos simples
dissolugdes dos padrdes comerciais em MeOH.

Conforme recomendacbes na literatura, as solugcdes estoques das
tetraciclinas foram armazenadas em frascos ambar, mantidas em freezer (- 18 °C),
e foram utilizadas por um periodo de até 1 més (BLANCHFLOWER et al, 1997;
YANG et al, 2005). A solugcado estoque de NOR foi armazenada da mesma forma
procedida para as tetraciclinas, porém por um periodo de até 3 meses (ROUDAUT
& YORKE, 2002; TOUSSAINT et al, 2005).

1V.3.5.2. Solucoes de trabalho

As solugdes de trabalho dos antimicrobianos na concentracdo de 20 ug
mL" e abaixo desta foram preparadas diariamente, mediante diluicio das
solucdes estoque com uma solugdo contendo acetato de sédio (0,0375 mol L),
cloreto de calcio (0,0175 mol L") e EDTA (0,0125 mol L"), com pH ajustado para
7,0.

IV.3.6. Planejamento do ensaio para estudo de deplecao de OTC na
carne de tilapias

1V.3.6.1. Medicamento

Levando em consideracdo que ndo ha antimicrobiano legislado para peixe
no Brasil, a formulagdo comercial utilizada foi a Terramicina® em p6 soltvel com
Antigerm 77 (Pfizer Ltda., Guarulhos-SP). Este produto apresenta prescricao para
frangos e galinhas, bovinos, caprinos, ovinos, suinos, coelhos e abelhas. E
formulado como po6 soluvel, com recomendacgéo para adicdo na agua de consumo
dos animais.

Com relagéo a dose do medicamento a ser fornecida aos peixes, tomou-se
como referéncia dados da FDA (1996) que aprova a dose de tratamento de 55,1 a
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82,7 mg OTC HCI por kg de peso vivo por dia, estabelecendo a dose diaria de 80
mg (kgPV)" a ser empregada no tratamento do ensaio com as tilapias.

O periodo de tratamento selecionado foi o de 5 dias consecutivos, baseado
em recomendacoes de medicamento aprovado para uso nos EUA (Oxytetracycline
20 % TSA®, Shering-Plough, EUA), que também é o mesmo periodo recomendado
discriminado pelo medicamento Terramicina® aos animais a que se aplica.

A composicao do medicamento comercial Terramicina em pé soluvel com

Antigerm 77 (Pfizer Ltda., Guarulhos-SP) é discriminada na Tabela IV.1.

Tabela IV.1 - Composicao do produto comercial Terramicina em pé soluvel com
Antigerm 77 (Pfizer Ltda.).

Para cada 100 g de

Componente .
medicamento
Cloridrato de Oxitetraciclina (OTC) 559
Cloreto Benzetonico 559

1V.3.6.2. Racao

Para os diferentes estagios de desenvolvimento dos peixes até a fase
adulta, foram utilizados trés tipos diferentes de racao, todas adquiridas do mesmo
fabricante (Nutripeixe, Purina®). Durante a fase de alevinos, até atingirem um
peso médio individual de 10 g, os peixes receberam a racao Nutripeixe AL55, que
contém um alto teor de proteina. Na fase seguinte, a racdo fornecida foi a
Nutripeixe AL45, que foi fornecida até que os animais atingissem um peso meédio
individual de 70 g. Na fase final, os peixes passaram a receber a racao Nutripeixe
Crescimento, que foi fornecida até a conclusao do ensaio com esses animais.

Os peixes foram alimentados duas vezes ao dia: pela manha (8-9 h) e a
tarde (16-17 h).
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A composicao das ragdes comerciais utilizadas no ensaio com as tilapias
esta descriminada na Tabela IV.2.

O peso médio dos peixes foi tirado por amostragem de 20 animais, a cada
3 meses. A selecdo da racao a ser fornecida conforme a faixa de peso dos peixes

foi feita conforme recomendacdes do fabricante.

Tabela IV.2 - Composicdo das racées comerciais utilizadas no ensaio com as

tilapias.
RACOES NUTRIPEIXE (PURINA®)
Composicao AL55 AL45 Crescimento
Umidade (maximo) 13,0% 13,0% 13,0 %
Proteina Bruta (minimo) 55,0% 45,0 % 28,0 %
Extrato Etéreo (minimo) 10,0% 8,0% 4,0 %
Fibra (maximo) 50% 7,0% 10,0 %
Cinzas (maximo) 14,0% 14,0 % 14,0 %
Calcio (maximo) 20% 25% 3,0 %
Fésforo (minimo) 1,0% 0,6% 0,6 %
Enriquecimento Mineral
Magnésio (mg) 700 700 700
Ferro (mg) 100 100 100
Cobre (mg) 15 15 15
Zinco (mg) 200 200 200
Manganés (mg) 30 30 30
lodo (mg) 1,0 1,0 1,0
Selénio (mg) 0,3 0,3 0,3
Enriquecimento Vitaminico

Vitamina A (Ul) 12000 12000 9000
Vitamina D3 (UI) 4000 4000 3000
Vitamina E (Ul) 150 150 112
Vitamina K (UI) 10 10 7,5
Acido Fdlico (mg) 10 10 7,5
Biotina (mg) 0,8 0,8 0,6
Colina (mg) 2000 500 500
Niacina (mg) 150 150 112
Pantotenato de Calcio (mg) 50 50 37
Tiamina (mg) 30 30 22
Riboflavina (mg) 30 30 22
Piridoxina (mg) 30 30 22
Vitamina B12 (mcg) 35 35 26
Vitamina C (mg) 300 300 150
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1V.3.6.3. Preparo da racdo adicionada de OTC

A forma de fornecimento da medicacao aos peixes selecionada foi via oral
através da ragao.

A execucdao do ensaio com o fornecimento de medicagdo a base de
oxitetraciclina ocorreu quando os animais eram alimentados com a ragéo
comercial Nutripeixe Crescimento (Purina®) e, portanto, essa foi a ragao utilizada
para a adicao do medicamento a ser empregado no estudo.

Uma quantidade de 3 kg da racdo comercial foi pulverizada com o auxilio
de um moedor de carnes adaptado, e recebeu adicdo de 180 g do produto
comercial Terramicina, equivalendo a uma quantidade de 9,9 g de OTC (5,5 %,
m/m). Depois da adicdo do medicamento, a mistura foi homogeneizada. A mistura
foi novamente transformada em péletes apdés o umedecimento da mesma com
agua destilada, seguindo um reprocessamento no moedor de carnes adaptado.
Em seguida, os péletes foram secos em estufa (~ 35 °C), por um periodo de 48
horas.

Conforme sera discutido no item IV.3.6.4 (p.102), para o ensaio foram
selecionados 100 peixes, com um peso médio em torno de 100 g. Desta forma, a
racdo medicada para todo o ensaio foi preparada considerando um peso vivo total
de 10 kg, com um fornecimento didrio de ragdo adicionada de OTC
correspondente a 3 % do peso vivo, por um periodo de tratamento de 5 dias
consecutivos. Portanto, para todo o tratamento com o antimicrobiano seria
necessaria uma quantidade total de 1,5 kg de racao medicada. A dosagem diaria
selecionada para a medicacao dos peixes foi de 80 mg de OTC por kg de peso
vivo. Como o medicamento comercial contém 5,5 % (m/m) desse principio ativo,
seria necessaria a adicdo de 73 g de Terramicina® a racdo comercial para uma
quantidade final de 1,5 kg de racdo medicada. Para ndo correr o risco de precisar
haver um novo preparo de racao medicada, optou-se por preparar uma quantidade
total de 3 kg dessa racao, a qual deveria entdo conter 146 g de Terramicina®.
Com o intuito de se prevenir contra possiveis perdas do principio ativo durante o
processamento de incorporacao do medicamento na ragao, optou-se por aumentar
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a concentracao de OTC por g de racdo preparada, adicionando assim 180 g de
Terramicina® para compor a quantidade total de 3 kg da racdo medicada. Para a
garantia do controle da dosagem do medicamento fornecido aos peixes, apds o
preparo da racao, antecedendo a etapa de medicacgéo, a concentracao de OTC foi
determinada por HPLC-DAD, conforme sera descrito no item 1V.4.1.1 (p.110). No
caso de o resultado confirmar uma concentracdao de OTC na ragao superior a
necessaria, a mesma seria diluida com a racdo comercial que também foi
submetida ao mesmo processamento de moagem e peletizagdo, porém sem a

adicao do medicamento.

1V.3.6.4. Ensaio com as tilapias

A espécie de peixe empregada no ensaio foi a tilapia (tildpia do nilo,
Oreochromis niloticus). Uma quantidade de 1000 alevinos foi adquirida da
Empresa AQUABEL (Fazenda Belmonte, Rolandia-PR), com 7 dias de vida, em
setembro de 2006. Esses alevinos foram mantidos e desenvolvidos no
Departamento de Zootecnia de Nao Ruminantes, na Escola Superior de
Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/SUP), sob supervisdo do Prof. Dr. José
Eurico Possebon Cyrino. Desde o recebimento dos alevinos, os mesmos foram
comportados em um tanque (Figura 1V.1) com 16 m® de capacidade, abastecido
por um sistema de recirculacdo de agua continuo, com aeracao constante através
de um difusor de ar, até que atingissem um peso médio ao redor de 50 g, quando
entao se procedeu a transferéncia de cerca de 600 individuos desse grupo para
um outro tanque semelhante, aumentando o espacgo disponivel para os cerca de
400 peixes restantes permitindo um melhor desenvolvimento destes.
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Figura IV.1 - Tanque de cultivo das tilapias.

Quanto ao numero de peixes a serem utilizados no ensaio, a Organizacao
de Cooperacao e Desenvolvimento Econémico (OECD) apresenta uma norma de
procedimento (OECD, 1996) para avaliacdo da bioconcentracdo de substancias
quimicas em peixes na qual recomenda um numero minimo de 4 individuos por
tratamento (diferentes concentragdes testes da substancia avaliada). A agéncia
norte-americana FDA (2006) recomenda o uso de 5 individuos por tratamento.
Para compor o ensaio no presente trabalho, foram empregados 10 peixes por
tratamento.

Quando os peixes adquiridos atingiram um peso vivo médio em torno da
faixa de 100 g, em junho de 2007, 100 individuos foram selecionados para compor
0 ensaio com a medicacao a base de OTC. Esses peixes foram transferidos para
um outro tanque com capacidade igual (16 m® e mesmos sistemas de
recirculacdo de agua e aeracao, enquanto que os outros se mantiveram naquele
mesmo tanque, compondo 0 grupo controle do ensaio. Faz-se importante salientar
que a mesma agua circulava por todos os tanques envolvidos no experimento, de
modo a nao haver diferenca ambiental significativa entre os animais participantes
do ensaio e do grupo controle.

Os 100 peixes selecionados o foram por apresentarem caracteristicas de
tamanho e peso semelhantes. Para tanto, por vez, 10 peixes foram selecionados
do grupo contendo os cerca de 400 animais, mergulhados em um recipiente
contendo o anestésico benzocaina, na concentracdo de 50 mg L', pesados
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juntos, e de um deles foram tiradas medidas de comprimento total e padréao
(comprimento do peixe desconsiderando a cauda) (Tabela 1V.3). Depois de
tomadas as medidas, os 10 peixes foram separados em gaiolas com capacidade
de 0,24 m® (Figura IV.2). As 10 gaiolas usadas para alocar os 100 peixes do
ensaio foram mantidas em um outro tanque semelhante aos utilizados para
comportar os peixes restantes. A divisdo dos peixes em gaiolas teve como objetivo
amenizar, tanto quanto possivel, o efeito da competicdo entre os peixes pelo
alimento durante o periodo de fornecimento da racao adicionada do medicamento
a base de OTC, permitindo, assim, que os animais ingerissem uma quantidade
semelhante de ragcédo adicionada do medicamento. Apds essa divisdo dos peixes
em gaiolas, os mesmos foram mantidos assim, com fornecimento da ragéo
comercial Nutripeixe Crescimento (Purina®) por um periodo de uma semana para
adaptacdo. Na semana seguinte esses animais passaram a receber a mesma
racao comercial, porém depois de submetida ao mesmo procedimento promovido
para a adigdo do medicamento a base de OTC, porém sem a adicdo desse
medicamento, para que 0s animais se adaptassem a ragcdo processada por um

periodo de uma semana.

2

Figura IV.2 - Gaiolas utilizadas para conter os peixes no ensaio.
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Para o ensaio de estudos da deplecado de OTC da carne dos peixes,
estabeleceu-se que os animais receberiam a medicagao (Terramicina®) via ragéo
na dose diéria de 80 mg OTC (kg PV)™.

O tratamento com a medicacao foi iniciado simultaneamente para todos os
peixes durante cinco dias consecutivos, em julho de 2007. No entanto, o abate dos
animais ocorreu em tempos diferentes apds o tratamento. Cada uma das gaiolas
empregadas no ensaio representou um intervalo de dia(s) apos o tratamento com
a medicacdo. Os periodos avaliados foram de 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 15, 20 e 25 dias
apds o tratamento com a medicacéo.

Apo6s o periodo de tratamento com a medicacdo, os peixes voltaram a
receber a racao ndo medicada. Durante todo o ensaio 0os animais receberam uma
quantidade diaria de ragcao correspondente a 3 % do peso vivo, com fornecimento
dividido em duas partes iguais: de manha (entre 8 e 9 h) e a tarde (entre 16 e 17
h).

No primeiro dia de fornecimento da racao adicionada da medicacao a base
de OTC aos peixes e ao final do ensaio, alguns parametros indicadores das
condicoes ambientais da agua do tanque foram medidos através de um “kit”
comercial (Kit Produtor para Aquicultura de Agua Doce, da Alfakit Ltda -
Florianépolis/SC) por meio do qual foram avaliados: pH, oxigenacao, alcalinidade
total, dureza da agua, concentracdo amoniacal total. A temperatura foi medida
diariamente durante todo o periodo do ensaio, desde o primeiro dia de
fornecimento da medicacdo. Todos os parametros avaliados (Tabela 1V.4) se
apresentaram dentro das recomendacdes apontas em KUBITZA (2000) como
sendo adequadas para a criacao de tilapias, a excecao da temperatura cuja faixa
ideal recomendada para a criacao é entre 27 a 32 °C. Porém, cabe destacar que o
ensaio (fornecimento da medicacao via racao aos peixes) ocorreu entre 0S meses
de julho a agosto de 2007, portanto, no inverno, estacao em que as temperaturas
do meio ambiente sdo mais baixas, e 0os animais apresentam uma diminui¢cdo na
taxa metabdlica, o que resulta num menor consumo de alimento, fase em que se
tornam mais suscetiveis ao surgimento de doencas e, portanto, periodo mais

propicio ao uso de medicagao antimicrobiana.
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Tabela IV.3 - Medidas de peso (n=10), comprimentos totais (CT) e padrdes (CP)

dos peixes no inicio do ensaio.

Peso Peso Vivo .
) CT* CP
Gaiola Vivo Médio dos
(cm) (cm)
Total (g) Peixes (g)
1 1061,15 106,1 18,5 15,3
2 1065,56 106,5 17,8 145
3 975,55 97,5 17,8 14,9
4 1149,73 114,9 18,5 14,8
5 1147,7 114,7 18,5 15,3
6 1030,28 103,0 18,0 14,7
7 1032,86 103,2 16,3 13,5
8 947,99 94,7 17,3 144
9 1030,45 103,0 17,7 14,5
10 931,55 93,1 18,1 14,9

(*) Medida realizada para um peixe da gaiola.

106



CAPITULO IV Oxitetraciclina

Tabela IV.4 - Parametros fisico-quimicos da agua dos tanques durante o ensaio.

PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS

Oxigénio  Concentracao

Temperatura*® ] . ]
C) pH Dissolvido Amoniacal
(mg L) (mg L)
Inicio do Tratamento com a Medicacao (Inicio do Ensaio)
22,0-245 7 6,1 0,1
Periodo de Avaliacao da Deplecao da OTC
DIA 1 21,5-24,0 7 6,1 0,1

DIA 2 22,5-24,5
DIA 3 22,5-24,5
DIA 4 22,5-23,0
DIA S5 21,0-23,0 8 6,1 0,1
DIA 8 21,56-24,0
DIA10 21,0-22,0
DIA15 20,5-20,5
DIA 20 19,0 -20,0
DIA 25 16,5 — 20,1 7 6,0 0,1

* As temperaturas eram medidas duas vezes ao dia, antes do fornecimento da racao: de
manha (9 h) e a tarde (16 h).

1V.3.6.5. Coleta da carne de peixe

Na ocasiao do abate por choque térmico, os peixes de uma mesma gaiola
foram recolhidos com o auxilio de uma rede, e colocados em um recipiente
contendo agua e gelo, a uma temperatura proxima de 0-2 °C.

Individualmente, os peixes foram pesados, e suas medidas de
comprimentos (total e padrdao) tomadas. Na seqUéncia, foi realizado o
procedimento de retirada das visceras, da pele, e finalmente, dos filés de carne
(Figura IV.3). A carne de cada peixe foi dividida em pequenas porcbes de
aproximadamente 5 g cada, em sacos plasticos apropriados para o
armazenamento em freezer (- 18 °C), onde foram mantidos até a execucao das
determinacdes da concentracdo de OTC. A Tabela IV.5 apresenta dos dados de

peso e comprimentos totais e padréo de todos os peixes abatidos.
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Figura IV.3 - Fotografias da seqUéncia de procedimentos para a coleta da carne
dos peixes.

Como pode ser verificado na Tabela IV.5, ndo foram tomadas as medidas
dos peixes das gaiolas 8, 9 e 10, que representariam os periodos de 15, 20 e 25
dias apds o término do tratamento com a medicacao, pois esses peixes nao foram
abatidos. Isso ocorreu porque os resultados das analises das amostras dos peixes
da gaiola 7 (10 dias ap6s a medicagao) ja apresentavam niveis de residuos de
OTC abaixo do limite de deteccdo do método desenvolvido, conforme sera
apresentado adiante no item IV.5.3 (p.141).
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Tabela IV.5 - Medidas de peso e comprimento total (CT) e comprimento padrao

(CP) dos peixes logo apos o abate.

(/2] (2] (2]
I PESO CT CP W PESO CT CP W PESO CT CP
w (9 (cm) (cm) w (g9) (cm)(cm) w (9 (cm) (cm)
o o o
1.1 119,1 18,8 155 2.1 1178 185148 3.1 1358 184 147
1.2 1239 19,8 16,3 2.2 137,6 19,0 153 3.2 1381 185 14,8
~ 13 1162180 149 23 1221 184147 , 3.3 1078 17,7 140
v 1.4 1321 19,0 158 + 2.4 1245 17,6 143 + 3.4 1264 18,3 147
< 15 1266 18,7 155 < 25 1252 188150 < 35 972 169 134
© 16 1257 180 145 O 26 1333 19,0150 © 3.6 100,2 17,5 14,2
g 17 1340194 155 & 27 1398 195159 < 3.7 1294 187 150
1.8 90,3 17,7 142 2.8 119,3 17,4 13,5 ~ 3.8 1294 18,7 15,0
1.9 108,5 18,5 14,8 29 1226 185148 39 1126 17,8 144
110 925 17,1 135 210 91,0 16,6134 3.10 939 17,0 133
41 1417 195 157 5.1 170,1 20,7 16,6 6.1 1348 188 15,1
42 1489 20,4 16,3 52 1494 20,4 16,1 6.2 139,0 20,0 158
<+ 43 1366 186 154 | 53 1482202168 6.3 1333 188 152
'+ 4.4 1347196 161 + 54 1565 21,016,8 + 6.4 1282 19,0 155
< 45 1468 20,3 16,2 < 55 129,3 19,0152 < 6.5 1883 22,5 18,0
© 46 173,021,1 169 ©O 56 138,0 185148 O 6.6 1082 17,9 14,9
g 47 860 169 134 & 57 1408 198156 F 6.7 1127 184 147
48 156,8 21,0 16,8 58 118,8 182 145 ~ 6.8 975 175 14,3
49 1298 18,8 15,0 59 1150 19,0 148 6.9 111,8 185 14,6
410 1155 18,3 144 510 114,2 19,0 154 6.10 102,8 18,0 145
7.1 147,2 20,5 16,5
7.2 146,8 19,1 154
~ 7.3 160,1 20,0 16,2
'+ 7.4 1645 195 158
< 75 1558 20,5 16,4
© 7.6 141,8 20,0 16,3
g 7.7 1190 181 147
78 948 17,3 14,0
7.9 100,5 17,2 13,8
710 96,8 18 147
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IV.4. Procedimento analitico

IV.4.1. Método para a determinacao de OTC na racao

IV.4.1.1. Desenvolvimento do método cromatografico

As separacbes cromatograficas para a quantificacdo de OTC na racéo,
fazendo uso de TC como padrao interno, foram feitas utilizando-se como fase
estacionaria a coluna analitica de fase reversa XTerra-A (250 x 4,6 mm, 5 um,
Waters, EUA). A fase mével foi composta por uma mistura de MeOH e ACN (1:1,
v/v) e solucdo aquosa contendo acetato de soédio (0,0375 mol L), cloreto de
célcio (0,0175 mol L") e EDTA (0,0125 mol L"), com pH ajustado para 7,0. A
eluicdo foi ajustada para a separacdo do analito (OTC), do padrdo interno
empregado (TC) e de eventuais interferentes da amostra. Foi empregado um
detector de arranjo de fotodiodos (DAD). A alga de amostragem foi de 50 plL.

As condicoes de separacao cromatografica foram avaliadas a partir dos
parametros de conformidade do sistema, preconizando como sendo adequados ao
objetivo do método as faixas de valores preconizados (1 <k < 10; o > 1,1; Rs >
1,25; N > 2000), apresentadas na Tabela Ill.1 (p.46).

IV.4.1.2. Preparo da amostra de racao

A uma quantidade de 0,5 g de racao foram adicionados 10 mL de solucéo
HCI 0,1 mol L' e a mistura foi levada ao ultra-som por 10 minutos. Em seguida o
volume foi completado para 250 mL com solugcdo tampéo Mcllvaine (pH 4,0)
contendo 0,1 moL L de EDTA e a solucéo foi recolocada no ultra-som por mais
10 minutos. Uma aliquota de aproximadamente 15 mL do sobrenadante foi filtrada
em papel de filtro quantitativo (Whatman, 0,45 um), seguida por filtragdo em
membrana de 0,22 um. Um volume de 50 uL foi injetado no sistema
cromatografico. Um esquema do procedimento de extragdo descrito é
representado na Figura 1V .4.
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05gderacio 4 10 mL sol. 0,10 mol L™ HCI

Ultra- Som
(10 min.)
Completar volume para 250 mL

com
Tampao Mcllvaine-EDTA (pH 4,0)

Ultra- Som
(10 min.)

Filtro (0,45 um)

l

Filtro (0,22 um) — HPLC-DAD

Figura IV.4 - Esquema geral do procedimento de extracao de OTC na ragéao.

Para a avaliacao das condi¢gdes estudas no procedimento de preparo de
amostra, foram analisadas as eficiéncias de extracdo de OTC e TC. Para tanto,
fez-se a fortificacdo da amostra de racdo com os analitos em solugdo padrao
antes de se iniciar o procedimento de preparo da amostra. Os resultados obtidos
foram avaliados por uma curva analitica externa (fora da matriz), desenvolvida
com os analitos em solu¢des padrdo. Esses resultados foram transformados em
porcentagens das concentragcdes esperadas, isto €, porcentagens das
concentracbes das respectivas solugdes padrdo usadas na fortificacdo da
amostra. Todos os testes foram desenvolvidos em duplicatas.

O procedimento de preparo de amostra foi otimizado para garantir a
seletividade do método, sem, contudo, prejudicar a eficiéncia de extracao.
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1V.4.1.3. Validacao do método analitico

O método foi validado mediante avaliacdo dos seguintes parametros: faixa
linear, linearidade, sensibilidade, precisdo e exatiddo. Os trés primeiros

parametros foram obtidos a partir da curva analitica.
1V.4.1.3.1. Seletividade

A seletividade do método desenvolvido foi avaliada pela comparagdo dos
cromatogramas obtidos para a amostra branco e para amostra branco fortificada
com a OTC e o padrio interno (TC), ambos as tetraciclinas a 5 pg g, verificando
a presenca de interferentes da matriz que pudessem estar coeluindo com os
analitos. Como critério de aceitacdo foi estabelecido que as repostas de picos
interferentes nos tempos de retencédo dos analitos deveriam ser inferiores a 20 %

das respostas dos respectivos limites de quantificagao.

1V.4.1.3.2. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

A curva analitica foi elaborada fortificando amostras branco em cinco niveis
de concentragdo de OTC: 3,0 ug g™, 4,0ug g, 50pngg",60ugg’ €70 ngg’,
com o padrao interno (TC) na concentragdo de 5 ug g em todos os niveis. Para a
fortificacao foi usado 0,5 g de amostra branco de ragao, que recebeu a adicao de
1 mL das solugdes de trabalho dos analitos diluidas em solugdo aquosa (pH 7,0)
contendo acetato de sédio (0,0375 mol L), cloreto de calcio (0,0175 mol L) e
EDTA (0,0125 mol L"), de modo a se obter as concentracdes apontadas acima.
Ap6s a etapa de fortificacdo da matriz, as amostras passaram pelo preparo
descrito na Figura IV.4 (p.111).

A linearidade (coeficiente de correlagdo linear, r) e a sensibilidade
(coeficiente angular) foram obtidas através da curva analitica.
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1V.4.1.3.3. Precisao

A precisdo do método desenvolvido foi dividida em duas medidas: precisao
intra- e inter-ensaios.

A precisdo intra-ensaio foi obtida para um nivel de concentracdo (5 ng g,
mediante fortificagdo de amostras branco, analisada em quintuplicata (n = 5) em
um mesmo dia, pelo mesmo analista, no mesmo equipamento, e expressa como a
estimativa do desvio padrao relativo (RSD).

A precisao inter-ensaio foi obtida para trés niveis de concentracdo (4, 5 e 6
ng g'), mediante fortificagdo de amostras branco, em trés dias diferentes (n = 3).
As analises foram realizadas pelo mesmo analista, no mesmo equipamento, € 0

resultado foi expresso como a estimativa do desvio padréao relativo (RSD).
1V.4.1.3.4. Exatiddo

A exatidao do método foi avaliada mediante teste de recuperacdo. Para
tanto, a 0,5 g de amostras branco de racao foi adicionado de 1 mL de solugéo
contendo OTC e TC (ambas a 2,5 ug mL™), equivalendo portanto a 5 ug de OTC
e TC por g de racéo, com trés repeticdes, uma em cada dia diferente (n = 3). Os
resultados foram transformados em porcentagem da quantidade conhecida dos
analitos, apds desenvolvimento do procedimento de extracao.

1IV.4.2. Método para a determinacao de OTC na carne de peixe

1IV.4.2.1. Desenvolvimento do método cromatogqrafico

As separacdes cromatograficas para a quantificagdo de OTC na carne de
peixe, fazendo uso de NOR como padréo interno, foram realizadas utilizando-se
como fase estacionaria a coluna analitica de fase reversa XTerra-A, C1g, 250 x 4,6
mm, 5 um (Waters, EUA). A fase movel foi composta por uma mistura de MeOH e

ACN (1:1, v/v) e solugdo aquosa contendo acetato de sédio (0,0375 mol L),
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cloreto de calcio (0,0175 mol L") e EDTA (0,0125 mol L"), com pH ajustado para
7,0. A eluicao foi ajustada para a separacdo do analito (OTC), do padrao interno
empregado (NOR) e de eventuais interferentes da amostra. Foi empregado um
sistema cromatografico associado a detector de arranjo de fotodiodos (DAD),
conectado em série a um detector de fluorescéncia multi-canal. Uma alca de
amostragem para um volume de injecdo de 50 ulL foi empregada.

As condicoes de separacao cromatografica foram avaliadas a partir dos
parametros de conformidade do sistema, preconizando como sendo adequadas ao
objetivo do método as faixas de valores preconizadas (1 <k < 10; o > 1,1; Rs >
1,25; N > 2000), apresentadas na Tabela Ill.1 (p.46).

1V.4.2.2. Preparo de amostra de carne de peixe

A Figura IV.5 apresenta um esquema geral do procedimento de extracédo
de OTC desenvolvido para a carne de peixe.

Para uma quantidade de 2,0 g de filé de tilapia foram adicionados 5 mL de
solugéo de &cido tricloroacético a 5 % (v/v), mais 5 mL de tampao Mcllvaine (pH
4,0) contendo EDTA na concentracdo de 0,1 moL L'. A mistura foi
homogeneizada em Ultra-Turrax. Na seqliéncia, a mistura foi centrifugada a 980 g
por 20 minutos. O sobrenadante foi entdo separado, ao qual foram adicionados
mais 5 mL de tampao Mcllvaine-EDTA (pH 4,0) e 350 uL de solucao de NaOH 5
mol L. A limpeza (clean-up) do extrato foi realizada em cartucho de SPE (HLB-
OASIS, 500 mg, 6 mL), previamente condicionado com 5 mL de MeOH e 5 mL de
agua. A OTC foi eluida com 5 mL de solucdo de MeOH contendo 0,010 mol L
acido oxalico. O solvente do eluato foi evaporado em banho-maria (~ 45 °C) sob
fluxo de N2. Em seguida os analitos foram ressuspendidos em 1,0 mL da solugéo
aquosa contendo acetato de sédio (0,0375 mol L), cloreto de calcio (0,0175 mol
L") e EDTA (0,0125 mol L), com pH ajustado para 7,0.
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Carne de Peixe + Solucao de Extracao
(29) 5 mL de sol. ATCA (5%)
+ 5 mL Tampéao —
Mclivaine-EDTA (pH 4,0) Condicionamento
i7zaC3 0
. Vortex Homogeneizacao (Ultra-Turrax) ] 5 L MeOH
(1 min.) o +
. . Sobrenadantes @ 5 mL Agua
Centrifugacao , » Extrato — | I
Combinados Lavagem
(980 g, 20 min.)
l [ | 10 mL Agua
Ressuspensao do Precipitado U
<« 5 mLde Tampdo Mcllvaine-EDTA (pH 4,0) l
= 350 L. 5 mol L' NaOH y
HL. sol. > mol L™ Na Eluicdo
5 mL MeOH contendo
0,010 mol L' Acido Oxdlico

Figura IV.5 - Esquema geral do procedimento de extragcdo de OTC em carne de
peixe.

Para avaliacdo das condi¢cdes estudadas no procedimento de preparo de
amostra, foram analisadas as eficiéncias de extracdo de OTC e NOR. Para tanto,
fez-se a fortificacdo da amostra de carne de peixe com os analitos em solugao
padrao antes de se iniciar o procedimento de preparo da amostra. Os resultados
obtidos foram avaliados por curvas analiticas externas (fora da matriz),
desenvolvida com os analitos em solucbes padrdo. Esses resultados foram
transformados em porcentagens das concentracbes esperadas, isto &,
porcentagens das concentragdes das respectivas solugdes padrdao usadas na
fortificagdo da amostra. Todos os testes foram realizados em duplicatas.

O procedimento de preparo de amostra foi otimizado para garantir a

seletividade do método, sem, contudo, prejudicar a eficiéncia de extracao.
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1V.4.2.3. Validacao do método analitico

A validacao do método para a determinacao de OTC em carne de peixe foi
feita pela avaliacdo dos seguintes parametros: seletividade, faixa linear de
trabalho, linearidade, sensibilidade, precisao, exatidao, limite de deteccao (LOD) e
limite de quantificacao (LOQ), tendo com base, principalmente, as recomendagdes
da ANVISA (ANVISA, 2003) e Comunidade Européia (EC, 2002) para anélise de

residuos em alimentos.
1V.4.2.3.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada pela comparagdo dos cromatogramas obtidos
para a amostra branco e para amostra fortificada com a OTC e o padrao interno
(NOR), nas concentracdes de 150 e 25 ng g, respectivamente, submetidas ao
processo de extracao descrito na Figura IV.5 (p.115), com o objetivo de avaliar a
eventual presenca de interferentes da matriz que pudessem comprometer a
determinacdo de cada um dos antimicrobianos. Como critério de aceitagao foi
estabelecido que as repostas de picos interferentes nos tempos de retencao dos
analitos deveriam ser inferiores a 20 % das respostas dos respectivos limites de

quantificagéo.

1IV.4.2.3.2. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

A curva analitica foi obtida mediante fortificacdo de amostras branco (carne
de tilapias do grupo controle) em cinco niveis de concentracao (50, 100, 150, 200
e 300 ng g') usando a NOR como padrao interno na concentracéo de 25 ng g™
Para a fortificacdo das amostras branco foram empregadas solu¢des estoques dos
analitos, diluidas em solugdo aquosa contendo acetato de sédio (0,0375 mol L),
cloreto de calcio (0,0175 mol L") e EDTA (0,0125 mol L"), com pH ajustado para
7,0.
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A linearidade (coeficiente de correlacdo linear, r) e a sensibilidade

(coeficiente angular) foram obtidas através da curva analitica.

1V.4.2.3.3. Limite de Deteccdo (LOD)

O limite de deteccdo (LOD) do método foi determinado a partir da razéo
sinal/ruido igual a 3, no tempo de retencdo da OTC, em amostras branco de carne

de peixe (n = 3).

1V.4.2.3.4. Limite de Quantificacdo (LOQ)

O limite de quantificacdo (LOQ) do método foi determinado a partir da
razao sinal/ruido igual a 10, no tempo de retencao da OTC, em amostras branco

de carne de peixe (n = 3).
1V.4.2.3.5. Precis&o

A precisédo obtida para a oxitetraciclina foi avaliada em situacao de intra- e
inter-ensaios.

A precisao intra-ensaio foi obtida para um nivel de concentracdo (150 ng
g™"), mediante fortificagdo de amostras branco, analisada em quintuplicatas (n = 5)
em um mesmo dia, pelo mesmo analista, no mesmo equipamento, e expressa
como a estimativa do desvio padrao relativo (RSD).

A precisao inter-ensaio foi obtida para trés niveis de concentracao (100,
150 e 200 ng g '), mediante fortificacdo de amostras branco, em trés dias
diferentes (n = 3). As anadlises foram realizadas pelo mesmo analista, no mesmo
equipamento, e o resultado foi expresso como a estimativa do desvio padrédo
relativo (RSD).
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1V.4.2.3.6. Exatidao

A exatidao do método foi avaliada mediante testes de recuperacédo. Para
tanto, amostras branco foram fortificadas com a OTC e a NOR, em concentracdes
correspondentes ao terceiro nivel da curva analitica (150 e 25 ng g,
respectivamente), com trés repeticbes em dias diferentes (n = 3). Os resultados
foram transformados em porcentagem da quantidade conhecida dos analitos, apés

desenvolvimento do procedimento de extracao.
IV.5. Resultados e Discussao
IV.5.1. Método para a determinagcdo de OTC na racao

IV.5.1.1. Desenvolvimento do método cromatografico

Segundo a literatura, de um modo geral, as tetraciclinas sdo separadas em
colunas cromatogréficas de fase reversa. No entanto, a interacao das tetraciclinas
com grupos silandis e tragos de metais presentes em tipicas colunas empacotadas
a base de silica (Cis ou Cg) contribui significativamente com a assimetria
(surgimento de cauda) dos picos cromatograficos. Desta forma, colunas
cromatograficas capeadas ou colunas de fase polimérica tém ganhado destaque
de uso com o propdsito de separar tetraciclinas (OKA et al, 2000). Diante disso, o
presente trabalho selecionou para compor as analises de determinacao de OTC
na racdo, uma coluna analitica de fase reversa hibrida (polimero e silica),
comercializada pela Waters (EUA), sob nome comercial de XTerra-A, Cqs (250 x
4,6 mm, 5 um).

Para compor a fase modvel, tomou-se como referéncia o trabalho de
MAMANI (2007), que indica para a separagao de tetraciclinas uma fase organica
(FO), representada pela mistura de MeOH e ACN (1:1, v/v) e uma fase aquosa
(FA), representada pela solugdo aquosa contendo acetato de sodio (0,0375 mol L
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"), cloreto de célcio (0,0175 mol L) e EDTA (0,0125 mol L), com pH ajustado
para 7,0.

O sistema de deteccao empregado foi 0 de absorgcao no ultra-violeta (DAD).
Os espectros caracteristicos obtidos na fase moével para a OTC e TC estéao

apresentados na Figura 1V.6.
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Figura IV.6 - Espectros de absor¢cdo no DAD obtidos para OTC e TC na fase
movel selecionada.

A partir dos espectros da Figura IV.6 foi selecionado o comprimento de
onda de 380 nm para monitorar ambas as tetraciclinas.

Para avaliar a seletividade do método cromatografico, a amostra branco de
racdo foi submetida a execucédo do procedimento de preparo de amostra (Figura
IV.4, p.111), e em seguida analisada pelo método cromatografico. A partir dos
resultados obtidos, verificou-se a inexisténcia de interferentes que pudessem
comprometer a analise da mesma (Figura IV.7). A ragao utilizada neste estudo foi
a mesma que foi empregada no ensaio com as tilapias (Nutripeixe Crescimento,
Purina®) para veicular o farmaco.

Diante da inexisténcia de interferentes observada, a propor¢céao entre FA e
FO da fase movel passou a ser definida tomando como objetivo 0 menor tempo
possivel de corrida cromatografica, sem comprometer as faixas de valores dos
parametros cromatograficos preconizados como sendo adequados (1 <k < 10; a >
1,1; Rs > 1,25; N > 2000). A eluicao foi isocratica 60:40 (FA:FO, v/v), na vazao de

1,0 mL min™".
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Figura IV.7 - Cromatograma da amostra branco de racao, apos o procedimento de
extracdo. FE: XTerra-A. FM: FA (acetato de sédio 0,0375 mol L', CaCl, 0,0175
mol L™, EDTA 0,0125 mol L™, pH 7,0) e FO (MeOH). Eluigdo isocratica: (FA:FO
60:40v/v). Vazao: 1,0 mL min™". A: 380 nm.

Um cromatograma caracteristico da separacao de OTC e TC em amostra
branco de ragéao fortificada com esses antimicrobianos, ambos na concentragao de

5 ug g'1, é apresentado na Figura IV.8.
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Figura IV.8 - Cromatograma da separacdo de OTC (5,0 ug g') e TC (5,0 pg g™
da amostra de racao enriquecida com OTC. FE: XTerra-A. FM: FA (acetato de
s6dio 0,0375 mol L™, CaCl, 0,0175 mol L', EDTA 0,0125 mol L, pH 7,0) e FO
(MeOH). Eluigao isocratica: (FA:FO 60:40v/v). Vazdo: 1,0 mL min™. A: 380 nm.

A Tabela IV.6 discrimina os parametros de conformidade do sistema
obtidos para as condi¢des selecionadas.
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Tabela IV.6 - Parametros de conformidade do sistema cromatografico obtidos.

Analito tr (min) R Fs o k N
OTC 4,72 - 099 - 1,25 3014
TC 922 89 0,82 2,71 3,39 3050

Os valores para os parametros cromatograficos apresentados na Tabela
IV.6 foram obtidos através do programa System Suitability (software Millennium
3.2, Waters, EUA), e os resultados indicam que as condicbes estabelecidas sao
consideradas adequadas para 0s objetivos a que se propde o método conforme

previamente preconizado (1 <k < 10; a > 1,1; Rs > 1,25; N > 2000).

1V.5.1.2. Preparo da amostra de racao

Métodos analiticos descritos na literatura que utilizam HPLC para a
determinacdo de antimicrobianos na racdo, ou mesmo em medicamentos com
formulacdo em pdés-soluveis ou comprimidos, relatam procedimentos de extracao
dos analitos desses tipos de matriz empregando a extracao solido-liquido.

Para a determinacdo de OTC na racao foi usado um procedimento de
preparo de amostra simplificado em relacdo ao descrito em NAMDARI et al (1996).
Para tanto, seguiu-se 0 mesmo procedimento descrito de extragcao solido-liquido,
mas sem envolver a etapa complementar de limpeza do extrato por SPE descrito
naquele artigo. Um esquema geral do procedimento de extracao de OTC na racao
ja foi descrito na Figura IV.4 (p.111).

O procedimento de preparo de amostra de racao delineado foi avaliado a
partir de analise das eficiéncias de extracado obtidas para OTC e TC.

Para tanto, fez-se a fortificacdo da amostra de racdo com OTC e TC em
solucdes padrdo (ambos na concentragdo de 5 ug g, n = 5) antes de se iniciar o
procedimento de preparo da amostra. Os resultados obtidos foram avaliados por
curvas analiticas externas (fora da matriz), desenvolvida com os analitos em

solugbes padrdo. Esses resultados foram entdo transformados em porcentagens
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das respectivas concentracbes esperadas, isto €&, porcentagens das
concentracbes das respectivas solugdes padrdo usadas na fortificacdo da
amostra. Todos os testes foram desenvolvidos em duplicatas. Os resultados de
eficiéncia de extracdo obtidos para ambos os analitos foram de aproximadamente
100 % (97 a 101 %), indicando nao haver perdas dos antimicrobianos durante o

processo de preparo da amostra de racgao.

1V.5.1.3. Validacao do método analitico

Os parametros analiticos de validagao (ou figuras de mérito) usados para
avaliar o método de separacdo desenvolvido para a quantificacdo do
antimicrobiano na racédo sao: seletividade, linearidade, sensibilidade, faixa linear
de trabalho, precisao e exatidao.

Cabe destacar que, por se tratar de um método desenvolvido para
quantificar um componente majoritario, ndo se fez necessario o estabelecimento
de um LOQ, ou mesmo um LOD para o método, ja que a detectabilidade do

método nao € critica para a avaliagdo do mesmo.
IV.5.1.3.1. Seletividade

Para os métodos cromatograficos a seletividade € avaliada no sentido de
garantir que o pico de resposta do analito (avaliado no tempo de retengao
caracteristico) seja proveniente exclusivamente do mesmo e ndo de outros
compostos (interferentes) presentes na amostra. Disto, uma comparacao dos
cromatogramas obtidos a partir de amostra branco de ragcdo e da amostra branco
fortificada com a OTC e o padréo interno (TC), ambos as tetraciclinas a 5 pg g™,
apresentados nas Figuras IV.7 e IV.8 (p.120), comprovam a seletividade do

método frente a auséncia de interferentes presentes na ragao.
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1V.5.1.3.2. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

Para qualquer método quantitativo, existe uma faixa de concentracdo do
analito a qual o método pode ser aplicado, a qual é avaliada a partir da curva
analitica. No caso de analises de um composto majoritario como o principio ativo
de um medicamento, a faixa linear é limitada pelos niveis inferior e superior de
concentracdao empregados no estabelecimento da curva analitica.

A curva analitica foi construida mediante fortificacdo de amostras branco de
racdo em cinco niveis de fortificagdo (OTC: 3,0; 4,0;5,0;6,0e 7 ug g'; TC: 5,0 ug
g'). Apés a fortificacdo, as amostras foram submetidas ao procedimento de
preparo descrito na Figura IV.4 (p.111).

A linearidade foi expressa pelo coeficiente de regresséo linear da curva
analitica, e o resultado foi superior a 0,99. A ANVISA (2003) preconiza que o
coeficiente de correlagéo linear deva ser igual ou superior a 0,98, e a Comunidade
Européia 0,99 (EC 2002).

A curva analitica obtida para a quantificacdo da OTC em ragdo €
representada pela equacao y = -0,0005320 + 0,1704 x.

Considerando a linearidade e a dispersao dos resultados apresentados na
Figura IV.9, fica comprovada a adequacao do método desenvolvido para a faixa

linear de trabalho de concentracdes de OTC naracdode 3a7 ugg™.
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Curva Analitica Grafico de Residuos
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Figura IV.9 — Curva analitica para da determinacdo de OTC na racdo e o
respectivo grafico de residuos.

IV.5.1.3.3. Precisgo

Para avaliar a precisdo do método desenvolvido, o procedimento ocorreu
da seguinte forma:

Precisdo intra-ensaio: foi obtida para um nivel de concentracdo (5 ug g™),
mediante fortificacdo de amostras branco, analisada em quintuplicata (n = 5) em
um mesmo dia, pelo mesmo analista, € no mesmo equipamento. A precisao intra-
ensaio expressa como desvio padrao relativo (RSD) foi de 0,02 %.

Precisao inter-ensaio: foi obtida para trés niveis de concentracao (4, 5 e 6
ng g'), mediante fortificacdo de amostras branco, em trés dias diferentes (n = 3).
As analises foram realizadas pelo mesmo analista, no mesmo equipamento, € 0
resultado, expresso como a estimativa do desvio padrao relativo (RSD), foi de 0,68
% (41997);0,50% (5ug97); €0,42% (6ug g7).

1V.5.1.3.4. Exatidao
A exatidao do método desenvolvido foi avaliada mediante teste de

recuperacao, com amostras branco de racéo fortificadas com OTC e TC (ambas a

5 ug g'), repetidas em dias diferentes (n = 3). Os resultados obtidos,
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transformados em porcentagem da quantidade conhecida dos analitos apés
desenvolvimento do procedimento de extragcdo, variaram na faixa de 101 a 103 %.

A Tabela IV.7 sumariza os resultados obtidos dos parametros de validacao
para o método desenvolvido para determinacdao de OTC em racao.

Tabela IV.7 - Parametros de validagdo obtidos para o método desenvolvido para
determinacao de OTC na racéo por HPLC-DAD (380 nm).

Parametros OoTC
Faixa linear (ug g™) 3,0-7,0
Linearidade 0,9998
Sensibilidade (ua g ng™) 0,1704
Intra-Ensaio (RSD %)
50ugg’(n=>5) 0,02
Inter-Ensaio (RSD %)
Precisao P
40ug g (n=5) 0,68
50ugg’(n=>5) 0,50
6,0499g" (n=5) 0,42
Exatidao (% Recuperacao)
50ng g’ (n=23) 101-103

Os resultados da Tabela IV.7 se apresentaram satisfatérios ao que se
propde o método desenvolvido, ou seja, quantificacdo de OTC na racdo a ser
usada para a medicacao dos peixes no ensaio.

Infelizmente, o trabalho publicado por NAMDARI et al (1996), no qual foi
baseado o procedimento de extragdo da OTC da ragdo, ndo apresenta os
resultados de validacdo do método aplicado. O mesmo ocorreu em trabalhos
semelhantes desenvolvidos por MEINERTZ et al (2001) e BERNARDY et al
(2003). Esses trés trabalhos mencionados descrevem procedimentos de extragao
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de OTC em racao e em carne de peixe, mas apenas os resultados de validacao do
método desenvolvido para a carne de peixe sao discutidos.

1V.5.1.4. Analise da racao adicionada de OTC

Apo6s devidamente validado o método para a determinagédo de OTC na
racdo, empregando HPLC-DAD, procedeu-se a analise em triplicata da racéo
preparada com a adicao de OTC, conforme descrito em 1V.3.6.3, onde se obteve-
se o resultado de concentracdo de OTC de 3,3 mg por g de ragao produzida.
Considerando que foram adicionados 180 g do medicamento Terramicina® (5,5 %
de OTC) a 3 kg de racao, o resultado obtido da analise da ragdo nao revelou
perdas de OTC durante o processo de adicdo desse antimicrobiano na racao.
Disto, considerando a dose estabelecida para medicagao diaria dos peixes de 80
mg por kgPV, mais o peso médio (kgPV) de cada gaiola conforme apresentado na
Tabela IV.5 (p.109), pbde-se estabelecer a quantidade de ragdo preparada com
OTC a ser fornecida para os peixes, bem como o complemento (quantidade) de
racdo sem a adicdao de OTC necessaria para manter o fornecimento diario de
racao equivalente a 3% do PV.

1IV.5.2. Método para a determinacao de OTC na carne de peixe

1V.5.2.1. Desenvolvimento do método cromatogqrafico

Para a andlise cromatografica de OTC em carne de peixe, foram tomadas
inicialmente as condigdes estabelecidas no método desenvolvido para
determinacao desse mesmo antimicrobiano na ragédo. A fase moével foi composta
pela mistura MeOH:ACN (1:1, v/v), como componente organico (FO), e solucéo
aquosa contendo acetato de sédio (0,0375 mol L), cloreto de calcio (0,0175 mol
L") e EDTA (0,0125 mol L"), com pH ajustado para 7, como componente aquoso
(FA). A fase estacionaria empregada foi a coluna XTerra-A (250 X 4,6 mm, 5 um,
Waters, EUA).
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No entanto, como agora o método visa a determinacdao de OTC em nivel de
residuos (LMR 100 ng g'), fez-se necessario o emprego de um sistema de
deteccdo com maior detectabilidade e seletividade do que o detetor de arranjo de
diodos (DAD). Para tanto, foi selecionado o detector de fluorescéncia. A diferenca
de sensibilidade entre ambos os sistemas sera mais bem discutida e comprovada
adiante.

Foram feitos diversos testes para a selecdo de um gradiente de eluicdo da
fase movel, visando a melhor separacao entre analitos e interferentes da matriz e
0 menor tempo de corrida cromatografica possiveis, sem comprometer as faixas
de valores dos parametros cromatograficos preconizados como sendo adequados
(1 <k<10; o> 1,1; Rs > 1,25; N > 2000). Cabe salientar que para otimizar o
método quanto a separacédo dos analitos de possiveis interferentes presentes na
matriz tiveram que ser previamente definidas as condi¢cées de preparo de amostra
(discutidas mais adiante, no item [V.5.2.2, p.134). Embora, a maioria dos
protocolos de validacdo recomenda a avaliacdo da seletividade durante a etapa de
validagédo, consideramos que ndo é possivel otimizar o0 método sem avaliacao
deste parametro.

O padrao interno inicialmente escolhido para compor o método
desenvolvido para a determinagéo de OTC e carne de peixe foi a tetraciclina (TC),
semelhante ao ocorrido para o método desenvolvido para analise em ragdo. No
entanto, por problemas de coeluicdo da TC com interferentes da matriz na
separacao cromatografica (Figura IV.10), o padrao interno foi substituido pela

norfloxacina (NOR).
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Figura IV.10 - Cromatograma obtido da amostra branco fortificada com OTC e
TC, ambas a 150 ng g'. FE: coluna XTerra-A. FM: FA (acetato de sédio 0,0375
mol L, CaCl 0,0175 mol L', EDTA 0,0125 mol L™!, pH 7,0) e FO MeOH. Eluicdo
sob vazdo de 1 mL min™, por gradiente linear: 82 % de FA e 18 % de FOde 0 a 6
min; gradiente linear para 61 % de FA e 39 % de FO de 6 a 7 min, se mantendo
isocratico até 11 min; e voltando a condig&o inicial de 11 a 12 min. Detecgao por
fluorescéncia (Aexc/Aem: 380/512 nm).

Tendo como base os resultados obtidos no cromatograma da Figura V.10,
foram realizados diversos testes para promover a separagdao de TC (padrao
interno) do interferente adjacente por alteragdes no gradiente de eluicdo. Para
separar a TC do inteferente foi necessario diminuir a forca do eluente mediante
aumento da proporcado da fase aquosa na fase movel para que TC ficasse mais
tempo retida na coluna. No entanto, nessas condi¢des, o tempo de corrida passou
a ser muito longo, comprometendo o método. Mesmo inserindo algumas
modificagcdes no preparo de amostra que levassem a uma limpeza mais eficiente
nao resultou em uma reducdo dos interferentes. Uma vez que a seletividade
estava comprometida apenas quanto a separacao do padrao interno, foi avaliada a
troca da TC por norfloxacina (NOR).

A NOR foi escolhida por também se tratar de um antimicrobiano, com
caracteristicas analiticas previamente estudadas quando do estabelecimento do
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método de determinacdo das quinolonas (capitulo Ill), e por ndo ser de uso
indicado para a medicina veterinaria, de modo que, numa eventual reproducéo
desse método para a determinagdo de OTC em carne de peixe de origem
desconhecida, haveria uma menor chance daquela substancia estar presente na
amostra.

Diferentemente do empregado por MAMANI (2007), o sistema de detecgao
empregado foi o de fluorescéncia por ser mostrar mais sensivel que o detector
DAD, como pode ser verificado pela Figura IV.11.
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Figura IV.11 - Comparacao de cromatogramas obtidos da separagdo de OTC e
NOR diluidas em solugdo aquosa (150 e 25 ng mL"', respectivamente), sob
deteccéo por (a € b) DAD (OTC: 380 nm; e NOR: 270 nm) e (c e d) fluorescéncia
(OTChexcirem: 380/512 nm; e NORjexciem: 280/450 nm). FE: coluna XTerra-A. FM:
FA (acetato de sédio 0,0375 mol L™, CaCl, 0,0175 mol L™", EDTA 0,0125 mol L™,
pH 7,0) e FO MeOH. Eluicdo sob vazdo de 1 mL min™, por gradiente linear: 82 %
de FA e 18 % de FO de 0 a 9 min; gradiente linear para 50 % de FA e 50 % de FO
de 9 a 10 min, se mantendo isocratico até 14 min.; e voltando a condig&o inicial de

14 a 15 min.
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As Figuras V.12 e IV.13 apresentam os cromatogramas caracteristicos
obtidos de amostra branco de carne de tilapia, e de amostra branco fortificada com
OTC e NOR nas concentragcbes de 150 e 25 ng g, respectivamente. Os
cromatogramas da Figura [V.12 foram monitorados por fluorescéncia nas
condicoes de 380/512 nm (Aexc/Aem), adequadas para a deteccdo da OTC. Os
cromatogramas da Figura 1V.13 foram monitorados também por fluorescéncia,
porém nas condi¢cdes mais adequadas para a detec¢do da NOR (Aexc/Aem: 280/450
nm). Os cromatogramas foram obtidos usando um gradiente linear de eluigéo, na
vazdo de 1,0 mL min™, com a seguinte programagcao: 82 % de FA e 18 % de FO
de 0 a 9 min; gradiente para 50 % de FA e 50 % de FO de 9 a 10 min, se
mantendo isocratico até 14 min.; e voltando a condicao inicial de 14 a 15 min.
Como pode ser observado, um inicio de eluicdo com fase movel mais fraca, isto é,
com maior proporcao de fase aquosa em relacao a fase organica, foi necesséria
para a separagao de OTC dos interferentes da matriz e da NOR. Apd6s o tempo de
retencdo da NOR, p6de-se aumentar a forca da fase mével para acelerar a eluicao
dos interferentes da matriz, objetivando diminuir a corrida cromatografica o quanto

possivel.
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Figura IV.12 - Cromatogramas caracteristicos obtidos (a) da amostra branco de
carne de tilapia, e (b) da amostra branco fortificada com OTC (150 ng g”') e NOR
(25 ng g') com deteccdo por fluorescéncia em 380/512 nm (Aexc/Aem). FE: coluna
XTerra-A. FM: FA (acetato de sédio 0,0375 mol L™, CaCl, 0,0175 mol L', EDTA
0,0125 mol L™, pH 7,00 e FO MeOH. Eluicdo sob vazdo de 1 mL min™’, por
gradiente linear: 82 % de FA e 18 % de FO de 0 a 6 min; gradiente linear para 61
% de FA e 39 % de FO de 6 a 7 min, se mantendo isocratico até 11 min.; e
voltando a condicéo inicial de 11 a 12 min.
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Figura IV.13 - Cromatogramas caracteristicos obtidos (a) da amostra branco de
carne de tilapia, e (b) da amostra branco fortificada com OTC (150 ng g”') e NOR
(25 ng g') com deteccido por fluorescéncia em 280/480 Nnm (Aexc/Aem). FE: coluna
XTerra-A. FM: FA (acetato de sodio 0,0375 mol L™, CaCl, 0,0175 mol L™, EDTA
0,0125 mol L', pH 7,0) e FO MeOH. Eluicdo sob vazdo de 1 mL min”, por
gradiente linear: 82 % de FA e 18 % de FO de 0 a 6 min; gradiente linear para 61
% de FA e 39 % de FO de 6 a 7 min, se mantendo isocratico até 11 min.; e
voltando a condicao inicial de 11 a 12 min.

As Figuras IV.12 e IV.13 comprovam a seletividade do método, de modo
que se pode averiguar a inexisténcia de interferentes da amostras (amostra
branco) que possam coeluir com o analito (Figura IV.12) ou o padrao interno
(Figura 1V.13), o que poderia comprometer a identificacdo e/ou quantificacdo da
OTC.

Com relacdo a obtencdo dos parametros de conformidade do sistema
cromatografico (Tabela 1V.8), que sao os aqueles que permitem a avaliacdo da

qualidade de separagcdo dos analitos, como o e Rs, os valores para um
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determinado pico cromatografico foram obtidos em relagdo ao pico adjacente de
tempo de retengdo maior. Como a corrida cromatografica de separacédo de OTC e
NOR ocorreu sob detecgédo de fluorescéncia em dois canais diferentes (Aexc/Aem:
380/512 nm e 280/450 nm, respectivamente), a obtencdo e avaliacao dos
parametros cromatograficos foram feitas para os cromatogramas isolados,
conforme apresentados nas Figura IV.12 (b) e IV.13 (b), de forma a se avaliar a
qualidade da separacédo entre os analitos detectados na sua melhor condicdo de

fluorescéncia.

Tabela IV.8 - Parametros de conformidade do sistema cromatografico obtidos.

Analitos tg(min) Rs Fs o k N
OTC 6,27 1,34 1,14 117 1,31 3493
NOR 749 221 134 123 1,73 3074

Os valores para os parametros cromatograficos apresentados na Tabela
IV.8 foram obtidos através do programa System Suitability (software Millennium
3.2, Waters, EUA), e os resultados indicam que as condi¢cdes estabelecidas séao
consideradas adequadas para 0s objetivos a que se propde o método conforme

previamente preconizado (1 <k < 10; a > 1,1; Rs > 1,25; N > 2000).

1V.5.2.2. Preparo da amostra de carne de peixe

De um modo geral, os antimicrobianos do grupo das tetraciclinas tém
propriedades fisico-quimicas e quimicas similares. Devido ao fato de as
tetraciclinas formarem complexos quelatos com ions metélicos e se ligarem a
proteinas, alguns autores consideraram que agentes desproinizantes acidos séo
adequados para extrair tetraciclinas de amostras biol6gicas (BLANCHFLOWER et
al, 1997; WEIMANN & BOJESEN, 1999). No entanto, as tetraciclinas
reconhecidamente sofrem decomposicdo em pH baixo (pH < 2,0) (OKA et al,
2000). Disto, a grande maioria dos trabalhos citados na literatura tem feito uso de
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solventes de moderada acidez contendo EDTA (tampao Mcllvaine a pH 4,0,
contendo 0,1 mol L' de EDTA).

O preparo de amostras de alimento como carne para posterior analise por
HPLC é normalmente composto por duas etapas. Uma envolvendo a
homogeneizacdo da matriz com uma solucdo contendo algum agente precipitante
das proteinas, como um &cido, por exemplo, e outra envolvendo a técnica de
extracdo em fase sélida como limpeza do extrato.

O desenvolvimento do método de extragdo da OTC da carne de tilapia
envolveu duas etapas basicas sequenciais: extragdao solido-liquido (LSE) e
limpeza do extrato por extragdo em fase solida (SPE).

A maioria dos procedimentos descritos na literatura para a extracao de
OTC de carne de peixe emprega, na etapa de LSE, solugado tampéao Mcllvaine (pH
4,0) contendo 0,1 mol L' de EDTA e solugdo de &cido tricloroacético (ATCA)
(CAMPBELL et al, 2001; CASTELLARI, 2003; COYNE et al, 2004; WANG et al,
2004; RIGOS et al, 2006). A maioria desses trabalhos, com excecdo do COYNE et
al (2004), também aliam ao procedimento, uma etapa complementar envolvendo
SPE para limpeza do extrato obtido de LSE, empregando cartuchos da fase
reversa.

Da experiéncia adquirida com o desenvolvimento do método para a
determinacao de quinolonas em carne de peixe (item 111.5.1.2, p.64), partiu-se de
uma quantidade de 2 g de amostra, e para a etapa de SPE, o cartucho de fase
reversa usado foi o HLB-OASIS (500 mg, 6 mL).

O primeiro teste de LSE foi tentar homogeneizar 2 g da carne de peixe com
15 mL de solucdao tampao Mcllvaine-EDTA (pH 4,0), mas a centrifugacao
empregada (980 g, 20 min) nao foi suficiente para separar as proteinas, e a
seqUéncia com a etapa SPE ficou comprometida por entupimento dos cartuchos.
Talvez uma centrifugacao com uma forgca g maior, conforme apontado na literatura
por COYNE et al, 2001 (16000 g), poderia viabilizar essa condicao, mas por nao
haver a disponibilidade de uma centrifuga com capacidade compativel, optou-se

por testar outras alternativas como a composicao da solugao de extragao.
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Da experiéncia adquirida com o desenvolvimento do método para a
determinacao de quinolonas em carne de peixe (item I11.5.1.2, p.64), tem-se que o
uso de solucao de ATCA é eficaz para precipitar proteinas. No entanto, sua adicao
ao procedimento pode comprometer a capacidade tamponante da solugao tampéao
Macllvaine (pH 4,0). Sendo assim, optou-se por iniciar o procedimento LSE com
uma solucdo de ATCA a ser adicionada a 2 g de carne de tilapia para promover a
precipitacdo das proteinas. O precipitado foi ressuspendido em um volume
adicional de tampado Macllvaine-EDTA (pH 4,0), e o procedimento de
homogeneizacdo e centrifugacao foi repetido. Ambos os sobrenadantes obtidos
foram combinados, o pH corrigido para préximo de 4,0 com a adicao de solucao
de NaOH, e esse extrato foi entdo encaminhado ao procedimento de limpeza por
SPE.

Optou-se por uma solucédo 5 % de ATCA, por ser menos concentrada do
que a usada no procedimento das quinolonas. Nao houve adicdo de modificador
organico na solucao de extracdo, conforme aplicado para as quinolonas, devido a
caracteristica de menor apolaridade da OTC.

A adicao de NaOH foi necessaéria para garantir que o pH final do extrato se
situasse em torno de 4,0. Ficou estabelecido que um volume de 350 uL de NaOH
5 mol L™ é suficiente para esse propésito.

O procedimento SPE foi desenvolvido com as seguintes etapas:
condicionamento com 5 mL de MeOH e 5 mL de agua; aplicacdo do extrato obtido
da LSE; e lavagem do extrato com 10 mL de agua. A etapa de eluicdo de OTC do
cartucho foi selecionada a partir da literatura (CAMPBELL et al, 2001; e
CASTELLARI, 2003): percolagdo no cartucho de 5 mL de solugdo de MeOH
contendo 0,10 mol L™ de &cido oxalico.

Os resultados de eficiéncia de extracdo obtidos tanto para a OTC como
para o padrao interno (NOR), para o nivel de concentracdo avaliado, foram
adequados a proposta do método: 61 % e 51 %, respectivamente.
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1V.5.2.3. Validacao da método analitico

Os parametros analiticos de validacao (ou figuras de mérito) usados para
avaliar o método de separagdo desenvolvido no presente trabalho séao:
seletividade, linearidade, sensibilidade, intervalo (faixa linear), precisao, limite de
detecgéo, limite de quantificacédo e exatidao.

IV.5.2.3.1. Seletividade

A seletividade foi avaliada pela comparacdo dos cromatogramas obtidos
para a amostra branco de carne de peixe e para amostra fortificada com a OTC e
o padrdo interno (NOR), nas concentracdes de 150 e 25 ng g™, respectivamente,
submetidas ao processo de extragdo descrito na Figura IV.5 (p.115), com o
objetivo de avaliar a eventual presenca de interferentes da matriz que pudessem
comprometer a determinagao de cada um dos antimicrobianos.

Como critério de aceitacdo foi estabelecido que as repostas de picos
interferentes nos tempos de retencédo dos analitos deveriam ser inferiores a 20 %
das respostas dos respectivos limites de quantificagao.

Os resultados sao apresentados pelas Figuras IV.12 e IV.13 (p.132-133),
onde se pode comprovar a seletividade do método desenvolvido.

IV.5.2.3.2. Curva analitica, linearidade e sensibilidade

A curva analitica foi construida mediante fortificacdo de amostras branco de
tilapias do grupo controle, em cinco niveis de fortificagdo (50, 100, 150, 200 e 300
ng g"'), estabelecendo a concentragdo correspondente ao LMR para OTC (100 ng
g") como o segundo nivel da curva, e usando a NOR (25 ng g') como padrao
interno. Para a fortificacdo das amostras branco foram empregadas solugdes
estoques dos analitos, diluidas em solucdo aquosa contendo acetato de sédio
(0,0375 mol L), cloreto de calcio (0,0175 mol L") e EDTA (0,0125 mol L"), com
pH ajustado para 7,0.
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A curva analitica obtida (expressa pela equacao y = 0,06414 + 0,005301x)

e o respectivo grafico de residuos estao apresentados na Figura 1V.14.

Curva Analitica Grafico de Residuos

2 4 (y = 0,06414 + 0,005301x) 002 -
@
0 o) -
- 0.01 A
<9 :
23) 14 T 0.00 . ; ' s
O = (2] 100 200 300 400
5o 2
c = -0.01 1 "
oc

0 T T T 1 -0.02 4

0 100 200 300 400
CONCENTRACAO (ng g™)

Figura IV.14 - Curva analitica para quantificacdo de OTC em carne de peixe, e 0
respectivo grafico de residuos.

O método desenvolvido para a quantificacdo de OTC em carne de peixe
apresentou linearidade superior a 0,99, adequada para a proposta do método,
conforme recomendagdes ANVISA (2003) e da Comunidade Européia (EC 2002).

Considerando a linearidade e a dispersdo dos residuos dentro de uma
variacao menor do que 20 % (valor recomendado pela EC, 2002), fica comprovada
a adequacao do método desenvolvido para a faixa linear de trabalho de 14 a 300
ng OTCg™.

1V.5.2.3.3. Limite de Deteccdo (LOD)

Existem diferentes procedimentos para se estimar o LOD, entre esses o da
razao sinal-ruido (3:1 para o sinal e ruido da linha de base) (ICH, 1996), o qual foi
empregado no presente trabalho, onde se teve como resultado o valor médio das

replicatas correspondente a 4,0 ng g
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1V.5.2.3.4. Limite de Quantificacdo (LOQ)

Para o presente trabalho, o LOQ foi obtido de maneira semelhante ao
ocorrido para LOD, isto é, empregado a razao sinal-ruido igual a 10, onde se teve
o resultado de 13,0 ng g ™', apresentado como valor médio das replicatas.

E importante ressaltar para que o método seja aceitavel para a
determinacao de residuo de medicamentos veterinarios em alimentos, o LOQ
deve ser menor do que o LMR estabelecido para o analito (contaminante) em

questao, o que veio a se confirmar (LMR da OTC em carne de peixe é de 100 ng
-1
g)

1V.5.2.3.5. Precisao

Para avaliar a precisdo do método desenvolvido, o procedimento ocorreu
da seguinte forma:

Preciséo intra-ensaio: foi obtida para um nivel de concentragdo (150 ng
g "), mediante fortificacdo de amostras branco, analisada em quintuplicata (n = 5)
em um mesmo dia, pelo mesmo analista € no mesmo equipamento e o resultado,
expressa como a estimativa do desvio padrao relativo (RSD), foi de 6,2 %.

Precisao inter-ensaio: foi obtida para trés niveis de concentracédo (100, 150
e 200 ng g™'), mediante fortificacdo de amostras branco, em trés dias diferentes (n
= 3). As anadlises foram realizadas pelo mesmo analista e no mesmo equipamento
e 0 resultado, expresso como a estimativa do desvio padrao relativo (RSD), foi de
1,56% (100 ng g'); 10,3 % (150 ng g'); € 6,2 % (200 ng g ).

A precisao intra e inter-ensaios foi inferior a 20 %, conforme recomendado
pela EC (2002).

IV.5.2.3.6. Exatidio

A exatiddo do método desenvolvido foi avaliada mediante teste de
recuperacdo, com amostras branco de carne de tilapia fortificadas com OTC (150
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ng g') e NOR (25 ng g'), repetidas em dias diferentes (n = 3). Os resultados
obtidos, transformados em porcentagem da quantidade conhecida dos analitos
apds desenvolvimento do procedimento de extracao, variaram na faixa de 86 a 97
% e estao dentro das recomendacdes da EC (2002) (80 - 110 %).

A Tabela IV.9 sumariza os resultados obtidos dos parametros de validacao
para o método desenvolvido para a determinagdo de OTC em carne de peixe.

Tabela IV.9 - Parametros de validacao obtidos para o método desenvolvido para

determinacao de OTC em carne de tilapia por HPLC-FL.

Parametros oTC
Faixa linear (ng g™") 13-300
Linearidade 0,9968

Sensibilidade (ua g ng™) 0,00530
Intra-Ensaio (RSD %)
150ng g’ (n=3) 6,2
Inter-Ensaio (RSD %)

Precisao P

100ng g’ (n =5) 1,5
150ng g’ (n = 5) 10,3

200 ng g”' (n = 5) 6,2

LOD (ngg”') (n=3) 4,0

LOQ (ng g™) (n=3) 13

Exatidao (% Recuperacao)

150ng g’ (n=3) 86-97

Os resultados da Tabela IV.9 se apresentaram satisfatérios ao que se
propde 0 método desenvolvido, ou seja, quantificacdo de OTC na carne de peixe,e
portanto, 0 método pode ser aplicado no estudo de deplecao de residuos de OTC

na carne de tilgpias.

140



CAPITULO IV Oxitetraciclina

1IV.5.3. Resultados de deplecao de OTC na carne de tilapias

A OECD (OECD, 1996) apresenta uma norma de procedimento para
avaliacdo da bioconcentracdo de substancias quimicas em peixes na qual
recomenda um numero minimo de quatro individuos por tratamento (diferentes
concentracdes testes da substancia avaliada). Para o mesmo objetivo, a agéncia
U.S.FDA (FDA, 2006) recomenda o uso de cinco individuos por tratamento. No
presente estudo, para avaliar a deplecdao de OTC na tilapia e estabelecer o
periodo de caréncia, grupos de peixes com dez individuos, com peso individual
médio de cerca de 100 g, foram abatidos apés 1, 2, 3, 4, 5, 8, 10, 15, 20 e 25 dias
da exposicao a OTC.

1V.5.3.1. Analises das amostras das tilapias do ensaio

Para cada um dos dias selecionados para avaliacdo de residuos de OTC,
foram analisadas amostras de dez peixes em duplicata. As analises foram
realizadas conforme método desenvolvido neste trabalho (item 1V.5.2, p.126). Os
resultados das médias das duplicatas estdo compilados na Tabela IV.10.

Os parametros fisico-quimicos (temperatura, pH, oxigénio dissolvido e
concentracao amoniacal) da agua dos tanques, que comportaram os peixes do
ensaio, foram monitorados durante o periodo de estudo, conforme apresentado na
Tabela IV.4 (p.107).
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Tabela IV.10. Dados de concentracdo média de OTC obtidas das andlises em

duplicatas nas carnes das tilapias do ensaio.

Conc. OTC Conc. OTC Conc. OTC
PEIXES (ng o) PEIXES (ng g°) PEIXES (ng g
1.1 68 2.1 52 3.1 70
= 12 82 8 22 78 ®» 32 30
< 13 227 < 23 154 < 33 46
Q 14 171 Q 24 53 Q 34 47
— 15 105 N 25 26 ® 35 84
<« 16 160 <« 26 103 <« 36 45
3 17 114 3 27 85 3 37 46
< 18 169 < 28 111 < 38 37
o 1.9 77 G 29 98 o 39 56
1.10 104 2.10 84 3.10 51
4.1 35 5.1 <LOQ 6.1 23
F 42 43 & 52 31 © 6.2 21
< 43 64 < 53 30 < 63 20
Q 44 86 Q 54 19 Q 64 <LOD
S 45 70 55 36 © 65 <LOQ
< 46 24 <« 56 <LlOD o 66 <LOD
3 47 15 3 57 <tlob 4 67 <LOD
< 48 26 < 538 <Ltoa gz 68 <LOD
G 4.9 74 G 59 <LlOD @& 69 <LOQ
410 55 5.10 <LOD 6.10 <LOD
A <LOD
o 72 <LOD
< 7.3 <LOD
o 74 <LOQ
N~ 7.5 <LOQ
I 76 <LOD
< 77 <LOD
© 78 <LOD
o 79 <LOD
7.10 <LOD

Na Tabela IV.10 pode-se verificar que alguns peixes da gaiola 6, e quase
todos os peixes da gaiola 7, representando, respectivamente, os periodos de 8 e
10 dias apds a medicacado dos animais, apresentaram concentracées de OTC na

carne abaixo do LOD (4 ng g') do método analitico.
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1V.5.3.2. Avaliacdao da deplecao de OTC na carne de tilapias

As concentragdes médias de OTC nos diferentes dias ap6s a medicacao e
as respectivas estimativas dos desvios padrao relativos e intervalos de confianca
(P < 0,05) estao apresentados na Tabela IV.11. Os resultados apresentados na
Tabela IV.11 foram obtidos a partir dos dados da Tabela IV.10. Para as
concentracoes de OTC abaixo do LOQ ou LOD foram atribuidos valores de 8 e 2
ng g”, respectivamente, conforme recomendacdo da EMEA, que correspondem a
metade dos respectivos limites estabelecidos no método analitico.

Tabela IV.11. Concentracdo de OTC na carne de tilapia alimentadas com racao
medicada com OTC (80 mg de OTC/kg PV/dia) durante 5 dias. (t: tempo de
deplecéo).

¢ Concentracao Intervalo da
Gaiola n média de RSD (%) concentracao de OTC
(dias) OTC (ng g*) (ng ") (P<0,05)
1 1 10 128 40 91 -165
2 2 10 84 43 59 - 110
3 3 10 51 31 40 — 62
4 4 10 49 49 32 - 67
5 5 10 14 14 <LOQ -24
6 8 10 <LOQ 9 <LOD-15

A curva de deplecédo da OTC da carne de tildpias apdés o término do
tratamento de medicacéao € apresentada na Figura I1V.15.
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Figura IV.15. Perfil da curva concentragdo de OTC em fung¢do do tempo (periodo
entre a ultima administracdo de OTC e o abate). Os intervalos em cada tempo
representam o valor médio + estimativa do desvio padrdo. A curva tracejada
apenas mostra a tendéncia.

Mediante o emprego do programa computacional GraphPad Prism®, versao

2.1 (1996), foi obtida a equacdo que melhor se ajusta ao perfil de deplegéo
descrito, que é uma equacao exponencial de primeira ordem (Equacéo I1V.1):

C=Aexp(-pt) (IvV.1)

onde: C é a concentracdo de OTC na carne de peixe apés o dia t (periodo apds
ultima medicacao) e B a constante de eliminacao da fase terminal.

E importante destacar, que apés 5 dias a concentracdo de OTC na carne
dos peixes avaliados situava-se abaixo do LOQ e, portanto, esses pontos nao
foram considerados para gerar o modelo matemaético.

Substituindo os valores calculados pelo programa matematico temos a
equacao 1V.2:

C=214,4 exp(-0,279 t) — 34,09 (IV.2)
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Os parametros do modelo foram ajustados usando a regressao nao linear
por minimos quadrados, onde foi obtido um r? de 0,9962. O gréfico esta
apresentado na Figura IV.16.
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Figura IV.16. Curva concentracao de OTC em funcéo do tempo (periodo entre a
ultima administracdo de OTC e o abate). Os intervalos em cada tempo
representam o valor meédio + estimativa do desvio padrao.

O tempo de meia-vida de eliminagdo da OTC na carne de peixe é de 2,5
dias, obtido a partir da seguinte relagéo (equagéo 1V.3):

0,693
lya = 5 3)

O periodo de caréncia € determinado quando o limite de tolerdncia da
concentracao residual se encontra abaixo do valor de LMR. O limite de tolerancia
fornece um intervalo na qual se localiza um percentil da populagdo com um nivel
de confianca. A FDA recomenda empregar 99 % de percentil e 95 % de confianga
para essa avaliacdo. Para estabelecer o periodo de caréncia, a FDA recomenda
modelar a curva de deplecado no sentido de gerar uma reta, ou seja, transformar a

concentracado em sua funcdo logaritmica. Para empregar esse modelo é
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necessario verificar se a incerteza da variavel dependente realmente segue uma
distribuicdo de Gauss apéds transformacgédo logaritmica, o que requer que a
concentracao residual, em cada tempo avaliado, siga uma distribui¢cdo log-normal.
O teste recomendado para essa finalidade é o teste de Bartlett (CONCORDET &
TOUTAIN, 1997). Os resultados obtidos experimentalmente apds linearizacao do
modelo (Figuras IV.17 e IV.18) confirmam a distribui¢cdo log-normal.

A equacéo V.4 descreve o modelo matematico:

Ln C = -0,4824 (+0,0495) t + 5,248 (+0,220) (IV.4)

6.0
5.5

5.0 LMR
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O 45
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Figura IV.17 - Linearizacdo da curva de deplecao (In C vs tempo). Em vermelho
esta representado o LMR.
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Figura IV.18 - Gréfico de residuos.
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A partir do grafico da Figura IV.17 pode-se verificar que a concentragao de
OTC na carne das tilapias atinge niveis abaixo do limite maximo de residuo (100
ng g'') a partir do quinto dia depois de finalizada a medicaco.

Os resultados obtidos indicam um periodo de caréncia de 5 dias quando as
tilapias sdo submetidas a uma medicagéo a base de OTC via racao (80 mg por kg
de PV por dia) durante cinco dias consecutivos, nas condicbes ambientais
empregadas no estudo.

Os trabalhos reportados na literatura apontam para comportamentos
distintos de deplecao de OTC em funcéo de diferentes variaveis, como espécies
de peixes, via de fornecimento da medicacdo, assim como condicbes ambientais
(temperatura da agua, pH, e outros).

MEINERTZ et al (2001) avaliaram a deplecao de OTC na carne de salméao,
apds uma medicacao de 10 dias consecutivos, via ragdo, na concentracédo de 88,2
mg(kg PV)'(dia)™", e determinaram um tempo de meia vida de eliminacdo de 4,9
dias. A temperatura da agua variou na faixa de 4 a 8,5 °C temperatura.

BJORKLUND & BYLUND (1990), usando trutas arco-iris (rainbow trout),
com medicagdo por 10 dias consecutivos, via racdo, na concentragcdo de 100
mg(kg PV)"(dia)”", determinaram um tempo de meia vida de eliminacdo de 1,7
dias (temperatura da 4gua variou de 17 a 20 °C). Quando o ensaio foi realizado a
10 °C, com a mesma espécie de peixe, no entanto com fornecimento oral do
medicamento na concentragdo de 75 mg OTC (kgPV)", em dose Unica, o tempo
de meia vida de eliminacao foi de 5,9 dias.

Os resultados de deplecao de OTC encontrados no presente trabalho, para
as tilapias do Nilo, relatam um tempo de meia vida de eliminagdo menor que os da
literatura, confirmando o esperado quando se leva em consideragdo as maiores

temperaturas envolvidas neste estudo.
IV.6. Conclusodes

O método desenvolvido usando a cromatografia liquida de alta eficiéncia
associado a deteccao por fluorescéncia é adequado para a determinacédo de
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residuos de OTC em carne de tilapias, apresentando os parametros de validacao
conforme preconizados pela Comunidade Européia.

O ensaio com as tilapias permitiu estabelecer a curva de deplecao de OTC
na carne dos peixes, a qual se ajusta a um modelo exponencial de primeira
ordem.

Para as tilapias (Oreochromis niloticus) mantidas a uma temperatura no
inervalo de 16,5 a 24,5 °C e tratadas por cinco dias consecutivos com OTC via
racdo em uma concentracdo de 80 mg(kg PV)'(dia)" o tempo de meia vida de
eliminagao foi de 2,5 dias. O periodo de caréncia estimado foi de 5 dias.

A concentracao de OTC na carne das tilapias foi menor do que o LMR com
trés dias apds o término do fornecimento do farmaco via ragéo.

A variacdo entre as concentracées de OTC na carne de tilapias de um
mesmo grupo (replicatas) foi menor do que 50 % e menor do que reportada por
outros autores. Cabe ressaltar que os dados sao independentes entre si ja que
cada replicata se refere a um animal diferente. Portanto, a dispersdo dos
resultados € funcdo de varidveis como: numero de peixes contidos em cada
tanque e maneira como é fornecida a racdo. Existe uma competi¢cdo natural pelo
alimento entre os individuos, o que leva a ingestao diferenciada do farmaco pelos
mesmos.

Comparando os resultados obtidos neste trabalho com outros reportados
na literatura, embora com espécies diferentes, indicam a necessidade de que
estudos visando o establecimento de periodos de caréncia sejam realizados na
regido de criacdo dos peixes, uma vez que 0s parametros de deplecdo néo
somente dependem da espécie animal, mas também das condicbes ambientais,

em particular a temperatura do meio.
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