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REsSumo

Residuos de antibiéticos tetraciclinicos em musculo de peixe: comparacao de
diversos métodos de extracao e avaliacao por HPLC

A classe de antibibticos tetraciclinas € amplamente empregada na aquicultura e
possui especial dificuldade analitica devido a uma estrutura complexa e grande interagao
com os componentes da matriz cdrnea. Neste trabalho foram avaliadas diferentes técnicas
de extracdo de residuos de tetraciclinas em filés de tilapias. Analisou-se oxitetraciclina,
doxiciclina, tetraciclina e clortetraciclina por HPLC-fluorescéncia nas condigbes: gradiente
de fase mével, com fase organica composta por MeOH:ACN (1:1, v/v) e fase aquosa pH
7,00 contendo Na,COOH (37,5 mmol L), CaCl, (17,5 mmol L") e EDTA (12,5 mmol L") e
deteccdo em 385/528 nm (Aexc/Aem). Foram avaliados os métodos de extragdo: particao
liquido-liquido; extracdo em fase sdlida utilizando as fases estécionarias fenil, C18 e
polimérica Oasis-HLB; concentracdo em resina XAD 16; e QuEChERS; que foram
otimizados utilizando planejamento experimental fatorial fracionario e comparados quanto a
eficiéncia de extragdo. A particdo liquido-liquido e o protocolo QUEChERS apresentaram
baixas eficiéncias de extragdo dos analitos (14-30%). O emprego da resina polimérica
Amberlite XAD 16 apresentou boa eficiéncia (40-60%), mas com baixa precisdo e grande
consumo de tempo. O emprego de SPE apresentou os melhores resultados, com destaque
para a fase fenil (58-76%), sendo entdo este método validado com relagcédo as figuras de
mérito seletividade, linearidade, exatidao, precisdo, limite de deteccdo e quantificagao,
mostrando-se adequado para a investigacao dos analitos em niveis de residuos em filés de
tilapia. Um total de 26 amostras comerciais foram analisadas, sendo que apenas uma
delas apresentou residuo de 42,0 + 8,4 ng g de Oxitetraciclina, estando abaixo do limite

méaximo de residuo no estabelecido no Brasil de 200 ng g™
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ABSTRACT

Tetraciclinics antibiotic residues in fish muscle: comparison of various extraction

methods and evaluation by HPLC

The indiscriminate use of antibiotics in aquaculture can generate residues in meat
intended for human consumption and cause the arising of bacterial resistance. The
tetracycline antibiotics class is widely used and has ultimate analytical difficulties due to a
complex structure and large interaction with components of meat matrix. In this work
different techniques were evaluated for extraction of tetracycline residues in tilapia fillets.
Oxytetracycline, doxycycline, tetracycline and chlortetracycline were analyzed by HPLC-
fluorescence under the following conditions: mobile phase gradient; organic phase
composed by MeOH:ACN (1:1, v/v) and aqueous phase containing Na,COOH (37,5 mmol L’
", CaCl, (17,5 mmol L") e EDTA (12,5 mmol L") at pH 7.00 and detection at 385/528 nm
(Aexc/Aem). The evaluated extraction methods were: liquid-liquid partition; solid phase
extraction (SPE) using stationary phases phenyl, C18 and Oasis HLB; concentration on
adsorbent resin XAD 16; and QUEChERS. The methods were optimized using fractional
factorial experimental design and compared in terms of extraction efficiency. The liquid-
liquid partition and QUEChERS protocol showed low extraction efficiencies (14-30%). The
use of polymeric resin Amberlite XAD 16 showed a good efficiency (40-60%) but with low
precision and large time consumption. The use of SPE showed the best results and was
validated according to the merit figures selectivity, linearity, accuracy, precision, limit of
detection and quantification, making it adequate for the investigation of analytes at levels of
residues in tilapia fillets. A total of 26 real samples were analyzed and only one sample
exhibited Oxytetracycline residue of 42,0 + 8,4 ng g, being below the maximum residue

limit established in Brazil of 200 ng g™
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1 INTRODUCAO
1.1 Uso de antibiéticos na aquicultura

A aquicultura vem despontando como uma das grandes promessas para o
aumento da producdo de proteina animal no mundo e também como fonte de
distribuicdo de renda. O potencial do Brasil para o desenvolvimento da aquicultura é
imenso, constituido por 7.367 km de costa maritima, aproximadamente 12 % da agua
doce disponivel no planeta, clima extremamente favoravel, terras disponiveis e ainda
relativamente baratas na maior parte do pais, mao de obra abundante e crescente
demanda por pescado no mercado interno e externo. A produgdo aquicola brasileira
tem crescido acima da meédia mundial desde 1995, crescendo em média 21,1% ao ano
enquanto a mundial cresceu cerca de 9,5 % ao ano, no periodo de 1991 a 2004.!" Entre
2008 e 2009, a producao brasileira de pescado, somando aquicultura e pesca extrativa,
aumentou 15,7 %, passando de 990.899 toneladas anuais para 1.240.813 ao ano,
sendo que a aquicultura apresentou uma elevacédo de 43,8%, passando de 289.050
toneladas/ano para 415.649 toneladas/ano. A criacdo de tilapia (Oreochromis niloticus)
chegou a 132 mil toneladas/ano sendo o carro chefe da produgao aquicola brasileira.”?

Um dos grandes desafios para o desenvolvimento da aquicultura reside na
dificuldade de um controle microbiano eficaz dentro de sistemas aquaticos ja que,
diferentemente do que se observa em cultivo de animais terrestres, os residuos
excretados por animais aquaticos sédo de dificil coleta, dissolvendo-se ou
permanecendo em suspensao na agua de cultivo. O material excretado, somado aos
residuos de racao, contribuem para o aumento de matéria organica, reduzindo a
qualidade da agua e facilitando a proliferacdo de microrganismos. Dessa forma, a
aquicultura exige cuidados rigorosos com o ambiente de criacdo e das condi¢cbes de
manejo dos animais para evitar consequentes perdas de producéo. "

Uma das formas de controle da qualidade do ambiente aquatico é o uso de
medicamentos veterinarios, como os antibidticos, que sao farmacos de origem natural
ou sintética e tem a capacidade de destruir ou inibir o crescimento microbiano. Na
aquicultura, os antibiéticos sao utilizados principalmente com propdésitos terapéuticos e

como agentes profilaticos, ou seja, que impedem o desenvolvimento de doencgas. No



entanto, o uso desses medicamentos deve ser cuidadoso, ja que uma administracdo
indiscriminada e em quantidades fora das especificacbes permitidas em peixes
destinados ao consumo humano pode gerar residuos que persistem nos tecidos
animais. Além disso, ha casos em que essas drogas tém sido usadas nao sé para o
tratamento de enfermidades dos peixes, mas também como incremento nas ragoes,
com consequente aumento da eficiéncia de conversao energética, devido a diminuicao
da competicdo por alimento com bactérias intestinais.’**

O uso excessivo dos antibidticos também pode ser fonte de resisténcia
microbiana, ou seja, algumas bactérias conseguem se adaptar ao meio e sobreviver
mesmo na presenca de antibidticos. Dessa forma, as bactérias mais resistentes ou
mutantes sdo selecionadas e rapidamente se multiplicam (em cerca de 20-30 min uma
populacdo de bactérias pode se duplicar), transmitindo a resisténcia ao restante da
populacdo. Uma vez criadas bactérias nao patogénicas resistentes, os genes
resistentes podem entédo ser transferidos para bactérias patogénicas por mecanismo de
conjugacao resultando em infecgdes humanas cujos agentes causais sao resistentes a
antibiéticos. Seu amplo uso no cultivo de peixes foi associado com o desenvolvimento
de resisténcia em Aeromonas hydrophila e A. salmonicida - causadoras de
gastroenterites em humanos; Edwardsiella tarda, E. icttaluri - causadoras de infeccoes
entéricas, meningites e abcessos hepaticos em humanos; Vibrio anguillarum e V.
salmonicida - causadoras de Vibrioses em peixes; Pasteurella piscida e Yersinia rucke -
causadoras de infecgdes em peixes. &

A ocorréncia de residuos de medicamentos veterinarios em produtos carneos
pode ser causada principalmente pela nao obediéncia dos periodos de caréncia pré-
abate, necessario para depuracado do farmaco e seus metabdlitos do organismo dos
animais, ou mesmo com utilizacdo acima das quantidades especificadas, que alteram
esse tempo de caréncia. Outra possivel fonte reside na contaminacdo ambiental,
principalmente em sistema de criagdo em ambientes aquaticos onde a agua de
abastecimento pode receber residuos e excrementos de outras criagcbes de animais
terrestres por lixiviagdo ou mesmo por adi¢do direta para fins de alimentacdo.!'”



1.2 Aspectos da legislacao

Devido ao uso excessivo de antibioticos nas ultimas décadas, os 6rgaos de
fiscalizacdo mundiais estdo aumentando o rigor com relacdo ao emprego de tais
medicamentos, tanto pela proibicio de certas substincias, como também
estabelecendo os Limites Maximos de Residuos (LMR), que sdo as concentracoes
maximas permitidas destes compostos em alimentos e que nao tem potencial dano a
saude humana.

A Unidao Européia estabeleceu, através do documento de Regulacdo do
Conselho 90/2377/EEC, valores dos LMRs para diversos produtos de origem animal
incluindo os pescados, e nos EUA a criacao desses limites ficou sob responsabilidade
do érgdo FDA (Food and Drug Administration).!''"® No Brasil, a fiscalizacdo do uso de
antibiéticos em animais destinados ao consumo humano estd sendo realizada atraves
do Plano Nacional de Controle de Residuos (PNCR), criado pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) em 1995 com funcao regulamentar, de
controle e vigilancia. Suas acdes foram direcionadas para se conhecer e evitar a
violacdo dos niveis de seguranca ou dos LMRs de substancias autorizadas, bem como
verificar a ocorréncia de quaisquer niveis de residuos de compostos quimicos de uso
proibido no pais. Para isto, sdo colhidas amostras de animais abatidos e vivos, de
derivados, industrializados ou beneficiados, destinados a alimentagdo humana,
provenientes dos estabelecimentos sob Inspecdo Federal (SIF) e em seguida
encaminhadas aos laboratérios credenciados para anélise.!'"1*1!

Até o inicio de 2006, dos programas setoriais elaborados, somente o de controle
em carne bovina havia sido implementado. A Portaria ministerial n® 50, de 20/02/2006
(publicada no Diario Oficial da Unido em 03/03/2006, Secao 1), estendeu a
implementacdo do PNCR também para as outras fontes de carne (aves, suina, equina e
pescado), leite, mel e ovos. Os primeiros resultados do monitoramento de antibi6ticos
em pescado foram publicados na Instrugdo Normativa n® 8, de 30/03/2007 (publicada
no Diario Oficial da Uniao em 03/04/2007, Secédo 1) englobando apenas 5 tipos de
compostos. Com o aprimoramento do programa, o escopo analitico foi aumentado e no

ultimo resultado publicado na Instrucdo Normativa n® 7, de 04/04/2012 (publicada no



Diario Oficial da Uniao em 05/04/2012, Secao 1) referente ao exercicio de 2011, foram
monitorados 20 tipos de antibidticos e seus metabdlitos em pescado de cultivo,
incluindo trés da classe das tetraciclinas (oxitetraciclina, clortetraciclina e tetraciclina)
além de cloranfenicol, florfenicol, tianfenicol, sulfadimetoxina, nitrofurazona,
furazolidona, furaltadona, nitrofurantoina, sulfametazina, sulfatiazol e enrofloxacina,
ciprofloxacina, sarafloxacina, &cido nalidixico, &cido oxolinico, difloxacino e flumequina.
[15,16,17]

Mesmo nao sendo regulamentadas no Brasil para serem utilizadas na
aquicultura, as tetraciclinas sao disponiveis comercialmente para uso em outras
criagbes de animais, e, devido ao baixo custo e facil acessibilidade, acabam sendo
empregadas no controle microbiano durante os processos de criacdo € manejo de

peixes.

1.3 Tetraciclinas

Dentre os principais antibiéticos empregados na aquicultura, e também alvos do
PNCR, estdo os da classe tetraciclina (TC), que possuem um amplo espectro de
atividade antimicrobiana, englobando tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-
negativas, incluindo alguns microorganismos anaerdbios. A clortetraciclina foi a primeira
molécula descoberta desta classe em 1948 e, atualmente, sdo disponiveis
comercialmente 8 tipos diferentes, sendo as mais empregadas na producao de produtos
animais e medicina veterinaria: tetraciclina (TET), clortetraciclina (CTC), oxitetraciclina
(OXI) e doxiciclina (DOX). Esse grupo de moléculas age inibindo a sintese bacteriana
de proteinas através da ligacdo com o ribossomo bacteriano, impedindo o acesso da
proteina aminoacil-tRNA ao sitio receptor do complexo mRNA-ribossomo da bactéria.
As estruturas das principais TCs sdo apresentadas na Figura 1.!"113.18l



HsC,
CH
R 3
: R; R R4 \ﬂ/ 3
: OH

H CONHz

OH .

OH o OH 2] 1©

R1 R2 R3 R4

Tetraciclina -H -CH: -OH -H
Clortetraciclina -Cl -CH; -OH -H
Oxitetraciclina -H -CHs -OH -OH
Doxiciclina -H -CHs -H -OH

Figura 1: Estrutura das principais TCs. Os numeros indicam as regiées da molécula

com hidrogénios ionizaveis

Os LMRs estabelecidos pela Unido Européia para esses antibiéticos sdo de
100 pg Kg™', ou ng g, para misculo de peixe, sendo expressos como a soma da
concentracao de cada TC com seu isbmero 4-epimero correspondente, no caso de OXI,
CTC e TET. A FDA estabelece o LMR de 2000 ng g™’ para a soma de todas as TCs em
carne de peixe. No Brasil, o LMR estabelecido pelo PNCR para carne de pescado é de
200 ng g sendo a soma das concentragdes da OXI, TET e CTC. Desta forma, como as
concentracdes a serem monitoradas sdao muito baixas, metodologias analiticas com
6tima sensibilidade, seletividade, exatiddo e precisdo sdo requeridas para gerar

resultados confiaveis obtidos pelos laboratérios de analise.!'' 3!

1.4 Desafios na analise das Tetraciclinas

As moléculas da classe TC possuem caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes, distinguindo-se principalmente por seus diferentes valores de pKas
referentes aos trés hidrogénios ionizaveis em cada molécula, sendo pKa; referente ao
grupo tricarbonila, pKa, referente ao grupo fenol dicetona e pKas referente ao grupo

dimetil-aménio (Figura 1 e Tabela 1).



Tabela 1: pKa das Tetraciclinas!'®

pKa, pKaz pKas

Oxitetraciclina.HCI 3,2 7,5 8,9
Tetraciclina.HCI 3,3 7,8 9,6
Clortetraciclina.HCI 3,3 7,6 9,3
Doxiciclina.HCI 3,0 8,0 9,2

Assim, cada tetraciclina apresenta cargas localizadas em toda a faixa de pH,
sendo neutras apenas na forma zwiteribnica. Além disso, essas moléculas possuem
varios pontos passiveis de formacado de ligagdes quimicas, formando, facilmente,
complexos com metais e também com proteinas encontradas em matrizes biol6gicas.
Além disso, em condicoes acidas, as TCs podem sofrer epimerizacdo no carbono 4
(com excecdao da DOX) formando misturas de dificil separacdo com seu 4-epimero
correspondente que possui baixa atividade como antibiético. Dessa forma, a analise
quantitativa de analitos da classe das tetraciclinas tem apresentado especial
dificuldade, devido a complexidade das etapas de extracdo dos mesmos e de um
eficiente clean up para remocao de interferentes, abundante nas diferentes matrizes
carneas. Essas séo etapas criticas e, muitas vezes lentas, no desenvolvimento de um
método analitico eficaz para determinacdo desses antibidticos e tem sido alvo de
diversos estudos. ['%2"!

Dentre as principais técnicas utilizadas na extragdo das TCs em alimentos, a
extracao soélido-liquido com solugcédo tampéao aquosa contendo citrato e fosfato, em pH 4
(tampao Mcllvaine), e 4cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) é a mais empregada.’?"
27l Nesse pH ¢é favorecido o deslocamento do equilibrio para a forma Zwiteridnica das
TCs, aumentado sua solubilidade.”® Extragdes exaustivas sdo comumente
empregadas, mas métodos rapidos também sao viaveis, como o descrito por Coyne et
al. que realizaram a extragdo de OXI em musculo de peixe em uma Unica etapa,
utilizando solugdo aquosa contendo Tampao Mcllvaine/EDTA obtendo baixas
recuperacdes (33 - 35 %), mas com boa reprodutibilidade.’®® A extragcdo com solventes
organicos também é muito utilizada, sendo que acetato de etila, acetonitrila e metanol

sd0 os solventes mais empregados.**** Como exemplo, Cristofani et al. conseguiram



recuperacdes absolutas entre 53 e 88% utilizando tampé&o de acido succinico 0,1 mol/L

em pH 4 e metanol.®¥

A desproteinizagcdo de matrizes biolégicas com acido
tricloroacético também tem sido realizada em conjunto com extragdes com
solventes.?®%"! Como agente de clean up na extracéo liquido-liquido pode-se utilizar um
solvente auxiliar que concentre os interferentes da matriz, e ndo os analitos, obtendo-se
um efeito de particdo.

Outra técnica muito utilizada para efetuar o clean up de extratos, é a extracdo em
fase sélida (SPE). Nesta técnica, os analitos contidos em uma solucao aquosa ou
organica sao inseridos em uma seringa plastica ou de vidro, chamada de cartucho,
contendo um material sélido adsorvente. A fase liquida é removida por aspiracao e 0s
compostos de interesse ficam retidos na fase sélida. Um solvente organico ou aquoso
seletivo é geralmente utilizado em seguida para uma etapa de lavagem, visando
remover os interferentes, e finalmente outro solvente é usado para eluir os analitos de
interesse. Uma ampla variedade de adsorventes pode ser empregada devido aos varios
grupos funcionais encontrados nas TCs. Cartuchos com fase sélida de octadecilsilano
(C18)12*%] adsorventes poliméricos?22634 fenill®® e também grupos amino®®! sao
citados na literatura para a extracdo das TCs de diversas matrizes, como carnes, leite e
mel. A vantagem dessa técnica reside na possibilidade de concentracao dos analitos,
com insercao de grande volume de extragcdo da amostra e eluicdo com pequeno volume
de solvente. Como desvantagem, tem-se o alto custo, j& que os cartuchos séao
descartaveis.

Alguns autores também utilizam a tendéncia de complexacdo das TCs com
metais para efetuar a extracao e clean up por meio de cromatografia de afinidade por
metal imobilizado (IMAC), que consiste em aplicar o extrato em uma fase contendo ions
metalicos imobilizados (como Cu®*) que retém as TCs.*® Em seguida um tampao
contendo EDTA é usado para eluir o metal juntamente com os analitos, pelo
rompimento da ligagdo metal-suporte.®* Recentemente Miranda et al. realizaram
processo de clean up e extracao de algumas TCs em carne de aves utilizando extracao
em fase sélida dispersiva (DSPE) com resina polimérica trocadora de ions Amberlite®
XAD7, com ¢étimos resultados de recuperacdo.””! Alguns exemplos de técnicas ja



empregadas para analise de TCs em diferentes matrizes sdo apresentados na Tabela
2.

Tabela 2: Métodos de extracao, clean up e deteccao utilizados para analise de TCs

Separacgdo e

Referéncia TCs Matriz Extracdo Clean up -
Detecc¢ao
Tampao Mcllvaine pH
21 TET, OXI, Peixe 4,0-EDTA e Decantagao CE-UV
DOX .
Acetonitrila
Precipitacao das
OXI, TET, Carne Tampao Mcllvaine pH proteinas com acido
22 CTC sufna 4,0-EDTA e filtracdo, seguido HPLC-UV
de SPE (Oasis HLB)
OXI, TET, N . HPLC-
23 CTC,  Leite 1 2mpdo Mcllvaine pH SPE (Fenil) Deteccio
4,0-EDTA s
DOX eletroquimica
. Acido Tricloroacético n-hexano e SPE
24 OXI Peixe com EDTA (C18) HPLC-UV
OXI, TET, . Tampao Mcllvaine pH  Micro extragdo em
2> crcpox Feixe 4,0-EDTA fase solida online ~ TEECUV
Tampao Mcllvaine pH .
26 OXI, TET Mel 4.0-EDTA SPE (Oasis HLB) HPLC-FL
TET, OXI, Tampao Mcllvaine pH  SPE (C18) e DSPE
27 DOX Ave 4,0-EDTA (XAD 7) CE-UV
- . Precipitacdo das
28 OXI  Peixe 1ampdoMecllvamepH o 0 comdcido HPLC-UV
4,0-EDTA . -
e centrifugacao
. Acetato de etila e
29 OX1 Peixe solucdo pH 3,0-EDTA SPE (C18) HPLC-UV
OXI, TET, . Acetonitrila e tampao
30 ctc  Pexe citrato pH 5,0 ) HPLC-FL
OXI, TET, Precipitacdo das
31 CTC, Leite Acetonitrila proteinas com dcido =~ HPLC-UV
DOX e centrifugacao
32 OXI Ave Acetonitrila n-hexano e HPLC-UV
centrifugacao
33 OX(I:’,FEET’ Leite Acetonitrila e NaCl Centrifugacdo HPLC-MS
34 OXI, TET, Carne Tampao 4cido succinico IMAC e SPE (Oasis HPLC-UV

CTC,DOX bovina pH 4,0 e Metanol HLB)




Outra alternativa ainda pouco explorada para se efetuar a extracdo de TCs € um
método desenvolvido recentemente para a extragdo multi-residuos de pesticidas em
alimentos, chamado QUEChERS (do inglés: quick, easy, cheap, effective, rugged and
safe), que esta obtendo grande aceitacgdo como método de referéncia. Nesse
procedimento, inicialmente faz-se extracao dos analitos juntamente com a precipitacao
das proteinas através de adicdo de solvente organico e acido. Em seguida, a forca
ibnica do meio é aumentada pela adicdo de MgSOs e Na,COOH, diminuindo a
quantidade de agua livre da amostra, e levando a concentracdo das moléculas
organicas no solvente organico. Para o clean up da amostra é utilizado a extragcdo em
fase soélida dispersiva, onde se adicionam ao extrato polimeros adsorventes de
interferentes como C18, aminas primarias e secundarias (PSA) ou carbono grafitizado,
dependendo do tipo de amostra, sendo em seguida separado por centrifugacédo. Esse
método foi inicialmente desenvolvido para andlise de alimentos com baixo teor de
gordura, como frutas, verduras e cereais, mas recentes adaptacées estendem o
protocolo para alimentos com altos teores de gordura, apresentando potencial para
extracdo de TCs em peixe.?"3®

Apés a etapa de preparo da amostra, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) tem destaque principal para subseqliente separacdo e quantificacdo das
TCs.®¥ Como sistema de detecgdo sdo utilizados a espectrometria de massas®®
fluorescéncia''*” e também absorcdo de radiacdo UVIZ'24252829 entre outros. A
deteccdo espectrofotométrica € a mais usada devido ao menor custo, boa
detectabilidade referente a uma forte absorcao desses compostos em comprimentos de
onda préoximos de 270 e 360 nm e também de uma grande disseminacao desse tipo de
detector cromatografico em laboratérios académicos, de pesquisa e industriais. Porém,
em se tratando de concentragdes em nivel de residuo, a deteccao por fluorescéncia é
uma boa opgédo devido a sua alta sensibilidade e seletividade, aliada a um custo
razoavel.

Embora os sistemas de cromatografia liquida possam apresentar alta
detectabilidade, o processo de extracdo e clean up das amostras sao fundamentais
para aumentar a sensibilidade e seletividade do método e para que os resultados



expressem a concentracao real do analito, principalmente quando os mesmos estao
presentes em matrizes complexas como carne, em niveis de traco. Em se tratando de
residuos téxicos em alimentos, se o processo de extracao nao for eficiente, parte do
analito se perde nesta etapa e uma concentracdo subestimada do residuo é
encontrada, culminando em um risco de aprovacdo de amostras de alimentos com
niveis acima do LMR aceitavel, se tornando uma provavel fonte de risco para a saude
publica. Do mesmo modo, um clean up ineficiente pode gerar tanto um mascaramento
dos analitos como também chegar a valores superestimados devido a interferentes,
gerando possiveis prejuizos econdmicos com a reprovagdo de mercadorias e
produtores.[*04"]

Além de problema de saude publica, a ocorréncia de residuos de antibibticos
como as TCs e outros compostos potencialmente téxicos podem se tornar fonte de
barreira para a exportagdo dos produtos carneos brasileiros, pois nos principais
mercados consumidores, como Unido Européia e América do Norte, sdo exigidos
rigorosos controles de qualidade para os alimentos importados. Como exemplo, em
maio de 2010, residuo do antiparasitario ivermectina acima do LMR foi encontrado em
lotes de carnes processadas brasileiras que tinham sido importadas pelos EUA,
gerando um recall de produtos e suspensao temporaria de importagdes, que durou até
dezembro de 2010.14 Mais recentemente, em 2012, o uso do medicamento veterinario
ractopamina que atua como agente de reparticionamento no metabolismo em gado,
desviando os nutrientes da deposicdo de gordura para a producdo de tecidos
musculares, foi usado como barreira pela Russia para entrada de carne suina brasileira
no pais que exigiu testes laboratoriais confirmando a auséncia de residuo.”*®! Por isso, o
desenvolvimento e aprimoramento de métodos analiticos visando o controle desses

residuos de contaminantes se faz cada vez mais necessario.

1.5 Validacao de métodos analiticos

Para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos com um método analitico
estd se tornando cada vez mais necessario demonstrar, por meio de estudos

experimentais, que o mesmo é apropriado as exigéncias de sua aplicacao analitica,
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principalmente quando o resultado gerado pode ter impacto sobre um determinado
processo ou produto. Tais estudos sdo caracterizados pela validagdo analitica. Os
principais 6rgaos certificadores nacionais e internacionais estabelecem a validacao
como critério fundamental para emissdao de credenciamento de um ensaio ou
laboratério. No Brasil, sdo destaques como guias de orientacdo de validagdo a
Resolucdo publicada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) RDC n?
27" de 17/05/2012, que contempla os métodos bioanaliticos, e o documentos DOQ-
CGCRE-008*! publicado pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
(INMETRO), com ultima revisdo em julho de 2011 e a. Os principais parametros
necessarios para a comprovagao da validacao sao:

- especificidade/seletividade

- linearidade

- precisédo

- limite de deteccao

- limite de quantificagéao

- exatidao

- robustez

2 OBJETIVOS

Apesar de toda a complexidade encontrada na andlise das TCs, principalmente
na etapa de extracdo dos analitos presentes em matrizes carneas, nao ha um trabalho
experimental que tenha enfoque em comparar as diferentes técnicas de extragao ja
estudadas, e que possa ser utilizada como referéncia para trabalhos futuros. A matriz
escolhida para as avaliagdes foi a tilapia devido a sua grande importancia no cenario da
aquicultura nacional. Assim, o presente trabalho objetivou comparar, otimizar e aplicar
diferentes técnicas de extragdo de antibiéticos da classe tetraciclina em filés de tilapia,
seguido de validacdo da metodologia com melhor eficiéncia de extracdo. Essa
metodologia foi entdo aplicada a anédlise de amostras de tilapias adquiridas no comércio

da regido de Campinas e na reserva de Furnas - MG.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e equipamentos

Foi utilizada centrifuga refrigerada Hettich modelo MIKRO220R (Alemanha),
pHmetro Metrohm 827 (Suica), e homogeneizador UltraTurrax fabricado por IKA
(Alemanha). Para varredura dos comprimentos de onda de fluorescéncia utilizou-se
espectrofluorimetro Varian modelo Cary Eclipse (EUA) localizado no laboratério de
fluorescéncia do Instituto de Quimica da UNICAMP. Utilizou-se um sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia modelo Alliance - Waters (EUA), equipado com
sistema de bombeamento quaternario, detector de fluorescéncia multicanal e injetor
automatico, juntamente com software de aquisicao de dados Empower 2, localizado no
laboratério de cromatografia do Instituto de Quimica da UNICAMP. Foi utilizada uma
coluna cromatogréafica ACE (Escocia) com fase estacionaria C18, particulas de 5 um,
dimensdes de 250 x 4,6 mm, acoplada a coluna de guarda da mesma fase. Uma coluna
Xbridge (Waters, EUA) das mesmas dimensdes também foi utilizada para testes no
desenvolvimento dos métodos.

No preparo de solucdes utilizou-se agua deionizada purificada em sistema Milli-
Q, modelo Academic da Millipore (EUA). Os solventes utilizados como fases moéveis
foram filtrados em filtros de acetato de celulose da Millipore, com porosidade de
0,45 um e degaseificados com ultrassom e vacuo. As amostras foram filtradas em filtros
de Nylon de 25 mm de diametro e poros de 0,45 um da Millipore.

Os cartuchos de SPE com fase C18, e fenil foram obtidos de Applied Separations
(EUA) enquanto os com fase Oasis-HLB (do inglés: Hydrophilic Lipophilic Balanced)
com fase estacionaria reversa polimérica foi adquirido na Waters. Na SPE foi utilizado
um manifold com 12 posi¢cées da Sigma Aldrich (EUA), auxiliado por uma bomba de

vacuo isenta de 6leo da FANEM (Brasil).
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3.2 Amostras

As amostras de tilapia livres de antibidticos foram adquiridas através de uma
colaboragdo com o Centro de Tecnologia de Carnes do Instituto de Tecnologia de
Alimentos (ITAL). Os peixes foram cultivados em tanques localizados no Campus da
USP — Universidade de Sao Paulo — na cidade de Pirassununga, isentos de uso de TCs
durante a criagdo, e enviados para o ITAL apéds abate, sendo armazenados a
aproximadamente -20 °C, até o momento de serem utilizados para os experimentos. Na
etapa de otimizacao e comparacao dos métodos, o descongelamento dos peixes para
homogeneizacdo era feita de acordo com a necessidade de amostras para 0s
experimentos. Para extracdo do musculo, as tilapias foram deixadas a 4 °C até ficarem
passiveis de corte, sendo em seguida realizada a retirada de escamas e pele.
Finalmente os filés de musculo foram retirados com cortes entre a cauda e cabeca e
triturados em processador de alimentos (para quantidades grandes de amostras) ou
moinho analitico (para pequenas quantidades de amostras) até completa
homogeneizacao, e acondicionadas em saco plastico até 0 momento do uso. Na etapa
de aplicacao do método validado as andlises das amostras foram realizadas logo apés
descongelamento e homogeneizacado das amostras.

3.3 Reagentes e solucoes

Os padroes analiticos de cloridrato de tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina
e doxiciclina foram adquiridos na Sigma Aldrich. Os solventes organicos como metanol,
acetonitrila, acetato de etila, tetrahidrofurano e n-hexano tinham pureza com grau HPLC
e foram adquiridos na Tedia (EUA). Reagentes para preparo de solu¢des tampao, como
Na,COOH, CaCl,, EDTA (Acido Etilenodiamintetracético) e de extracdo foram obtidos
na Synth (Brasil), Merck (Alemanha), e Sigma Aldrich, todos com pureza analitica.

Foram preparadas solucdes estoque de cada TC na concentragdo de 200 mg L™,
que foram armazenadas por até 1 més em frasco adequadamente vedado a -20 °C e

com abrigo da luz.""! A solucdo de trabalho para os experimentos de fortificacdo das

13



amostras foi feita por diluicdo de 1 mL ou 2 mL de cada solucdo estoque de TCs em
20 mL de metanol e foi preparada semanalmente.

A fortificacdo da amostra a um nivel de 100 ng g™, considerando uma massa de
2,5 g, foi feita por adigéo de 25 L da solugéo de trabalho no tubo contendo a amostra,
seguida por agitagdo manual e repouso por 10 min.

A fase movel utilizada nas analises por HPLC foi composta por fase organica
(FO) metanol:acetonitrila (1:1, v/v) e fase aquosa (FA) 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 7,00 + 0,05 com solugdo de NaOH 1,0 mol L e, para ajuste fino, solucdo
0,1 mol L.

O Tampao Mcllvaine-EDTA 0,01 mol L7 foi preparado através da mistura de
1000 mL de solucdo de &cido citrico P.A. monohidratado 0,1 mol L' com 625 mL de
solucdo de fostato de sédio dibasico P.A. 0,2 mol L em recipiente contendo 60,48 g de
EDTA. Quando necessario, o pH foi acertado para 4,00 com solugdes de NaOH 0,1 mol
L' ou HCI 0,1 mol L™.

As resinas Amberlite® XAD 7 e XAD 16 foram adquiridos da Sigma Aldrich. A
fase solida adsorvente de aminas primdrias e secundarias (PSA) foi adquirida da Agilent
Technologies (EUA).

3.4 Otimizacao das condicoes cromatograficas

Inicialmente foi necessario desenvolver um método cromatografico que
conseguisse separar as 4 TCs estudadas (OXI, DOX, TET e CTC) com boa resolucao,
aliada com picos simétricos e livres de interferentes, nos tempos de retencao (i)
observados para cada analito.

Como ponto de referéncia partiu-se do trabalho de Paschoall'"! que estudou um
método para determinacdo de OX|I em mdusculo de tilapia, conseguindo 6&tima
detectabilidade com detector de fluorescéncia.

Na primeira etapa do estudo foi feita uma varredura dos comprimentos de onda
de excitacao/emissao de fluorescéncia das TCs com solucdes padrao para determinar

os valores maximos e comuns para todos os analitos, visando obter um método com
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boa detectabilidade. Varios valores de comprimento de onda s&do encontrados na
literatura, mas foi necessario encontrar a condicdo Otima para os reagentes e
equipamentos utilizados nesse trabalho. Para isso utilizou-se um espectrofluorimetro.
Foram tracados espectros de absorcao/emissao de fluorescéncia para cada umas das
TCs na concentracdo de 100 ng L™, diluidas na mesma fase aquosa utilizada em HPLC.
Para encontrar os valores de maximo de intensidade de sinal, inicialmente fixou-se um
comprimento de onda de excitacédo (foi utilizado 380 nm, mais comumente encontrado
na literatura), tracando-se em seguida o espectro de emissdao em uma faixa de 410 a
700 nm. Durante o processo de varredura a diferenca entre 0 comprimento de onda de
excitacdo e emissdo deve ser maior que 20 nm para nao causar interferéncias. Em
seguida o valor de maximo obtido no espectro anterior de emissao era fixado, fazendo-
se entdo a varredura do espectro de excitacdo na faixa de 280 nm até 20 nm abaixo do
valor de emissdo maximo. Finalmente o espectro de emissao era novamente tracado
com o valor de comprimento de onda com excitacdo maxima obtida anteriormente.
Através dos espectros obtidos avaliou-se o melhor comprimento de onda para monitorar
todas as TCs estudadas.

Nas condicbes 6timas de detecgdo encontradas anteriormente, foram feitas
analises por HPLC de solucdes de padrdao de cada TC e em misturas, para avaliar 0s
respectivos tempos de retencado, e a resolucao entre pares de picos. As condi¢des
cromatograficas foram ajustadas para obter a melhor separacdo entre os analitos,
através de variacao das propor¢cdes da fase movel. Foi também avaliada a temperatura
ideal da coluna para a separacao. O método cromatografico otimizado foi utilizado em
todos os métodos de extragao avaliados nesse trabalho, para avaliar qual possui maior
capacidade de extragao dos analitos da matriz.

Em seguida foram elaboradas curvas analiticas em solvente para avaliar a
linearidade, detectabilidade e sensibilidade da condicdo cromatografica e do sistema de

detecgédo e também sua aplicabilidade para concentracées em niveis de ng g™
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3.5 Analise cromatografica e curva analitica

As condicdes 6timas encontradas para a analise cromatografica utilizaram o
gradiente de fase mével aquosa e com vazao de 1 mL min™: 0-7 min: 75 %; 7-12 min:
70 %; 12-13 min: 65 %; 13-15 min: 75 %. A deteccao das TCs foi realizada com
detector de fluorescéncia com excitagdo em 385 nm e monitoramento da emissdo em
457 e 528 nm. O volume de injecao foi de 20 uL e a temperatura da coluna foi mantida
a 35 °C durante as corridas cromatograficas. Na etapa de validacao do método as
condicdes cromatograficas foram modificadas como descrito no item 4.3.

A curva analitica das TCs antes da fase de validacao foi construida através de
diluicdo sequencial da solugdo estoque em fase mével, seguido de analise por HPLC.
Através da relacdo entre a massa de TC injetada (eixo x) com a area do pico obtido
(eixo y) foi definida a equacado da reta através do método dos minimos quadrados. A
faixa estudada na curva foi bem ampla, variando de injecbes de massa de 0,01 até 6 ng
de cada analito, pois grandes variacdes nas areas dos picos foram encontradas na fase
de desenvolvimento dos métodos de extracdo. Foi utilizado o método de quantificacao
por padronizacao externa. A curva analitica realizada na etapa da validacao consistiu
na andlise de amostras branco fortificadas em diferentes concentragcdes, fazendo-se a

relagédo entre o sinal obtido de cada analito com a concentragéo fortificada.

3.6 Métodos de extracao avaliados

A sistematica de avaliagdo dos métodos de extracao é apresentada na Figura 2.
Um total de quatro diferentes métodos de extracdo e clean up.de residuos de TCs em
files de tilapia foram avaliados.
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Figura 2: Sistematica para avaliacado dos métodos de extracao.

3.6.1 Extracao liquido-liquido (LLE)

O primeiro método de extragdo avaliado foi a particdo liquido-liquido. Nesse
método, os analitos foram extraidos da matriz sélida através de contato com solucoes
aquosas e solventes organicos devido as suas altas solubilidades em um dos mesmos.
Utilizou-se também uma fase liquida auxiliar, imiscivel com a fase extratora e com
baixissima solubilidade pelos analitos, para capturar interferentes da matriz, fazendo um
processo de clean up. A etapa de extracao foi repetida novamente e os extratos, sem o
solvente auxiliar, foram combinados, concentrados e analisados por HPLC. Foi avaliada
a utilizacao de solucao aquosa e também organica como solvente extrator.

Para a extracdo com solugcao aquosa, avaliou-se um procedimento de extracao
com a mesma fase mével utilizada na separacao cromatografica, mas com pH acertado
para 4,0, pois a solubilidade das TCs é maior nesse pH, sendo apenas necessario
acertar o pH da amostra para 7,0 antes da analise por HPLC.

Varias solugdes organicas extratoras sao encontradas na literatura, mas optou-
se por utilizar acetonitrila, como descrito por Furusawa et al.®® e Martins et al*¥, pois
possui boa solubilidade para as TCs e baixa solubilidade para proteinas, abundantes na

matriz peixe.
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Como solvente auxiliar optou-se por utilizar n-hexano devido a sua imiscibilidade
com acetonitrila, baixa solubilidade para as TCs e alta solubilidade para a gordura da
matriz. Quando empregou-se solucao extratora organica, para auxiliar no processo de
migracao do analito da matriz, adicionou-se uma pequena quantidade de NaCl ao meio
extrator, aumentando a polaridade do meio e causando um efeito de salting out, que
aumenta a solubilidade dos analitos na fase orgéanica.

Os parametros de extracao otimizados foram: massa de NaCl; tempo de agitacao
em vortex; tempo em ultrassom; e volume de solventes em cada etapa de extragao.

O método de extracdo liquido-liquido em solvente organico foi adaptado de
Martins et al®® e, apos otimizacdo, consistiu em pesar 2,50 g de amostra em tubo de
centrifuga de 50 mL. Adicionou-se 0,25 g de NaCl, 5 mL de acetonitrila e 5 mL de
hexano. Agitou-se em vortex por 3 min e colocou-se em ultrassom por 5 min. A amostra
foi centrifugada a 6000 rpm por 10 min para decantacao das particulas sélidas. Retirou-
se uma aliquota de 2,5 mL da fase liquida inferior (acetonitrila) e adicionou-se mais 2,5
mL de acetonitrila. O processo de extracao foi repetido e outra porcdo de 2,5 mL de
acetonitrila foi coletada. A soma dos extratos foi levada para tubo de ensaio e
evaporada até secura com fluxo de Nz e banho a 45 °C. Ressuspendeu-se em 2 mL de
FA, filtrou-se e analisou-se por HPLC.

Ja o método de extracao liquido-liquido em solucdo aquosa foi adaptado de
Coyne et al®® e consistiu em pesar 2,5 g de amostra em tubo de centrifuga de 50 mL,
adicionar 10 mL de FA pH 4,00 e 5 mL de hexano. Agitou-se em vortex por 3 min e
centrifugou-se a 6000 rpm por 20 min. Retirou-se 5 mL da fase aquosa e adicionou-se
0,1 mL de solugdo de &cido tricloroacético 20 % para precipitacao das proteinas.
Centrifugou-se a 6000 rpm por 10 min e, ao sobrenadante, foi adicionado 280 uL de
NaOH 1 mol L para elevar o pH para préximo de 7,0. O volume foi entdo completado
com FA até 10 mL e analisado por HPLC.

3.6.2 Extracao com tampao Mclivaine pH 4,00 seguida de SPE

O segundo método avaliado consistiu de uma extragao liquido-liquido seguido de
concentracao e clean up por SPE. Nesse método as TCs foram extraidas da matriz por
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agitacdo com solugdo tampao Mcllvaine pH 4,00, contendo EDTA 0,1 mol L para
diminuir a interacdo das TCs com cations divalentes contidos na matriz. Em seguida o
extrato foi carregado em cartucho de SPE, onde as TCs foram retidas, e descartou-se a
solucédo extratora. Uma etapa de lavagem foi realizada para remocao de interferentes.
Os analitos foram eluidos com solvente orgéanico e ressuspendidos na FA para analise
por HPLC.

Foram testados 3 diferentes tipos de fases estacionarias nos cartuchos de SPE:
fenil, octadecilsilano (C18) e polimero de fase reversa Oasis-HLB. Inicialmente fez-se a
otimizacdo da eluicdo das TCs dos cartuchos com diferentes solventes utilizando
solugdes de extragao fortificadas, simulando a matriz contendo 100 ng g™

Avaliou-se também a capacidade de adsorcdo das TCs em cada fase
estacionaria de SPE, denominada LC, que é definida como a porcentagem de analito
que é retida no cartucho apés passagem da amostra. A finalidade desse experimento
foi avaliar se possiveis perdas na eficiéncia de extracdo dos analitos estariam sendo
causadas por adsorcao incompleta na fase estacionaria do cartucho de SPE. Seu valor

foi obtido pela equacéo:

LC = ((A1-A2)/A1)x100
Sendo:
A1 = Concentracdo de TC na solucao extratora antes da passagem pelo cartucho
A2 = Concentracao de TC na solucéo extratora apds passagem pelo cartucho

Para isso, foi feita a analise da solucdo de extracdo (tampdo Macllvaine),
simulando a concentragdo obtida por uma amostra com 200 ngg’, antes e apds a
passagem pelo cartucho. Essa concentracao foi escolhida considerando que o método
sera aplicado para amostras com concentracées proximas ao LMR (considerando o
limite da Unido Européia de 100 ng g”') e que amostras contendo até o dobro dessa
concentracao de TCs serdao adequadamente analisadas.

Durante a otimizacdo das condicoes de extracdo do método SPE foram
avaliados: tipo de homogeneizagcdo com a solugcado extratora (Turrax ou agitacdo em
vortex); tempo de homogeneizacdo com a solucao extratora; pH do tampao Mcllvaine; e
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volume de &cido tricloroacético para precipitagdo das proteinas. Desta forma, as
melhores condi¢des de extracao foram: pesar 2,5 g de amostra em tubo de centrifuga
de 50 mL, adicdo de 5 mL de tampao Mcllvaine-EDTA pH 4,00, e agitacdo em vortex
por 1 min. Em seguida a amostra foi centrifugada a 6000 rpm por 7 min a 8 °C e o
sobrenadante foi recolhido em outro tubo de centrifuga de 15 mL. O procedimento
anterior foi repetido e os sobrenadantes juntados. Adicionou-se 1 mL de solucdo de
acido tricloroacético 20 % e agitou-se em vortex por 30 s, seguido por nova
centrifugagao a 6000 rpm por 15 min a 8 °C. O sobrenadante foi entdo carregado em
cartuchos de SPE, pré-condicionados com 5 mL de metanol e 5 mL de agua ultrapura.
Em seguida foi realizada uma etapa de limpeza de interferentes com a passagem de 5
mL de agua ultrapura pelo cartucho, seguida de completa drenagem a vacuo por 1 min.
Finalmente, os analitos foram eluidos com duas porcdes de 4 mL de metanol (cartucho
Oasis) ou metanol com &cido oxalico 0,01 mol L™ (cartucho C18 e fenil). A seguir, a
amostra foi evaporada até secura com fluxo de N, em banho de agua a
aproximadamente 45 °C e ressuspendida em 2 mL de FA. Agitou-se em vortex, filtrou-
se e analisou-se por HPLC.

3.6.3 Extracao com tampao Mcllvaine pH 4,0 seguida de concentracao

em resina polimérica adsorvente

O terceiro método avaliado consistiu em fazer uma extracao inicial, similar ao
método de SPE, utilizando solugdo Mcllvaine-EDTA pH 4,0, seguido de um processo de
concentracao e clean-up através de adsorcdo das TCs em resina polimérica comercial
Amberlite XAD. Foram avaliadas dois tipos de resina, sendo uma constituida de
polimeros de ésteres alifaticos (XAD 7) e outra constituida de polimeros de
divinilbenzeno-etilvinilbenzeno (XAD 16). A estrutura das resinas é apresentada na
Figura 4.
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Figura 3: Estrutura polimérica das resinas XAD 7 (esquerda) e XAD 16 (direita)

Antes do uso, as resinas necessitaram ser ativadas. Para ativagdo da resina
XAD 7, 50 g foram agitados por 30 min com agua destilada, seguida de 3 horas de
agitagdo com 100 mL de HCI 0,01 mol L. Em seguida a resina foi lavada com agua até
o pH resultante da lavagem ficar acima de 6,0 e depois foi seca através de passagem
de fluxo de ar em funil de Buchner conectado a bomba a vacuo através de kitassato.
Para ativacao da resina XAD 16, 50 g foram agitados com uma mistura de 100 mL de
agua e 50 mL de metanol e depois secos da mesma forma que a resina anterior.

O método de extragdo foi inicialmente baseado no trabalho de Miranda et al.*”’,
que utilizaram a resina XAD 7 para realizar o procedimento de adsorcdo das TCs. No
entanto, os resultados obtidos pelo autor ndo se reproduziram e o0 método ndo se
mostrou satisfatério, necessitando de modificagbes em todo o procedimento de
adsorcao, como descrito nos resultados.

No processo de otimizacdo das condicbes de extracdo foram avaliados: massa
de resina utilizada; tempo de agitacdo com a resina; pH do meio adsorvente; e natureza
do eluente da resina. O procedimento analitico apds otimizacédo consistiu em pesar 5,0
g de amostra homogeneizada, adicionar 10 mL de tampao Mcllvaine-EDTA pH 4,00,
agitar em vortex por 1 min e centrifugar a 6000 rpm por 10 min a 5 °C. Em seguida, o
sobrenadante foi filtrado em papel qualitativo para recipiente de vidro de 25 mL e o pH
foi acertado para 7,00 com a adicdo de 1,6 mL de solugdo de NaOH 1 mol L.
Adicionou-se 1 g de resina XAD 16 ao recipiente e agitou-se com auxilio de barra
magnética por 10 min. Transferiu-se a amostra para cartucho de SPE de 6 mL contendo
la de vidro ao fundo, acoplado a manifold e bomba de vacuo. O liquido foi aspirado e
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descartado até secura por 1 min. As TCs foram eluidas da resina com duas aliquotas
de 2 mL de metanol para tubo de ensaio. O solvente foi entdo evaporado com fluxo de
N2> em banho de agua a aproximadamente 45 °C, e a amostra foi ressuspendida em 2
mL de FA. Agitou-se em vortex, filtrou-se e analisou-se por HPLC.

3.6.4 Extracao pelo método QUEChERS

Este procedimento foi adaptado do método descrito por Lehotay et al®®. No
método cromatogréfico utilizado nesse trabalho, o extrato final para injecdo no HPLC
deve ser ressuspendido na FA. Por isso, foi necessario uma modificacdo do
procedimento original, sendo necessario evaporar o solvente ao final e ressuspender
em 1 mL da FA.

No processo de otimizacdo das condicbes de extracdo foram avaliados:
concentragdo de acido acético na acetonitrila; natureza do agente dessecante; massa
de dessecante; massa de aminas primarias e secundarias (PSA).

O método de extracdo com as condicdes otimizadas consistiu em pesar 5 g de
amostra em tubo de centrifuga de 50 mL, adicionar 5 mL de acetonitrila contendo 2 %
de acido acético e agitar em vortex por 1 min. Em seguida foram adicionados 2 g de
sulfato de sédio anidro e 0,5 g de acetato de sodio. Agitou-se em vortex por 1 min e
centrifugou-se a 6000 rpm a 5 °C por 10 min. Transferiu-se 2 mL do sobrenadante para
tubo de centrifuga de 15 mL, adicionou-se 150 mg de Na,SO4, 25 mg de PSA e agitou-
se em vortex por 30 s, seguido de nova centrifugacdo a 6000 rpm por 5 min. O
sobrenadante foi entdo transferido para tubo de ensaio e evaporado com fluxo de N> em
banho de agua a aproximadamente 45 °C, e ressuspendido em 1 mL de FA. Agitou-se
em vortex, filtrou-se e analisou-se por HPLC.

3.7 Otimizacao dos métodos de extracao e avaliacao da eficiéncia

Antes de iniciar os estudos de otimizagdao de cada método, avaliou-se amostras

branco de peixe, buscando interferentes co-extraidos da matriz e que possuissem a
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mesma retencdo das TCs nas condicdes de analise cromatografica. Uma vez
confirmada a auséncia de interferentes, os métodos de extracao foram otimizados e
avaliados quanto a sua eficiéncia de extragao.

Para o processo de otimizacdo das condicdes de extracdo de cada um dos
métodos, fez-se uso de um planejamento experimental fatorial fracionario 2*'. Esse tipo
de planejamento permite estudar a influéncia de 4 fatores em dois niveis diferentes,
fazendo apenas 8 experimentos. Esse método possui a vantagem de fazer a variacao
de todos os fatores estudados simultaneamente, necessitando de uma quantidade
reduzida de experimentos, com resultados expressos como o valor do efeito na
resposta estudada (area do pico) quando se passa de um nivel para outro. Além disso,
€ possivel calcular se tal efeito é significativo estatisticamente a um determinado nivel
de confianca (neste trabalho utilizou-se 95%), além de calcular efeitos secundarios e
suas significancias. O planejamento fatorial fracionario tem a propriedade de diminuir
pela metade o numero de experimentos, mas tem como desvantagem a mistura de
efeitos primarios com terciarios, e secundarios com outros secundarios. Como nesse
caso os efeitos terciarios sao despreziveis se comparados com os primarios e os efeitos
secundarios nao sao alvo de estudo, ndo houveram problemas quanto a sua utilizacao.
Os experimentos do planejamento foram realizados em duplicata para o calculo dos
erros padrao de cada efeito, gerando um total de 16 ensaios que foram executados de
forma aleatorizada para evitar insercao de erro sistematico no conjunto.

Apos obtencdo das condi¢des 6timas de cada método, avaliou-se a eficiéncia de
extracdo ou recuperacao dos analitos na matriz peixe. Para isso, fez-se a comparacao
entre o valor de concentracao encontrado em analise de uma matriz peixe fortificada
antes da extracdo a 200 ng g, com o valor considerado como 100%, referente a
analise de fortificacdo de igual concentracao de extratos de amostra branco depois de
todas as etapas de extracdo, como ilustrado na Figura 3. Esse valor de eficiéncia de
extracdo possibilitou comparar os diversos métodos quanto a sua capacidade de

extracdo dos analitos da matriz tilapia.
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Figura 4: Procedimento para avaliagcao da eficiéncia de extragao do método otimizado.

3.8 Validacao analitica

Para a validacdo analitica do método com melhor eficiéncia de extragcado foram
selecionados os seguintes parametros, tendo como referéncia os guias da ANVISA* e
INMETROM?!:

3.8.1 Especificidade/seletividade

Foi avaliado com a analise de 6 amostras branco de filés de tilapia, sendo
coletado amostras em duplicata de trés diferentes lotes de criacdo. Foram comparados
0s cromatogramas resultantes com os de solu¢des aquosas do padrdo analitico e
também de amostras branco fortificadas. Como critério de aceitabilidade estipulo-se que
as areas de picos interferentes (com mesma retencdo) nao poderiam exceder 20% do
valor da area do pico do analito no ponto mais baixo de concentracdao da curva

analitica.
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3.8.2 Linearidade

Inicialmente foi avaliado a faixa linear do sistema de deteccéao utilizando solugdes
aquosas de padrdes analiticos em 15 diferentes concentragdes, simulando extragdes de
amostras contendo 2; 4; 6; 8; 10; 20; 40; 60; 80; 100; 200; 400; 600; 800 e 1000 ng g
de cada TC. Dentro desse intervalo foi verificada a faixa linear de trabalho, através do
coeficiente de correlagdo linear (r) obtido com regressao linear pelo método dos
minimos quadrados. A seguir foi avaliada a linearidade do método de extragdo dentro
da faixa de trabalho escolhida, sendo realizada uma curva analitica com fortificagdo da
matriz branco com cinco pontos, mais o ponto zero (branco), realizados em ftriplicata.
Através da construcao de um grafico de resposta de area de pico versus concentracao
de TC, avaliou-se a existéncia de valores discrepantes por visualizacdo do grafico de
residuos padronizados, coeficiente de correlacdo linear da curva (r) e a sensibilidade
(coeficiente angular). Também analisou-se a variancia (ANOVA) da regressao, na qual
calculou-se o valor de F, que € obtido pela razdo entre a média quadratica da regressao
e a média quadratica dos residuos, para comparacao com valor de F tabelado, para
verificagdo da significancia estatistica da regressao.

3.8.3 Precisao

Avaliou-se a repetibilidade ou precisao intradia pelo coeficiente de variagao (CV)
da andlise de uma mesma amostra em triplicata para trés niveis de fortificacdo, em um
mesmo dia e com o menor intervalo de tempo possivel. Avaliou-se também a
reprodutibilidade ou precisdo interdias através do CV da analise de uma mesma
amostra em trés dias diferentes, com solucdes e reagentes diferentes, também em trés
diferentes niveis de fortificagdo. Como critério de aceitabilidade adotou-se que o
coeficiente de variagdo ndo deve exceder 15% para a repetibilidade e 20% para a
reprodutibilidade.
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3.8.4 Limite de deteccao (LoD) e limite de quantificacao (LoQ)

O LoD foi calculado como a concentracdo de analito presente na amostra que
gerou um pico com intensidade acima de 3 vezes a relacao sinal/ruido (s/r) da linha de
base cromatografica. Para isso, foram feitas analises de amostras fortificadas com
concentracdes decrescentes de TCs a partir do ponto de menor concentracdo da curva
analitica (25 ng g'). O LoQ foi calculado como a concentragdo de analito presente na
amostra que gerou um pico com intensidade acima de 10 vezes (s/r) da linha de base
cromatografica. Também foi obtido com as mesmas andlises realizadas para encontrar
o LoD.

3.8.5 Exatidao

Foi avaliada pela eficiéncia de extragcdo ou recuperacado, que foi calculada
através da comparacao entre o sinal obtido pela andlise cromatogréafica da fortificacao
de um extrato final (apds todas as etapas de extragédo) de amostra branco, com o sinal
obtido com a analise de amostra com a mesma fortificacdo anteriormente a todas as
etapas de extragcdo, como ja realizado na etapa de otimizagdo. Foi avaliada em trés
niveis de fortificacao.

3.9 Aplicacao da metodologia validada em amostras destinadas ao
consumo humano

O monitoramento de residuos de medicamentos veterinarios € de grande
importancia devido ao risco de saude publica. Para demonstrar a utilidade do método
desenvolvido foram realizadas analises de amostras de tildpia obtidas de criadores do
estado de Sao Paulo e Minas Gerais. Também foram analisadas amostras adquiridas
no comeércio da regiao de Campinas - SP.

Um total de 26 amostras de filés de tilapia foram analisadas (em duplicata)
utilizando o método validado. Através de uma colaboragdo com a EMBRAPA Meio
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Ambiente, Laboratério de Ecossistemas Aquaticos, localizada na cidade de Jaguariuna -
SP, foram obtidas um total de 11 amostras, sendo:
- 3 amostras de tilapias inteiras coletadas de “Pesque e Pague” da regidao de Monte
Alegre do Sul - SP
- 3 amostras de tilapias inteiras coletadas de diferentes criadores da regiao de Monte
Alegre do Sul - SP
- 5 amostras de tilapias inteiras/filetadas coletadas de diferentes criadores da regidao da
lagoa de Furnas - MG

De forma complementar, foram coletadas mais 15 amostras oriundas do
comércio da regido de Campinas-SP e também do CEAGESP, grande centro de
distribuicao de pescado, localizado na cidade de Sao Paulo, sendo:
- 8 amostras de tilapias inteiras cedidas por diferentes vendedores do CEAGESP-SP
- 5 amostras de tilapias inteiras coletadas no comércio de peixe fresco de Campinas
- 2 amostras de filés de tilapias industrializadas vendidas em mercados de Campinas

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizacao das condicoes cromatograficas
4.1.1 Determinacao dos comprimentos de onda de deteccao

O método de deteccao empregado utiliza a capacidade de complexacao das TCs
com ions de metais divalentes, que sao adicionados na fase aquosa através de cloreto
de calcio, gerando quelatos com intensidade de fluorescéncia superior as TCs livres,
guando em meio neutro ou alcalino. O método foi inicialmente desenvolvido por lwakl et
al. para determinacao de TCs em formulas farmacéuticas e residuos em salméo. Nesse
método, o pH da FA é tamponado em 7,00, pois na faixa de 6,5 - 7,5 a intensidade de
fluorescéncia das TCs é maximizada e se mantém constante.*® A adicdo de EDTA na
FA confere maior intensidade de fluorescéncia ao quelato das TCs com o calcio e

também evita interagdes com silandis residuais da coluna cromatografica.l*®! Esse
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método foi aplicado por Paschoall'"

para determinacao de OXI em filés de tilapia, e foi
escolhido como referencia inicial para a otimizagdo das condigdes cromatograficas.

Os espectros de excitacao/emissdo de cada TC obtido no espectrofluorimetro
sdao mostrados na Figura 5. Os analitos apresentaram intensidade de fluorescéncia
entre 20 a 70 unidades de absorvancia (a.u.) na concentracdo e solvente utilizado,
sendo que a DOX apresentou a menor intensidade entre as TCs avaliadas.
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Figura 5: Espectros de fluorescéncia das TCs. OXI: oxitetraciclina; DOX: doxiciclina;
TET: tetraciclina; CTC: clortetraciclina. A linha localizada a esquerda de cada grafico se

refere ao espectro de excitagdo e a da direita ao de emisséo.

Os maximos de excitacao ficaram ente 375 - 388 nm e os maximos de emissao
ficaram entre 522 - 538 nm. Os valores escolhidos foram: excitacdo 385 nm e emissao
528 nm. Nesse ponto, a intensidade do sinal da DOX teve um valor maximo e o sinal da
OXI diminuiu levemente, mas ainda continuou sendo intenso e ndo foram verificadas

perdas significativas na intensidade das outras TCs.
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Na etapa da analise cromatografica do branco de peixe ocorreu um problema de
interferéncia no pico da DOX, como sera descrito a seguir. Por isso, foi necessario
monitorar a emissdo também no comprimento de onda de 457 nm, onde tal problema foi
minimizado.

Nao foi observada supressdo da fluorescéncia nas concentracdes estudadas,
pois quando se aumentou a diluicdo da solucdo padrdo o sinal também diminuiu
proporcionalmente. Foi também tracado o espectro de fluorescéncia do solvente
utilizado para diluir as TCs. Nao foram observados sinais de intensidade significativas

nos comprimentos de onda selecionados.

4.1.2 Determinacao das condicoes da separacao cromatografica das
TCs

Na condicdo inicial testada para separagdo das TCs utilizada por Paschoal!'" os
picos referentes a DOX e a TET coeluiram. Novas condicbes de gradiente foram
testadas até se chegar a condigcdo descrita no método experimental. Inicialmente,
injetou-se cada uma das TCs separadamente e em seguida em mistura. A ordem de
retencdo encontrada para a coluna cromatografica ACE foi OXI<DOX<TET<CTC. O
método se mostrou eficiente e satisfez os seguintes parametros de separagao
cromatografica: resolucédo (Rs) > 1,50; fator de separagéao (a) > 1,1; numero de pratos
tedricos (N) > 2000, indicando que a separacéao foi eficiente e os picos ficaram bem
resolvidos. Os valores encontrados estao descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Pardmetros obtidos na separacédo cromatografica das TCs

Rs o N
Oxitetraciclina - - 2075
Doxiciclina 4,32 1,50 2401
Tetraciclina 4,84 1,47 3665
Clortetraciclina 12,99 1,81 15452

*Parametros obtidos na comparacédo do pico cromatografico de cada TC com o

pico anterior
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A Figura 6 apresenta um cromatograma tipico obtido da injecdo de 20 uL de uma
solucdo com 50 ng L' de cada TC. As mesmas condicdes ndo se mostraram
satisfatorias para separacdo em uma coluna XBridge, que mostrou picos muito
alargados e pouco resolvidos. Uma temperatura de 35 °C apresentou menor
alargamento de picos que a 30 °C, sem prejudicar a separacao.
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Figura 6: Cromatograma obtido na analise de uma solugdo 50 ng mL™ de padrdes de
TCs. FE: Coluna C18 ACE. 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:ACN 50:50). Elui¢do sob vazao de
1 mL min” no modo gradiente (em % de FA): 75 % de 0 - 7 min; 70 % de 7 - 12 min; 65
% de 12 - 13 min; e voltando a condicdo inicial de 13 - 16 min. Deteccdo por
fluorescéncia (Aexc/Aem: 385/528 nm com alteracao para 385/427nm de 4,5 - 6,0 min).

4.1.3 Curva analitica do método cromatografico (em solvente)

A curva analitica antes da etapa de validacao foi tragada relacionando-se a area
do pico obtido com a massa, em ng, de TC injetada. As quantidades de massa injetadas
variaram em uma faixa de 0,015 - 6,00 ng, através de injecdes de solucdes de 200, 50,
10 e 2,5 ng L. A faixa de concentracdo abordada nesta etapa foi ampla, pois durante a
etapa de desenvolvimento dos quatro métodos de extragao foram necessarias analises
de solucdes de baixissimas concentracdes de TCs e que necessitaram ser interpoladas
na curva analitica (ex: analise de agua de lavagem no método SPE, testes para
adequar solvente de eluicdo no método SPE e XAD). A Tabela 4 resume 0s parametros
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que foram obtidos para as curvas analiticas. A detectabilidade foi definida como a
guantidade minima de massa de cada TC injetada para emitir um pico com relacédo
sinal/ruido maior que 10 e o Limite de Quantificagéo (LoQ) da curva foi definido como a
concentracdo minima de cada TC na amostra, a qual é necessaria para se obter uma
massa do analito na injecdo correspondente a detectabilidade encontrada, levando em
consideracao as diluicoes efetuadas para o método de extracao liquido-liquido (maior

diluicdo de amostra entre os métodos avaliados) e uma recuperacao de 100%.

Tabela 4: Parametros analiticos referentes a curva analitica em solvente

Detectabilidade

a b r LoQ (ng g™
(ng)
Oxitetraciclina  909960,52 -16548,66 0,9997 0,05 1
Doxiciclina 55122,01  -5708,37 0,9979 0,20 4
Tetraciclina  1025755,91 -27914,07 0,9995 0,05 1
Clortetraciclina 571788,25 -72149,92 0,9995 0,05 1

a: coeficiente angular ; b: coeficiente linear; r: coeficiente de correlagao

Os valores encontrados demonstram que o sistema cromatografico apresenta
6tima sensibilidade e detectabilidade, com LoQ bem inferior ao valor de LMR das TCs
de 100 ng g'. Todas as curvas analiticas apresentaram boa linearidade, com
coeficiente de correlacdo acima de 0,99. Devido ao problema de interferente e
consequente mudanca de comprimento de onda para deteccdo da DOX, a
detectabilidade mostrada por sua curva foi diminuida com relacdo as outras TCs,

apresentando um pico bem menos intenso, mas ainda com detectabilidade adequada.

4.2 Avaliacao dos métodos de extracao
4.2.1 Avaliacao da extracao liquido-liquido (LLE)
4.2.1.1 Extracao liquido-liquido com solucao aquosa
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Primeiramente foi avaliada a extracéo liquido-liquido em meio aquoso, sendo que
pretendia-se inicialmente utilizar tampao Mcllvaine-EDTA pH 4,00, mas notou-se
durante o desenvolvimento do método cromatografico que, se a amostra nao fosse
ressuspendida na mesma FA utilizada em HPLC, tanto a separagdo cromatografica
quanto a intensidade da fluorescéncia das TCs era altamente prejudicada, pois néo
havia tempo suficiente, ap6s injecdo no HPLC, para se chegar ao equilibrio de
complexagéo das TCs com o calcio da FA. Dessa forma seria necessario evaporar toda
a fase aquosa utilizando equipamentos especiais de vacuo aliado a efeito de
temperatura ocasionando um consumo excessivo de tempo. Por isso foi feita extracao
com a mesma fase aquosa utilizada no HPLC, mas com pH acertado para 4,0.
Inicialmente foram feitas andlises de amostras branco, livres de TCs, para avaliar a
ocorréncia de interferentes na analise cromatografica. A solubilidade das proteinas da
matriz em dgua se mostrou acentuada e, mesmo com a adi¢cao de acido tricloroaceético,
a precipitacao das proteinas ndo foi completa, observando-se solucdes turvas apéds
extracdo. Mesmo aumentado a concentracdo de acido tricloroacético, a precipitacao
nao foi eficiente. Consequentemente foram encontrados varios picos interferentes no
inicio do cromatograma, como mostrado na Figura 7, com retencdes muito proximas a
OXI e DOX. Alteracbes nas condigcdes cromatograficas foram realizadas para
separacdo em amostras fortificadas, mas a quantidade de interferentes extraidos com
solucédo aquosa foi muito grande, inviabilizando uma separacgao eficiente. Assim, nao foi
possivel fazer a otimizacao dessa extracao. A realizagdo de uma etapa de clean up com
SPE poderia ser a solucao para remover tais interferentes e concentrar os analitos,

como sera apresentado no préximo item.
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Figura 7: Cromatograma obtido de amostra branco utilizando extracao liquido-liquido
com solugdo aquosa. FE: Coluna C18 ACE. 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:ACN 50:50). Eluigéo
sob vazdo de 1 mL min™, 75 % de FA de 0 - 7 min; 70 % de FA de 7 - 12 min; 65 % de
FA de 12 - 13 min; e voltando a condicdo inicial de 13 - 18 min. Deteccao por
fluorescéncia (Aexc/Aem: 385/528 nm).

4.2.1.2 Extracao liquido-liquido com solvente organico

Em seguida foi verificada a extragdo da amostra branco utilizando solvente
organico acetonitrila. Essa extragdo proporcionou um cromatograma onde poucos picos
interferentes foram observados, mas ainda foi verificado um interferente com alta
intensidade no mesmo tempo de retencdo da DOX, como mostra a Figura 8. Alteractes
na corrida cromatografica foram realizadas em amostras branco fortificadas, como
mudanca no gradiente da fase mével na regidao do cromatograma préxima ao tempo de

retencao do interferente, mas ainda assim nao houve uma separacao satisfatoria.

33



.,/ Branco « Interferente

ul
Y20

000+

" Sol. Padrao TET

OXI

10004

CTC

Eu

5004

000+

I B B B B
00 1 il kil 400 00 800 m 800 900 00 1100 1200 130 1400 1300
Vinudes

Figura 8: Cromatograma de amostra branco utilizando extracdo liquido-liquido com
solvente organico comparado a cromatograma de uma solucéo padrdao de TCs 100 ng

mL™". As condicdes de analise sdo as mesmas da Figura 6.

Como alternativa, foram feitas mudancas nos comprimento de onda de excitacao
e emissao da fluorescéncia, buscando um valor em que nao houvesse deteccdo do
interferente, mas apenas da DOX. Para isso, foram feitas injecdes do branco seguido
de inje¢des dos padrdes em diferentes comprimentos de onda. Descobriu-se que com
monitoramento de emissdo em 457 nm nao houve mais deteccéo do pico interferente e
o pico da DOX, apesar de perda da intensidade, continuou apreciavel, como mostrado

na Figura 9.
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Figura 9: Cromatograma de amostra branco, utilizando extracado liquido-liquido com
solvente organico, comparado a cromatograma de uma solugdo padrdao 100 ng mL™".
FE: Coluna C18 ACE. 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:ACN 50:50). Eluicdo sob vazdo de 1 mL
min” e gradiente de fase mével (em % de FA): 75 % FA de 0 - 7 min; 70 % de 7 - 12
min; 65 % de 12 - 13 min; e voltando a condicao inicial de 13 - 15 min. Deteccéo por

fluorescéncia (Aexc/hem: 385/457 nm).

Uma vez verificado que o método se mostrou seletivo com a mudanca dos
parametros de fluorescéncia, iniciou-se o processo de otimizagdo do procedimento de
extracdo, com um planejamento fatorial experimental fracionario 2*' com quatro fatores
e dois niveis cada, como identificados na Tabela 5. O primeiro parametro estudado
visou verificar se o aumento de massa de NaCl aumentaria também a migracao das
moléculas de TCs para o solvente organico. O segundo e terceiro fator foram estudados
para definir o tempo necessario nas etapas de agitacao e ultrassom. O ultimo parametro
avaliado visou definir o volume de solvente utilizado em cada etapa de extracdo, sendo
que o volume retirado para secagem foi proporcional ao volume adicionado. Sendo
assim, um volume de 5 mL em cada etapa de extracdo geraria 5 mL (2 x 2,5 mL) de

solvente para evaporagao.
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Tabela 5: Identificacao dos fatores avaliados no método LLE

Cédigo Fator Identificacéao Nivel - Nivel +
C1 massa de NaCl (g) 0,25 0,50
Cc2 tempo de agitacdo (min) 1,5 3,0
C3 tempo de ultrassom (min) 5 10
C4 volume de solventes (mL) 3 5

Elaborou-se uma sequéncia de experimentos aleatérios com a variacao dos

parametros como mostrado na Tabela 6.

Tabela 6: Planejamento fatorial fracionario 2*"

Nivel das variaveis

Experimento

C1 C2 C3 C4
1 - - - -
2 + - - +
3 - + - +
4 + + - -
5 - - + +
6 + - + -
7 - + + -
8 + + + +

A resposta utilizada na otimizacao foi a area do pico obtido de cada TC,
buscando-se chegar ao maior valor possivel. Foram utilizadas amostras branco
fortificadas ao nivel de 200 ng g'. Para avaliagdo dos resultados utilizou-se a planilha

disponibilizada por Teéfilo e Ferreiral*”

, em que sdo calculados os valores e
significancia estatistica de cada efeito. A Figura 10 apresenta um exemplo da planilha

de saida do planejamento fatorial empregado.
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Planejamento Fatorial Fracionario 2+ Resolugao IV
Nimero maximo de replicatas: 3

|dentificagdo: Otimizagdo extragdo - DOXICICLINA Data: 221912012
Ensaios N’Rep. Respostas Medias Varidncias Efeitos Erros  t(8) p Confundidos
1 2| 3B 74082 55356,5) 701288700.5|SG Meédia 90429 £ 3069 29462 2E-09 1 234
2 2| 113643 114053 113848 84050(SG C1 26189 £ 6139 4,26619 0,003 2 134
3 2| 115186 124102 119644 39747528 |5G C2 45066 £ 6139 734127 8E-05 3 124
4 2| 109600 1158771 112686 19040620,5(SG C3 -19909 = 6139 324313 0,012 4 123
5 2| 5M3 k4078 587575  798974405|SG C4 37235+ 6139 6,06567 3E-04 12 34
6 2| 37403 48443 43623 67744800 C12 4510+ 6139 0,73474 0483 13 24
7 2| 69248 1914 75581 80213778 C13 4221 6139 0,06881 0947 14 23
8 2| 13350 154375 143938 217861938 C14 13503 = 6139 219971 0,059
133501  150734856.9 Nivel de significancia a: 0,050
Variancia dos efeitos | 37683714,23

Erro dos efeitos —« -RE: N 7ES]

Figura 10: Exemplo de planilha de célculo de resultados de planejamento fatorial

disponibilizado por Teéfilo e Ferreiral*’.
Foram realizadas checagens dos calculos da planilha para garantia dos
resultados obtidos. Os experimentos foram realizados em duplicata. Os resultados

estao resumidos na Tabela 7.

Tabela 7: Resultados da significancia (95 %) dos efeitos avaliados no método LLE

C1 Cc2 C3 C4
Oxitetraciclina SG () NS NS SG (+)
Doxiciclina SG (-) NS SG (-) SG (+)
Tetraciclina SG (-) NS NS SG (+)
Clortetraciclina NS NS NS SG (+)

NS: Efeito ndo significativo; SG (-): Significativo negativamente; SG (+): Significativo

positivamente.

Os resultados mostraram que quando a variavel volume de solvente de extracado
passa de 3 para 5 mL tem-se um aumento estatisticamente significativo, com nivel de
95 % de confianga, na resposta de todas as TCs. Como esperado, o aumento de

solvente facilitou a solvatagdo das moléculas dos analitos devido a um maior numero de
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moléculas disponiveis, sem gerar perdas na etapa de secagem, apesar de maior tempo
de evaporacdao. Um efeito de diminuicdo da area poderia ser observado caso o
processo de evaporacdo do solvente ocasionasse perdas, ja que o volume para ser
evaporado passa de 3 para 5 mL, mas esse processo nao se mostrou significativo.

Ja de uma forma inesperada, a adicdo de mais NaCl diminuiu a resposta dos
analitos, excluindo a CTC. O carater anfotérico dos analitos pode ter contribuido para
uma interacdo com os ions de Na* e CI presentes na parte aquosa da matriz,
dificultando sua interacdo com a fase organica. O aumento do tempo de agitacado em
vortex nao se mostrou influente na extracao e o tempo de ultrassom foi negativamente
significante para a DOX.

Assim, as condicOes 6timas de extracao encontradas foram 0,25 g de NaCl, 1,50
min de vortex, 5 min de ultrassom e 5 mL de solvente de extragdo. Com essas
condicbes avaliou-se também quantas etapas de extracdo eram suficientes para se
obter maiores eficiéncias de extracdo. Cada etapa consistia em remover 2,5 mL do
extrato de acetonitrila e adicionar mais 2,5 mL de solvente, seguido de nova agitagao
por vortex e ultrassom e finalmente centrifugacdo. Foram verificados aumentos
maximos de apenas 5 % na area dos picos cromatograficos, encontrados com trés
etapas de extracdo, em relacdo a duas etapas realizadas previamente. Assim, uma
terceira etapa de extracao nao se mostrou viavel, pois aumentou o tempo de preparo da
amostra sem um ganho significativo de eficiéncia de extragdo. Avaliou-se também a
retirada do hexano - utilizado para fazer uma limpeza de interferentes na etapa de
extracdo - visando facilitar a separacdo da fase acetonitrila. No entanto, nessas
condigdes foi detectado um pico interferente com a mesma retenc¢ao que a OXI.

Finalmente, nas condigbes otimizadas, avaliou-se a eficiéncia de extracdo dos
analitos em uma amostra branco fortificada a 200 ng g”'. Os resultados encontrados
estdo descritos na Tabela 8.
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Tabela 8: Eficiéncia de extracdo obtida com LLE (n = 6)

Analito Eficiéncia (%)
Oxitetraciclina 14,0+ 2,0
Doxiciclina 23,1 £5,1
Tetraciclina 22,8 +0,7
Clortetraciclina 30,5+1,0

As eficiéncias encontradas foram insatisfatérias para um método quantitativo que
busca analisar amostras em nivel de residuo, principalmente com a baixa eficiéncia
obtida com a extracdo da OXI, além de média geral de 22,6 + 2,2 %. A afinidade dos
analitos pela matriz se mostrou muito grande para ser rompida com simples adicdo de
solvente organico. Uma fase aquosa se mostra necessaria para extracbées mais
eficientes, aliada com um método de clean up adequado, como SPE, que foi avaliado
posteriormente. No entanto, o0 método de extracdo liquido-liquido pode ser aplicado
para realizacdo de screening de TCs, pois é rapido e de baixo custo, além de nao
apresentar interferentes.

Os resultados ficaram abaixo dos valores de Coyne et all®®!, (33 - 35 %), que
utilizaram extracao direta com solucdo aquosa. Outras referéncias como Furusawa et

32]

al®® que utilizaram uma mistura de acetonitrila e hexano para extrair OXI de carne de

frango, obtendo recuperacdes >88 % e Martins et al.l**

que observaram recuperagdes
de 69 - 97 % em matriz leite, também com utilizagdo de acetonitrila, sdo reportados. No
entanto esses dois ultimos trabalhos avaliam a recuperacgéo, que é calculada pela razao
entre a concentracdo experimental e teérica multiplicada por 100, sendo que o valor
experimental é obtido pela interpolacdo da area do pico na curva analitica utilizada.
Quando nesses trabalhos séo utilizados curva padrdo na matriz, os valores de
recuperacao encontrados ja consideram as perdas na extragdo, impossibilitando uma
comparacao direta.

A utilizacdo de um solvente organico com maior solubilidade para as TCs poderia
resultar em melhores eficiéncias de extracdo, como reportado por Ueno et all*® que
utilizou LLE com metanol gelado a 30 % contendo EDTA para extrair OXI de peixes de

diversas espécies, obtendo recuperacoes de 86,5 % para tilapia, quando fortificadas a
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2000 ng g'. No entanto, tal modificacdo foi avaliada e levou a precipitagdo incompleta
de proteinas e extratos turvos, ja que ha solubilidade de algumas proteinas e outros

possiveis interferentes no metanol.

4.2.2 Avaliacao da extracao com tampao Mcllvaine pH 4,00 seguida de
extracao em fase solida (SPE)

A natureza do solvente utilizado para eluicdo das TCs dos cartuchos foi o
primeiro fator a ser estudado. Inicialmente foram testados os seguintes eluentes:
metanol puro; solugdo de &cido oxalico 0,01 mol L' em metanol; além de metanol,
acetonitrila, tetrahidrofurano, acetato de etila e etanol contendo 5 % de &cido acético;
que foram utilizados para eluir as TCs de cartuchos carregados com solucdes de
tampao Mcllvaine fortificadas, simulando a extracdo de uma amostra com concentracao
de 100 ng g'. Ap6s eluicdo o solvente foi evaporado e ressuspendido em 2 mL de FA.
A eluicao do cartucho Oasis se mostrou mais facil, sendo que os trés primeiros tipos de
eluentes resultaram em eficiéncias de eluicdo maiores que 80 % para todas as TCs e,
devido a praticidade e menor consumo de reagente, metanol puro foi escolhido como
eluente para esse cartucho. No entanto, os mesmos resultados ndo foram observados
para os outros dois tipos de cartuchos e as melhores condi¢cées foram obtidas com
utilizacdo de solucdo de acido oxalico 0,01 mol L™ em metanol. A utilizagdo de metanol
puro se mostrou muito pouco eficiente (< 30 %) para o cartucho fenil e C18. O eluente
metanol contendo acido acético 5 % também levou a boa eficiéncia, mas gerou um pico
duplo de OXI, possivelmente devido a degradacao em meio fortemente acido na etapa
de secagem do solvente.

Antes de iniciar a extracdo em amostras contendo matriz, avaliou-se a
capacidade de adsorcao das TCs nos trés cartuchos de SPE avaliados (C18, fenil e
Oasis HLB). Para isso, adicionou-se 50 uL de solugao de trabalho em 10 mL de solugéo
Mcllvaine-EDTA, simulando a extracdo de uma amostra com concentracéo de 200 ng g
' de cada TC. A solugéo resultante foi agitada e carregada no cartucho de SPE pré-
condicionado, sendo recolhida a solugcéo eluida. Em seguida cada cartucho foi lavado

com 5 mL de agua ultrapura, que também foi recolhida apds passagem pelo cartucho.
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Finalmente foi feita eluicdo dos analitos com trés aliquotas de 4 mL de metanol
(cartucho Oasis) e solugdo de &cido oxalico 0,01 mol L™ em metanol (cartucho fenil e
C18), sendo que cada aliquota foi separadamente recolhida. Através da analise de
cada uma das solugdes recolhidas, foi possivel avaliar a quantidade de analito retida
apos passagem pelo cartucho (LC), se houve eluicdo dos analitos junto com a agua de
lavagem e quantas aliquotas de eluentes sdo necessarias para uma eluicao quantitativa
dos analitos.

Os resultados indicaram que, apdés a passagem da solugcao fortificada pelos
cartuchos, a LC para todas as fases estacionarias foram acima de 99 %, com excecao
da OXI nos cartuchos Oasis e Fenil e da TET no cartucho Oasis (Tabela 9). Mesmo nos
casos em que o LC ficou abaixo desse valor, os resultados ainda se mostraram

satisfatorios, pois se aproximaram de 95 %.

Tabela 9: Capacidade de carregamento dos cartuchos avaliados em SPE (%)

_ Oxitetraciclina Doxiciclina Tetraciclina Clortetraciclina
Tipo de cartucho

(%) (%) (%) (%)

Oasis 96,4 >99 95,2 >99
fenil 94,1 >99 >99 >99
C18 >99 >99 >99 >99

Resultados similares foram obtidos por Casella e Picerno **! que encontraram LC
> 95 % para cartucho com fase fenil e polimérica Strata SCX, além de 76 < LC < 95 %
para cartucho C18, que foi justificado por uma menor interagdo dos analitos com a fase
estacionaria mais apolar. As diferencas nos valores obtidos pelo cartucho C18 podem
ter sido originadas pela diferenca de concentragcdo na solucdo padrao introduzida no
mesmo, sendo que neste trabalho foram simuladas concentragdes menores e mais
préximas ao valor obtido nas amostras reais.

A solucao de lavagem nao apresentou quantidades significantes de TCs,
indicando que a agua pura pode ser utilizada para a etapa de lavagem de possiveis
interferentes. Na etapa de eluicdo dos analitos foi observado que a terceira aliquota
utilizada apresentou, respectivamente, fragdes maximas de 5, 3, 4 e 3 % da quantidade
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total eluida para OXI, DOX, TET e CTC. Com isso, optou-se por fazer a eluicdo das TCs
dos cartuchos com apenas duas aliquotas de 4 mL de solvente, pois a terceira aliquota
nao apresentou aumento expressivo na eficiéncia de extracdo e deixaria a etapa de
secagem mais demorada, além de aumentar a degradacdao das TCs com aumento da
exposicao a temperatura e oxigénio.

A préxima etapa foi avaliar a seletividade do método utilizando SPE. Para isso,
foram realizadas extracdes de amostras branco de peixe em duplicata. A metodologia
de extragdo empregada teve como referéncia inicial o método descrito por Paschoall'!l.
No entanto algumas modificacbes tiveram que ser realizadas, como a retirada da
solucdo de acido tricloroacético (TCA) junto com o tampdo Mcllvaine durante a
extracdo, pois notou-se uma variacao no pH. Além disso, a segunda extracao nao teve
as proteinas satisfatoriamente precipitadas apenas com a adicdo de NaOH 5 mol L™ e
optou-se por fazer a adicdo de TCA apo6s as duas etapas de extracdo com solucéao
tampao Mcllvaine-EDTA pH 4,0.

Todos os tipos de cartuchos avaliados apresentaram boa seletividade para os
analitos, nao apresentando nenhum interferente para os picos da OXI, TET e CTC. No
entanto, mais uma vez foi detectado o interferente da DOX no comprimento de onda de
528 nm de emisséo, sendo inclusive, de maior intensidade que no método de extracédo
liquido-liquido. Assim, foi necesséario também utilizar o valor de 457 nm para detecgao
da DOX, obtendo-se picos de interferentes muito pequenos para os cartuchos Oasis e
fenil, e eliminagdo total no Cartucho C18. Em baixas concentragbes, esse interferente
se mostrou consideravel, e afetou o limite de quantificacdo do método para a DOX
como descrito na etapa de validagao do método.

A segquir foi realizado a etapa da otimizacdo das condicdes de extracdo, sendo
novamente utilizado um planejamento fatorial experimental fracionario 2*' com quatro
fatores e dois niveis cada (Tabela 10). Foi utilizado o cartucho fenil devido ao seu
menor custo e boa eficiéncia. Os fatores C1, C2 e C3 visaram chegar a melhor
condicdo na extracao realizada antes da insercdo da amostra no cartucho, em que é
necessario uma homogeneizacdo da mesma com a solucao extratora dentro do tubo de
centrifuga. A utilizacdo do equipamento UltraTurrax proporciona uma o6tima

desintegracdo da matriz e homogeneizacao com a solugao extratora, mas retém parte

42



da matriz junto com a solucéo, sendo necessario uma lavagem da hélice. Ja a agitacao
em vortex tem a vantagem de nao perder nenhuma amostra, mas proporciona uma
desintegracdao menos eficiente. Também foi avaliado o tempo de contato nesses dois
tipos de homogeneizagéo. A influéncia da variagdo do pH do tampao Mcllvaine-EDTA
foi avaliada, buscando uma condicéo alternativa ao pH 4,00, valor comumente utilizado.
O ultimo fator avaliado foi o volume de TCA utilizado, de forma a obter uma melhor
eficiéncia na precipitacdo das proteinas da matriz. Elaborou-se uma seqiiéncia de

experimentos aleatérios com a variagao dos parametros como mostrado na Tabela 6.

Tabela 10: Identificacao dos fatores avaliados no método SPE

Cédigo Fator Identificacédo Nivel - Nivel +
C1 tipo de extracao Turrax Vortex
Cc2 tempo de agitacdo (min) 1,0 2,0
C3 pH de extracao 3,00 4,00
C4 volume de TCA (uL) 500 1000

A resposta utilizada na otimizacao foi a area do pico cromatografico de cada TC,
buscando-se chegar ao maior valor possivel. Foram utilizadas amostras branco
fortificadas ao nivel de 200 ng g e analisadas em duplicata. Os resultados estdo

resumidos na Tabela 11.

Tabela 11: Resultados da significancia (95 %) dos efeitos calculados no método SPE

C1 Cc2 C3 C4

Oxitetraciclina NS SG (-) SG (+) NS

Doxiciclina NS NS NS NS
Tetraciclina NS SG (-) SG (-) SG (+)

Clortetraciclina NS NS NS NS

NS: Efeito ndo significativo; SG (-): Significativo negativamente; SG (+): Significativo

positivamente
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Os resultados mostraram que os tipos de homogeneizacdo da matriz com a fase
extratora avaliados n&o diferiram significativamente para nenhum dos analitos. Assim, a
homogeneizagdo com vortex foi escolhida devido a praticidade e de nao haver
necessidade de lavagem. Ja o tempo de extracdo influenciou negativamente quando
passado de 1,0 para 2,0 min para a OXl e TET, indicando uma possivel perda de
analitos nas paredes do tubo com uma excessiva agitacdo. Por isso, o tempo de
agitacao de 1,0 min foi selecionado. O fator pH de extracdo teve duas respostas
opostas para a OXl e TET. Como a intensidade em area do pico da OXI &€ menor que a
da TET, preferiu-se utilizar o pH 4,00 na extracao e favorecer a intensidade do pico da
OXI. Finalmente, o aumento do volume de TCA utilizado influenciou positivamente a
extragdo da TET, e por isso o nivel de 1000 uL foi selecionado.

Utilizando as condi¢cbes otimizadas de extragdo, avaliou-se a eficiéncia de
extracdo dos analitos em amostras branco fortificadas a 200 ng g”'. Os resultados
encontrados estao descritos na Tabela 12.

Tabela 12: Eficiéncia de extragdo obtida com o método SPE (n= 6)

Eficiéncia (%)

Analito
Oasis-HLB fenil C18
Oxitetraciclina 69,0+ 0,4 76,044 63,7 +4.4
Doxiciclina 66,5 £ 8,7 64,9 t44 445+ 0,4
Tetraciclina 89,1 £ 1,1 73,9+4,7 53,3177
Clortetraciclina 68,4 + 4,6 58,3+2)7 45,2 + 3,1

Os resultados evidenciaram uma superioridade na eficiéncia de extracdo média
do cartucho Oasis, como j& descrito por alguns autores,?>?? com 73,3 %, seguido do
cartucho fenil com 68,3 % e C18 com 51,7 %. A natureza hidrofilica da fase polimérica
Oasis-HLB confere uma melhor “molhabilidade” da fase estacionaria, facilitando sua
interacdo reversivel com os analitos e consequente facilidade de rompimento de
interagdo com a passagem do solvente forte. Andersen et al*¥ utilizaram o mesmo
cartucho Oasis para analisar OXI, TET e CTC em camarao, obtendo recuperacoes
entre 76-93 %, mas com extracdo utilizando acido succinico ao invés de tampéo
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Mcllvaine. Resultados proximos também sdo descritos na literatura com utilizagdo de
fase polimérica como o obtido por Rupp et al®® que usou cartucho Strata-X para
extracdo de residuos de OXI em salmao, obtendo recuperagao absoluta de 78 %, e
também Shalaby et al®! que utilizou o mesmo cartucho para andlise de TCs em
musculo de aves, obtendo recuperagdes entre 50 - 70 %, também utilizando tampéao
Mcllvaine como solugcdo extratora. Para um aumento da eficiéncia de extracdo do
método de SPE podem ser utilizadas lavagens seqlienciais com solvente forte (ex: agua
contendo 5% metanol) e eluicbes com solventes com diferentes pHs, como descrito por
Koesukwiwat et all®? visando uma melhor eliminagdo de interferentes e eluigdo
sistematica dos analitos. No entanto, essas etapas tornam o método muito demorado,
dificultando a aplicacao real para analises de rotina em que quantidades grandes de
amostra sao analisadas diariamente.

A utilizagdo de extracao similar com tampao Mcllvaine e clean up em cartucho
Qasis, seguido por eluicdo com metanol, foi utilizado por Cinquina et all®® para analisar
residuos de TCs em matriz leite € musculo bovino obtendo recuperagdes eficientes
entre 80 - 93 % e 82 - 90 %, respectivamente. Tais diferencas podem ser explicadas
pela diferenca de composicdo entre as matrizes, principalmente em quantidade de
proteina e ions inorganicos, que interagem de maneira diferenciada com os analitos e
também com a fase estacionaria do cartucho de SPE. Variacbes no pH da solucao de
extracdo ocasionado por influéncia da acidez da matriz também apresentam influéncia
significativa na retencdo das TCs, podendo diminuir sua retencdo em pH abaixo de 4,0,
como reportado por Koesukwiwat et al.®?.

Os cartuchos com fase fenil e C18 sao suportados em silica que podem conter
quantidades de grupos silandis residuais que interagem de forma irreversivel com as
TCs, podendo ser uma fonte de baixa recuperacdo dos analitos. Porém, a fase fenil
também apresentou resultados muito satisfatorios, sendo relacionados com a
ocorréncia de interacdes m-r com o anel aromatico das TCs, sendo também uma boa
escolha como fase adsorvente. J& o cartucho C18 avaliado levou a menor eficiéncia,
abaixo dos valores encontrados na literatura®*?®, em que sdo descritas recuperagdes
de 74-99% em anadlise de matriz truta e artemia. O fator matriz pode ter afetado a
eficiéncia de extracdo ja que as diferentes composicées dos tipos de peixes avaliados
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podem levar a diferentes resultados, como também influéncias de diferencas de marcas
de cartuchos utilizadas.

Devido a uma diferenga ndo muito significativa entre os resultados obtidos com a
fase Oasis-HLB e fenil, além do alto custo dos cartuchos com fase polimérica, a
utilizagdo do cartucho com fase fenil foi escolhida nesse trabalho para as proximas

etapas.

4.2.3 Avaliacao da Extracao com tampao Mclilvaine pH 4,00 seguida de
concentracao em resina polimérica adsorvente (XAD)

Nesse método, a etapa de extracdo antes da adsorcao foi similar ao método
SPE, e por isso foram utilizadas as condicoes otimizadas na extragdo obtidas
anteriormente: pH da solugdo Tampao Mcllvaine-EDTA em 4,00 e homogeneizacao
com vortex por 1,0 min. No entanto, a utilizacdo dos cartuchos de SPE possuia uma
limitacdo de massa de amostra a ser utilizada, ja que possuem membranas filtrantes
(frity de pequena porosidade e que tem a fungdo de imobilizar a fase estacionaria,
sendo passiveis de entupimento com excesso de proteinas, principalmente em matrizes
bioldgicas. Nos ensaios com as resinas poliméricas foi possivel a utilizacdo de maior
massa de amostra, pois a etapa de eluicdo da solucao extratora foi realizada utilizando
cartucho de SPE contendo apenas la de vidro no fundo, que possui alta porosidade,
facilitando o escoamento de particulas em suspensao. Foram realizados testes com as
mesmas membranas filtrantes utilizadas na SPE e também com papéis de filtro
qualitativo e quantitativo para a retengdo da resina no cartucho vazio, mas ambos
apresentaram entupimento.

Inicialmente foi avaliado a seletividade em amostras branco e capacidade de
retencéo das TCs pela resina XAD 7, composta por polimeros de ésteres alifaticos. O
procedimento de extracdo foi baseado no trabalho de Miranda et al®”); que sugeriu um
método baseado em mecanismos de adsorcao por troca ibnica, em que as TCs sao
adsorvidas na resina em condi¢cdes de pH fortemente basicas (11,00) e, em seguida, é
feita a eluicdo com solucdes acidas. O método proposto foi reproduzido nesse trabalho,

mas os resultados ndo foram similares. Uma boa seletividade foi obtida, mas a
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eficiéncia de extragdo com solucdes fortificadas, mesmo apéds tentativas de otimizacao,
foi menor que 10 %, muito inferior aos 85,0 - 95,8 % reportados pelo autor. Chaubal
et al®" descreveram estudos que evidenciaram que a afinidade da resina XAD 7 por
TET é minima em uma ampla faixa de pH e que a adsorcédo das TCs em pH acima de
8,00 pode gerar a sua degradacdo. O mesmo trabalho avaliou a adsorcdo da TET em
uma resina composta de polimeros contendo anéis aromaticos, XAD 16, obtendo bons
resultados. Assim, o0 método foi novamente repetido utilizando a resina citada.

Os novos resultados se mostraram promissores, sendo obtidas boas eficiéncias
de extracdo com solugdes padrao em solvente. O pH de adsorc¢éo foi alterado para 8,00
e a eluicdo da resina foi realizada com solvente organico, levando a melhores
resultados que com solugdes acidas. Com isso foi possivel fazer a evaporacdo do
solvente e ressuspensao em 2 mL de fase moével aquosa, aumentando a concentracao
dos analitos.

A seguir foi avaliado a seletividade do método utilizando a resina XAD 16. Da
mesma forma que nos dois métodos anteriores, houve um interferente no tempo de
retencao da DOX, que foi contornado também pelo monitoramento no comprimento de
onda de emissdo a 457 nm. A seletividade para os outros analitos se mostrou
adequada.

Uma vez constatada a seletividade do método, foi possivel iniciar a otimizacao
utiizando 0 mesmo planejamento experimental citado nos outros dois métodos. Os
fatores estudados visaram a otimizagdo da etapa de adsor¢cao, como massa de resina
adicionada, tempo de agitagcdo e pH na etapa de adsorcdo, além de natureza do
eluente das TCs, comparando metanol puro e solugdo de acido oxalico 0,01 mol L™ em
metanol (Tabela 13). A seqUéncia de experimentos aleatorios foi realizada de acordo
com Tabela 6.
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Tabela 13: Identificacao dos fatores avaliados no método XAD

Cédigo Fator Identificacéao Nivel - Nivel +
C1 massa de resina (g) 1,0 1,5
Cc2 tempo de adsorcao (min) 10 20
C3 pH de extracao 7,00 8,00

acido oxalico 0,01
C4 natureza do eluente metanol p
mol L~ em metanol

A resposta utilizada na otimizagao foi a area do pico cromatografico de cada TC,
buscando-se chegar ao maior valor possivel. Como no método anterior, foram utilizadas
amostras branco fortificadas ao nivel de 200 ng g™'. Os resultados estdo resumidos na
Tabela 14.

Tabela 14: Resultados da significancia (95 %) dos efeitos calculados no método XAD

C1 C2 C3 C4
Oxitetraciclina NS NS SG (+) SG ()
Doxiciclina SG () NS NS NS
Tetraciclina SG (+) NS NS SG (-)
Clortetraciclina NS NS SG (-) SG (+)

NS: Efeito ndo significativo; SG (-): Significativo negativamente; SG (+): Significativo

positivamente

Diferentemente do esperado, os experimentos de otimizacdo mostraram que o
aumento de massa de resina de 1,0 g para 1,5 g causou um efeito negativo na
eficiéncia de extracao para a DOX e TET. O resultado pode ser explicado pela
dificuldade em transferir maior quantidade de resina para o cartucho, aumentando a
perda por retencdo nas paredes do frasco de adsorcdo. Além disso, o volume de
eluente se torna proporcionalmente menor em relagcdo a quantidade de resina
adicionada. O fator tempo de adsorcdao ndao se mostrou significativo para nenhum dos
analitos, mostrando que um tempo de 10 min ja é suficiente para atingir o equilibrio de
adsorgao entre as TCs e a resina. Os fatores C3 e C4 se mostraram opostos entre OXI
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e CTC. Assim, preferiu-se utilizar pH 7,00 para extracao, favorecendo a CTC, ja que a
OXI ja apresenta um pico mais intenso. Além disso, o eluente metanol com &cido
oxalico desfavoreceu a eficiéncia de extragao para a OXl e TET, sendo escolhido o
eluente metanol puro, apesar de diminuir a extracao da CTC.

Prosseguiu-se com a avaliacdo da eficiéncia de extracdo nas condicdes
otimizadas. Para isso avaliou-se amostras branco fortificadas a 200 ng g’ como

descrito na parte experimental. Os resultados estdo expostos na Tabela 15.

Tabela 15: Eficiéncia de extracdo obtida com a resina XAD 16 (n = 6)

Analito Eficiéncia (%)
Oxitetraciclina 49,3+10,6
Doxiciclina 48,1 £ 3,5
Tetraciclina 52,6 +1,5
Clortetraciclina 59,8 £ 10,0

A eficiéncia de extracao encontrada, com média de 52,5%, se mostrou superior
ao método de extracdo liquido-liquido e levemente superior ao método utilizando o
cartucho SPE com fase C18, mas ainda abaixo da eficiéncia das fases poliméricas e
fenil do SPE. Além disso, a precisdao encontrada foi menor que nos outros métodos
avaliados até agora, sendo resultado de um procedimento mais laborioso e demorado,
com varias etapas de transferéncia na extracdo. No entanto, a vantagem desse
procedimento esta na possibilidade de reutilizacao da fase adsorvente XAD apés uso,
com uma simples etapa de limpeza, similar ao método de ativagao. Obtém-se com isso
uma boa diminuicdo do custo da analise, principalmente quando comparado com 0s
métodos usando os cartuchos de SPE, que sdo descartaveis. Além disso, mesmo com
a eficiéncia de extracdo um pouco baixa, é possivel analisar amostras contendo
concentragdes abaixo do LMR de 100 ng g™, pois 0 método cromatografico apresentou
excelente detectabilidade. A utilizacdo de um método de clean up similar ao
desenvolvido nesse trabalho foi reportado por Posyniak et al®™® que utilizou uma fase
estacionaria de polimero de estireno-divinilbenzeno para analise de TCs em tecido

49



suino, obtendo recuperacgdes entre 84 - 87 %, com a utilizacao de extracao com tampéao
oxalato e incremento de diversas etapas de lavagem para remocao de interferentes.

4.2.4 Avaliacao do Protocolo de extracao QUEChERS (QUE)

Inicialmente algumas modificacdes do método descrito por Lehotay et al.l*®
foram avaliadas, ja que as TCs apresentam estrutura mais polar que os pesticidas, que
normalmente sao alvo do método QUEChERS. Foram avaliados separadamente trés
tipos de modificagdes em amostras branco fortificadas e comparados com o método
original, sendo:

1 - Adicdo de EDTA na solucdo organica extratora de acetonitrila com 1 % de &cido
acético, visando diminuir a complexacao das TCs com os metais presentes na matriz, o
que dificultaria a transferéncia para a fase organica

2 — Adicao de 20 % de metanol na solucao organica extratora acetonitrila com 1 % de
acido acético, visando aumentar a eficiéncia de extracdo devido a maior solubilidade
das TCs em metanol

3 - Extracao com acetonitrila sem adicao de acido acético

A primeira modificacdo proposta resultou em uma diminuicao leve nas areas dos
picos em relacdo ao método original e gerou turvagéo do extrato final com consequente
dificuldade de filtragem antes da injecdo. A segunda proposta se aproximou muito dos
resultados obtidos com o método original, mas levou a um cromatograma com diversos
interferentes que foram extraidos pelo metanol, prejudicando a seletividade. A ultima
modificacdo gerou picos com area muito inferior ao método original, indicando que a
fase organica deve ser acidificada para uma melhor eficiéncia. Com isso, o solvente de
extracdo original foi mantido para a etapa de otimizacao.

Foram necessarias modificacoes apenas apds a etapa extracdo, sendo
aumentado o volume coletado para 2 mL, em relagcdo a 1 mL do método original. Além
disso, foi necessario ressuspender o extrato apds evaporacdo em apenas 1 mL de FA,
em vez de 2 mL utilizado nos outros métodos avaliados nesse trabalho. Com essas
medidas, conseguiu-se uma maior concentragdo dos analitos, ja que nesse método nao

€ realizado nenhuma etapa com essa finalidade. Isso se deve ao fato de que o método
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original geralmente é aliado a deteccao por espectrometria de massas, que possui
altissima detectabilidade e seletividade, ndo necessitando de complexos preparos de
amostra e pré-concentragao.

Avaliou-se a seletividade do método proposto, obtendo-se um cromatograma
com pouca quantidade de picos e de pouca intensidade, indicando que a quantidade de
compostos extraidos com esse método € menor que para os outros métodos avaliados.
Mas, como nos outros métodos, a DOX necessitou ser monitorada no comprimento de
onda de 457 nm para eliminar interferéncia.

Na otimizagdo do método QUEChERS também foram avaliadas variagbes em 4
fatores, com o mesmo planejamento descrito nos outros métodos. A porcentagem de
acido acético (HAc) contido na acetonitrila foi variada, também a natureza e quantidade
de sal utilizado como agente dessecante na etapa de extracdo e clean up, além da
massa de PSA utilizada para extrair interferentes (Tabela 16). A sequéncia de

experimentos aleatorios foi realizada de acordo com a Tabela 6.

Tabela 16: Identificacao dos fatores avaliados no método QUE

Cédigo Fator Identificacéao Nivel - Nivel +
C1 HAC (%) 1,0 2,0
Cc2 dessecante MgSO,4 Na>SO4
C3 massa de dessecante (g) 1/0,075 2/0,150
C4 massa de PSA (mg) 25 50

A resposta utilizada na otimizagao foi a area do pico cromatografico de cada TC.
As mesmas condi¢cdes dos métodos anteriores foram aplicadas. Os resultados estao
resumidos na Tabela 17.
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Tabela 17: Resultados da significancia (95 %) dos efeitos calculados no método QUE

C1 C2 C3 C4

Oxitetraciclina SG () SG (+) NS NS
Doxiciclina SG (+) SG (+) SG (-) SG (+)
Tetraciclina SG (+) SG (+) SG (+) SG (-)
Clortetraciclina SG (+) SG (+) SG (+) SG (-)

NS: Efeito ndo significativo; SG (-): Significativo negativamente; SG (+): Significativo

positivamente

O aumento para 2 % de HAc na acetonitrila gerou uma diminuicdo consideravel
na eficiéncia de extracdo da TET, gerando possivel degradacdo parcial na etapa de
secagem com a diminuicdo do pH, como ja tinha sido evidenciado na utilizacao de
metanol com adicdo de acido acético para eluicao dos cartuchos de SPE. No entanto,
como houve aumento consideravel da eficiéncia para as outras trés TCs, optou-se por
manter a condi¢do de 2 % de HAc. O segundo fator estudado mostrou que o agente
dessecante comumente utilizado no método QUEChERS, MgSO, anidro, causa forte
decréscimo na extracao das 4 TCs, sendo necessario a substituicdo por NaSO4. A
causa desse perda provavelmente reside na capacidade das TCs de complexarem com
o fon Magnésio®>*, Com isso, ha um aumento da tendéncia das TCs em
permanecerem interagindo com a agua presente na amostra e dificulta uma possivel
solvatagdo pelas moléculas organicas da fase extratora. O aumento da massa
adicionada do agente dessecante Na>SO, foi escolhido, pois mostrou influéncia positiva
na extracéo da TET (+11 %) e CTC (+25 %), em detrimento da extracdo da DOX (-22
%). No ultimo fator estudado, mais uma vez, a eficiéncia de extragdo da DOX foi
suprimida (+41 %) para que a eficiéncia da TET (-27 %) e CTC (-26 %) néao diminuisse.

Os parametros otimizados foram utilizados para avaliacdo da eficiéncia de
extracdo do método QUEChERS. Os resultados estdo expostos na Tabela 18.
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Tabela 18: Eficiéncia de extracdo obtida com o método QUE (n=6)

Analito % Eficiéncia
Oxitetraciclina 275+1.2
Doxiciclina 21,1 £ 3,1
Tetraciclina 21,6+24
Clortetraciclina 272+22

A eficiéncia de extracdo média encontrada foi de 24,3 + 2,2 %, ficando um pouco
acima do valor obtido no método de extracdo direta, que possui um principio de
extragdo muito similar ao método QUEChERS, mas sem adi¢cdo de acido no solvente
extrator e sem etapa de clean up. Apesar da baixa eficiéncia, o método se mostrou de
execucao rapida e simples, com reprodutibilidade e seletividade adequadas. A
realizacdo de uma curva padrdao na matriz com esse método possibilitaria uma correcéao
das perdas na extracdo, viabilizando uma analise quantitativa. Em uma possivel
aplicacao do método, caso o interesse de analito alvo seja a DOX, que obteve a menor
eficiéncia, as condicbes poderiam ser alteradas, com grande favorecimento na extracao
da DOX como apresentado na otimizagao.

Esse método vem sendo cada vez mais empregado para andlise de
multiresiduos de drogas veterinarias em alimentos, mas com alteragdes de acordo com
a matriz. Frenich et al®”! reportaram recentemente a utilizagdo do método QUEChERS
para determinacdo, entre outros analitos, de TCs em matriz ovo, com extragcdo com
acetonitrila, obtendo recuperacdes entre 0-15 %. Outro trabalho do mesmo grupo de
pesquisa, reportado por Lopes et al®® utilizou 0 método QUEChERS com extragéo por
ACN:MeOH (75:25) para extrair multiresiduos em Dourada (Sparus aurata) e obteve
recuperacdes acima de 80 % para todas as TCs. Nesse ultimo trabalho a utilizacao de
deteccdo por espectrometria de massas possibilitou a analise de extratos com maior
quantidade de interferentes coextraidos com o metanol sem afetar a seletividade do
método.
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4.2.5 Comparacao entre os métodos avaliados

A Figura 11 resume os métodos de extracdo avaliados apds otimizacdo. Um
resumo dos resultados de eficiéncia de extracdo de todos os métodos avaliados é
apresentado na Tabela 19. A utilizagdo do método SPE-Oasis teve a melhor eficiéncia
de extragdo entre os métodos avaliados. Os métodos LLE e QUE tiveram eficiéncias
inadequadas para um método quantitativo. J4 a utilizacdo da resina Amberlite XAD 16
apresentou resultados promissores que podem ser alvos de estudos complementares
para melhoramento de eficiéncia de extracao, principalmente considerando o fato de um
baixo custo de andlise, j& que a resina pode ser reutilizada apds reativacdo. A
desvantagem desse método reside no maior consumo de tempo que os outros
métodos.

Devido a uma diferenga ndo muito significativa entre os resultados obtidos com a
fase Oasis e fenil, além do alto custo dos cartuchos com fase polimérica, a utilizacao do
cartucho com fase fenil foi escolhida nesse trabalho para a etapa de validagdo analitica

e aplicacdo em amostras reais.
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|Injecdo em HPLC|
A

| Secagem, ressuspensdo em FA e HPLC |

\ Secagem e ressuspensdo em FA \
A

\ Eluicdo com 2x2 mL metanol \

\ Na,SO, + PSA + vortex 1 min\
2mL
\ Vortex, filtrar e acertar o pH em 7,0 \ \Vortex 1 min e centrifuga 6000 rpm\

\ 1,0 g de resina XAD 16 e agitar 10 min \

110 mL tamp&o Mcllvaine-EDTA pH 4,0] [5 mL ACN com HAc 2% + Na,SO, + NaAc |

\ 5,0 g amostra \ ‘ 5,0 g amostra
XAD [ Tjjapia fortificada | 2QUE
LLE 200 ng g! SPE

| 2,5 g amostra | | 2,5 g amostra |

h 4 h
Adicao de 0,25 g NaCl + 5 mL Hexano| | 5 mL tamp&o Mcllvaine-EDTA pH 4,0

| Adicgo 5 mL de ACN \ Vortex 1 min e c'entrifuga 6000 rpm|
| Vortex 3 min +'ultrassom 5 min | sobrenadante
| Centrifuga 6000 rpm por 10 min | | SF:E |
2.5 mL ACN ‘ Eluicdo com 2x4 metanol ‘
‘ Secagem e ressruspenséo em FA \ \ Secagem e ress'uspenséo em FA ‘
[Injecéo em HPLC] lInjecdo em HPLC]

Figura 11: Métodos de extracao avaliados apds otimizacao

Tabela 19: Comparacao da eficiéncia de extracao (%) e desvio padrao obtidos com os
métodos investigados

Método de SPE
extracao LLE Oasis fenil C18 XAD 16 S
OXI 140+2,0 69,0+04 76,0+4,4 63,7+44 481+35 275+12
DOX 23,1+51 66,5+8,7 649+44 445+04 526+15 21,131
TET 228+0,7 89,1+11 739+4,7 533+7,7 598+10,0 21,6+24
CTC 30,5+1,0 68,4+46 583+27 452+3,1 49,3+106 27,2+22
Média 22,6 73,2 68,3 51,7 52,4 24,3

4.3 Validacao analitica

O método utilizando SPE obteve a melhor eficiéncia de extragao e por isso foi
escolhido para o processo de validacao analitica. Durante esse processo optou-se por
modificar as condi¢cdes cromatograficas do gradiente de fase moével para obter uma
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melhor seletividade para a OXI|, que apresentava picos interferentes com retencoes
proximas ao do analito e também para melhorar a detectabilidade da DOX, buscando
uma condicdo que fosse possivel o monitoramento da fluorescéncia a 528 nm de
emissdo, que possui maior intensidade, facilitando detec¢des de concentracbes mais
baixas de TCs. Os melhores resultados foram obtidos com as seguintes condigbes: FA
0-6min:85%;6-7min: 75 %; 7 -12 min: 65 %; 12 - 13 min: 75 %; 13 - 18 min: 85 %.

4.3.1 Seletividade

A seletividade foi avaliada com a analise de 6 amostras branco de filés de tilapia,
sendo coletado amostras em duplicata de trés diferentes lotes de criagcdo. A Figura 12
apresenta a comparacao entre um cromatograma obtido com a analise de uma amostra
branco com outro cromatograma obtido com a andlise de uma amostra branco
fortificada a 100 ng g™’ de cada TC. Nao houve interferentes significativos para a OXI,
TET e CTC. Para a DOX, houve um pequeno pico com mesma retencdo, mas que

ainda teve um sinal abaixo de 20 % do pico do analito na amostra fortificada a 25 ng g™.
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Figura 12: Comparagdo entre cromatogramas de andlise de amostra branco com
amostra branco fortificada a 100 ng g . FE: Coluna C18 ACE. 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:ACN 50:50). Eluicdo sob vazdo de 1 mL min™, FA 0 - 6 min: 85 %; 6 - 7 min: 75
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%; 7 - 12 min: 65 %; 12 - 13 min: 75 %; 13 - 18 min: 85 %. Deteccéao por fluorescéncia
(Aexc/Aem: 385/528 nm).

4.3.2 Linearidade

O grafico com a regressao linear da analise das solugcdes de TCs na faixa de 2 -
1000 ng g é mostrado na Figura 13. Todas as TCs apresentaram boa linearidade em
toda a faixa linear de detecgdo estudada, com r acima de 0,99, sendo que a DOX
apresentou picos significantes somente a partir de concentracdes de 6 ng g”'. Dessa
forma, escolheu-se a faixa linear de trabalho que foi de 25 a 200 ng g™, equivalente a
concentracdes de 0,25 a 2 LMR das TCs, no qual realizou-se a curva analitica com
fortificagdo na matriz branco. Os parametros da curva analitica de cada TC estao
resumidos na Tabela 20 e os graficos de regressao linear e distribuicido de residuos
estdo apresentados nas Figuras 14 e 15.

4500 -
# Oxitetraciclina M Doxiciclina A Tetraciclina X Clortetraciclina

4000 | y = 4,1498x + 22,754

y = 3,9756x + 11,2
3500 -

3000 -
2500 1 y = 2,273x + 18,494

2000 -

Area / 100000

1500 -
1000 - y = 1,3258x + 2,6414

500 -

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracdo simulada (ng g™')

Figura 13: Curvas analiticas obtidas na faixa linear de deteccdo dos padrdes em
solvente.
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Tabela 20: Parametros das curvas analiticas das TCs na matriz

Analito Sensibilidade Valor r Faixa linear de  Faixa linear de
(EUgng™) F deteccdo (ng g') trabalho (ng g7)
Oxitetraciclina 9430 556 0,9941 2-1000 25-200
Doxiciclina 1470 272 0,9913 6-1000 25-200
Tetraciclina 12160 330 0,9918 2-1000 25-200
Clortetraciclina 7440 623 0,9958 2-1000 25-200

Todas as curvas analiticas apresentaram 6étima linearidade dentro da faixa de
trabalho estudada, com coeficientes de correlacdo acima de 0,99. A TET apresentou a
maior sensibilidade dentre as TCs, com valor de 12160 EU g ng™”. Observou-se pelo
grafico dos residuos padronizados, a existéncia de erro sistemdatico nas curvas
analiticas, devido a uma repeticdo das distribuicées dos residuos entre as curvas das
TCs, possivelmente causado pela pipetagem na fortificacdo, em que uma solucao Unica
contendo todas as TCs é utilizada para fortificar a amostra. No entanto, as distribuicdes
em cada grafico apresentaram prioritariamente ordens aleatorias, confirmando que o
modelo linear de regressdo € apropriado. Os valores de F calculados foram todos
maiores que dez vezes o valor de F tabelado (F13 = 10,13), como preconizado por
Barros Neto, et al.®®, confirmando que a equacao de regressio é altamente significativa

e util para fins de previséo.
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Figura 14: Gréfico da regresséao linear da curva padrao e grafico de residuos para a

Oxitetraciclina e Doxiciclina (n=3).
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Figura 15:

Tetraciclina e Clortetraciclina (n=3).

4.3.3 Precisao

Grafico da regressao linear da curva padrao e grafico de residuos para a

Os resultados de coeficiente de variacao (CV) das analises de precisao intradias
e interdias sdo apresentados na Tabela 21. Os niveis de fortificagdo escolhidos foram
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25, 100 e 200 ng g™', que contemplam concentracdes baixas, médias e altas em relacdo
ao LMR das TCs em peixes.

Tabela 21: Resultados do CV de andlise de precisao
CV Intradias (%) CV Interdias (%)
25 100 200 25 100 200

Concentragao (ng g'1)

Oxitetraciclina 72 14 50 55 69 85
Doxiciclina 16,7 80 43 30,0 28,0 37,1
Tetraciclina 10,2 46 6,7 138 26 25

Clortetraciclina 71 30 65 109 56 48

A precisdo intradias e interdias do método apresentaram valores de CV menores
que 15 e 20 %, respectivamente, para a OXl, TET e CTC, indicando uma boa
repetibilidade e reprodutibilidade para esses analitos no método desenvolvido. No
entanto, a DOX apresentou desvios na repetibilidade no nivel baixo de concentracao e,
também, na reprodutibilidade em todos os niveis avaliados. No primeiro caso o desvio
pode ser explicado pela proximidade ao limite de quantificacdo do analito, gerando
aumento do erro devido a interferentes. Ja no segundo caso, foi evidenciado que a
quantificacdo da DOX sofre grande variacdo quando sdo alteradas as solucbes de
extragdo e fases mdveis, sendo necessdrio a analise de amostras concomitante ao
preparo da curva analitica. Além disso, a complexidade da matriz e os niveis baixos de

concentracdo monitorados contribuem para desvios na precisao.

4.3.4 Limite de deteccao (LoD) e limite de quantificacao (LoQ)

Os resultados de LoQ e LoD das TCs estdo resumidos na Tabela 22. Também
foram apresentados os valores do LoQ considerando a necessidade de medidas com
repetibilidade e exatiddo, confirmada pela elaboracdo da curva analitica, sendo o
primeiro ponto estudado. Os valores de LoD e LoQ para a DOX foram afetados pelo
interferente descrito na seletividade, sendo que a concentragcdo minima de fortificagéo
que satisfez a condicao de sinal cromatogréafico de 20 % maior que o interferente foi de
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20 ng g'. Os limites encontrados se mostraram satisfatorios para a deteccdo de
residuos de TCs em carne de tilapia, estando muito abaixo dos valores de LMR

estabelecidos.

Tabela 22: Valores de LoQ e LoD obtidos na validacéao
LoD (ngg') LoQ(ngg') LoQ(ngg)

Analito
3 x (s/r) 10 x (s/r) curva analitica
Oxitetraciclina 5,0 8,0 25
Doxiciclina 14 20 25
Tetraciclina 2,5 5,0 25
Clortetraciclina 5,0 8,0 25

4.3.5 Exatidao (eficiéncia de extracao)

Foi avaliada como a eficiéncia de extragdo nos niveis 25, 100 e 200 ng g . Os
resultados, mostrados na Tabela 23, foram similares aos ja obtidos na etapa de
comparacao dos métodos de extracao.

Tabela 23: Eficiéncia de extracdo obtidas em diferentes niveis de fortificacéo

Concentracdo (ngg’') 25 100 200 Média
Oxitetraciclina 68,4 70,5 65,5 68,2
Eficiéncia de Doxiciclina 76,2 75,9 59,1 70,4
extracao (%) Tetraciclina 77,1 69,5 74,0 73,6
Clortetraciclina 59,4 56,7 62,4 59,5

Os resultados ficaram entre 56,7 e 77,1 % confirmando que a curva analitica
deve ser realizada através de fortificacdo da matriz para que os efeitos de perdas na
extragcdo sejam corrigidos. A extragcdo incompleta dos analitos da matriz sélida, bem
como deficiéncia no processo de eluicdo na etapa de SPE sdo os principais fatores que

influenciam a diminuigdo da eficiéncia de extracdo. Dentre as TCs, a menor eficiéncia
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de extracao foi a da CTC, possivelmente causado pela presenca do atomo de cloro na
estrutura da molécula, que aumenta sua reatividade principalmente com grupos silandis
residuais presentes na silica do cartucho de SPE-fenil, e que é minimizado com a
utilizacado do cartucho de fase polimérica HLB-Oasis, o qual obteve melhor eficiéncia de
extracdo para esse analito (68,4 % no nivel de 200 ng g'). Ndo foram utilizados os
critérios estabelecidos pelo guia de validagcdo da ANVISA para exatidao (erro padrao
relativo < 15 %), que é definida como o grau de concordancia entre o resultado de um
ensaio e um valor de referéncia, que nesse caso seria o préprio valor de fortificacao.
Como a curva analitica foi realizada na matriz, efeitos de perdas na extragdo seriam
corrigidos, e os resultados de recuperacao superestimados, ou seja, a exatidao seria a
repeticdo de um ponto da curva analitica. O método utilizado neste trabalho visou
avaliar a quantidade de analito que é recuperado da amostra ap6és fortificagcdo para

expressar a real eficiéncia do método em extrair os analitos.

4.4 Aplicacao da metodologia validada em amostras reais

Do total de 26 amostras avaliadas, apenas uma amostra apresentou residuo de
TCs. Foi encontrada uma concentragéo de 42,0 + 8,4 ng g"' de OXI, que foi confirmado
através de comparacdo com tempos de retencdo do padrdo analitico e adicdo de
padrao no extrato da amostra e posterior andlise. A Figura 16 apresenta a superposicao
de cromatogramas obtidos da analise da amostra com residuo de OXI, amostra branco
fortificada a um nivel de 50 ng g e amostra branco utilizada.
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—————— Branco fortificado 50 ng g™
| — Amostra com residuo
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Figura 16: Superposicdo de cromatogramas de amostra Branco (------ ), amostra com
residuo (——) e amostra branco fortificada a 50 ng g”' (- — — ). FE: Coluna C18 ACE.
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:ACN 50:50). Eluicdo sob vazdo de 1 mL min™', FA 0-6 min: 85 %;
6-7 min: 75 %; 7-12 min: 65 %; 12-13 min: 75 %; 13-18 min: 85 %. Deteccao por

fluorescéncia (Aexc/hem: 385/528 nm).

Apesar da confirmacao da presenca de residuo de OXI| na amostra avaliada, a
concentracdo esta abaixo do valor estabelecido pelo MAPA de 200 ng g, indicando
que a amostra esta adequada para o consumo humano. Considerando a amostragem
efetuada, 3,8 % do total de amostras apresentaram residuos de TCs. Os resultados
estdo proximos aos divulgados pelo PNCR no exercicio de 2011, onde apenas 0,13%
das amostras de pescado de cultivo avaliado apresentaram residuos de algum tipo de
antibiético, sendo que para as TCs nédo foram encontradas violagdes.['! Os resultados
indicaram que as boas praticas de administracao da classe de antibioticos Tetraciclina
estdo sendo obedecidas, considerando a amostragem realizada.
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5 CONCLUSOES

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccado por fluorescéncia se
mostrou adequada para separacao e quantificacdo das Tetraciclinas estudadas, com
detectabilidade de até 0,05 ng de analito injetado.

A utilizacdo do planejamento fatorial fracionario possibilitou a avaliacéo
estatistica da influéncia de pequenas mudancas em etapas dos métodos de extracao
de uma forma rapida e objetiva.

O método de particao liquido-liquido utilizando solvente organico nao apresentou
interferentes, mas obteve baixas recuperacdes (14 - 30 %), sendo mais indicado para
fins qualitativos. O método utilizando resina XAD 16 obteve eficiéncia de extracdo
razoavel (48 - 60 %), mas com baixa precisdo e tempo longo de execucdo. Ja o
emprego do protocolo QUEChERS necessitou de modificagbes com relagdo ao método
classico e apresentou baixa eficiéncia de extracao (21 - 27 %), mas com 6tima precisao.

O emprego de SPE apresentou os melhores resultados entre as técnicas de
extracdo avaliadas e a utilizacdo do cartucho com fase polimérica Oasis foi superior aos
demais com eficiéncia média de 73 %. A utilizacdo de SPE com fase estacionaria fenil
também apresentou resultados proximos, com média de 68 % e, devido ao menor custo
dos cartuchos, foi selecionado para a etapa de validacao e aplicagdo em amostras
reais.

O método de SPE com fase fenil foi validado com relacado as figuras de mérito
seletividade, linearidade, exatidao, precisdo, limite de deteccdo e quantificacdo para a
analise de residuos de TCs em filés de tilapia e se mostrou adequado para a
investigacdo nos niveis de concentracdo exigidos, sendo possivel quantificar
concentracdes de até 20 ng g™, bem abaixo do LMR mais rigoroso estabelecido para as
TCs de 100 ng g™'. Para aplicacdo do método validado, um total de 26 amostras reais
coletadas na regido de Campinas (SP) e em Furnas (MG) foram analisadas e apenas
uma amostra apresentou residuo de Oxitetraciclina, com concentracao de 42,0 + 8,4 ng

g, estando abaixo do LMR estabelecido no Brasil.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Ao longo deste trabalho foi possivel o contato com diferentes técnicas
empregadas na quimica analitica, proporcionando um conhecimento rico e muito util ao
aluno, principalmente em relagdo a preparo de amostras e cromatografia aplicada a
analise de residuos em alimentos.

Os quatro métodos de extracdo estudados foram otimizados de forma rapida
visando avaliagao de possiveis influéncias significativas de cada fator no resultado final,
mas nao foi possivel uma otimizagao sistematica de cada método que poderia chegar a
resultados ainda melhores de recuperacao dos analitos. Como exemplo, outros tipos de
planejamento experimental poderiam avaliar mais parametros e niveis, podendo até
mesmo se utilizar de superficie de resposta, mas o tempo disponivel ndo o permitiu.
Também para cada método de extracdo outras variacdes encontradas na literatura
poderiam ser analisadas, como exemplo: substituicdo de Tampao Mcllvaine por acido
succinico ou acido oxalico como solugcao extratora, aumento de volume na extracao,
limpeza e eluicdo dos cartuchos de SPE, mudanga do tipo de resina XAD, entre outros.

O atual “estado da arte” da quimica analitica instrumental, a espectrometria de
massas, nao foi empregado neste trabalho, pois o objetivo geral buscou exercer a
ciéncia, com a avaliacao de diferentes técnicas para a extracao de analitos em nivel de
residuo de uma matriz complexa como a carne. No entanto, a exigéncia dos 6rgaos de
fiscalizagdo mundiais quanto ao seu emprego é crescente devido a maior confiabilidade

601 Além disso, a

dos resultados com a confirmacdo estrutural de cada analito.!
ocorréncia de residuos e contaminantes em alimentos € uma questdo de seguranca
alimentar, que envolve grandes interesses econémicos, e devera ser cada vez mais
rigorosa a medida que novos limites de concentragdo séo atingidos e novos estudos de

impactos a saude sao levados a publico.
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