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RESUMO

Antimicrobianos séo largamente empregados na nmedigterinaria e residuos destes
podem permanecer nos alimentos de origem animahaade valores considerados
seguros, gerando riscos para a saude humana e pae ambiente. O objetivo deste
trabalho foi validar metodologias para determinad@osulfonamidas em camaréo e
florfenicol em camaréo e tilapia utilizando a Créoggafia Liquida de Alta Eficiéncia
como técnica analitica. A determinacdo de sulfodamiem camardo foi realizada
usando uma coluna C18 e fase movel composta por;AgiM (25:75) em método
gradiente. A amostra foi extraida utilizando acktiten e filtrada em sulfato de sodio
anidro. ApGs a evaporacao, foi feito wiean upem cartuchos de troca i6nica (500
mg/6mL) seguida de evaporacdo do solvente atéaecposterior ressuspensdo acido
aceético 0,5% para filtracdo e analise por CLAEaRadeterminacao de florfenicol em
camardo e tilapia também foi utilizada uma colui® € méodo isocratico. A extracao
foi realizada com acetato de etila, seguido derifegacdo e extracdo da gordura com
hexano. Ap6s uma segunda centrifugacéo, a faseieufme descartada e a fase aquosa
fitrada e levada para analise por CLAE. A metod@opara determinacdo de
sulfonamidas mostrou-se seletivo e linear para faxa de trabalho de 100 a 1000ug
L™ a apresentou limites de deteccdo e quantificaaé® @ sulfatiazol de 6,35 e 20,19,
para a sulfametazina 2,44 e 7,76, para a sulfametbx0,58 e 1,83, para a
sulfadimetoxina 1,49 e 4,75 e para a sulfaquino®alB,41 e 10,85ug kg*
respectivamente. A metodologia para determinac¢dtodenicol mostrou-se seletivo e
linear para uma faixa de trabalho de 0,1 a 3,0 nigeLo limite de deteccdo e
quantificacdo do método para a matriz camardo foy87 e 15,01pg kg'
respectivamente. Para a matriz tilapia as menomicentracdes detectadas e
quantificadas pelo método foram de 3,64 e 18g%g* respectivamente. Os métodos
validados mostraram-se adequados para a determindasdantimicrobianos citados e
todos os resultados encontram-se em conformidadeadegislagcao vigente.

Palavras-chave: Validac&o, Sulfonamidas, FlorféniGLAE.



ABSTRACT

Antimicrobials are widely used in veterinary mediiand these residues may remain in
food of animal origin, above values considered ,safeating risks to human health and
the environment. This work was validate methodaegifor determination of
sulfonamides in shrimp and florfenicol in shrimpdatiiapia using High Performance
Liquid Chromatography as analytical technique. @iaermination of sulphonamides in
shrimp was accomplished using a C18 column and Imobhase composed of
ACN:water (25:75) in gradient method. The sampls @gtracted using acetonitrile and
filtrade on anhydrous sodium sulphate. After evapon, was a clean up in ion
exchange cartridges (500 mg/6mL) followed by evapon of the solvent to dryness
and subsequent ressuspension in acetic acid 0.6%tfation and analysis by HPLC.
The determination of florfenicol in shrimp and pila was also used a C18 column and
isocratic method. The extraction was performed wetihyl acetate, followed by
centrifugation and extraction of fat phase with d@x After a second centrifugation,
the upper phase was discarded and the aqueous ftease and taken for analysis by
HPLC. The methodology for determination of sulfond@s was shown to be selective
and linear for a range of work from 100 to 1060.". The LOD and LOQ (ug L) was
6.35 and 20.19 to sulfathiazole, 2.44 and 7.76sftdfamethazine, 0.58 and 1.83 for
sulfamethoxazole, 1.49 and 4.75 for sulfadimethexiand 3.41 and 10.85 for
sulfaquinoxaline. The methodology for determinihgrfenicol shown to be selective
and linear for a range of work from 0.1 to 3.0 mband the LOD and LOQ (mg1) to
matrix shrimp were 2.97 and 15.01 mg'keespectively. For tilapia matrix the lowest
concentrations detected and quantified by methoetews.64 and 18.54 mg kg
respectively. All results are in accordance witiplegable law for the determination of
antimicrobial by HPLC.

Keywords: Validation, Sulphonamides, Florfenicol, HPLC.
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1. INTRODUCAO

Dentro da aquicultura o cultivo de camardes é dasamais promissoras areas
do agronegécio e a regido Nordeste é produtora a@is de 90% de todo camaréo
cultivado no Brasil, que em sua maioria, € destinaol mercado europeu. Apesar do
crescimento acelerado até o ano de 2003, a carlturiz brasileira enfrentou alguns
desafios no ano de 2004, como a aplicacdo de feedas paises importadores e o
surgimento de doencas infecciosas nos animaisvadtis, fatos que acarretaram uma
perda de 15,9% na producgéo (ABCC, 2008). Nestadatie destaca-se ainda o cultivo
de tilapia, espécie introduzida no Brasil a patéirdécada de 70, que cresceu em meédia
23% ao ano. A producao brasileira de 2005 ultrapass producdo conjunta dos
principais paises exportadores da América Latinafildefresco de tilapia para o
mercado americano e no ano de 2008, devido a ilizégo da economia, as
exportacOes foram reduzidas a 13%, mesmo com urcaneeinterno fortalecido(AB-

TILAPIA, 2009).

Visando prevenir doencas, os produtores optam adfainistracdo, muitas
vezes indiscriminadas de antimicrobianos, sendsu#snamidas e os anfenicois os
grupos de drogas mais comumente utilizados. EsteisbiG@icos apresentam
comprovada eficiéncia contra bactérias Gram-negsitey positivas, mas sao relatados
também possiveis efeitos carcinogénicos e resiatéacteriana causados por estes

medicamentos.

Com a frequente utilizacdo de medicamentos veéteos na aquicultura e com
as crescentes exigéncias dos mercados consumigoaeto a seguranca alimentar,
foram estabelecidos programas e normas para fiacals niveis de substancias danosas

a salde humana tém sido estabelecidos. Associddsoaa analise dos niveis de
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residuos das drogas citadas em alimentos e seuamanento requer a utilizacdo de
metodologias de qualidade, que oferecam resultemufgaveis e reprodutiveis, sendo o
processo de validagdo uma forma eficaz de assegueamas metodologias definidas

garantam resultados seguros para os consumidores.

O desenvolvimento e a validacdo de metodologialitemas para determinacao
de residuos de antibiéticos em alimentos requeoroimio de importantes etapas que
vao desde o conhecimento das caracteristicas-fisitoicas dos analitos, selecdo das
melhores condi¢c6es cromatogréficas, otimizacdopdosessos de extracaalean-up

até a avaliacdo de conformidade de amostras cagerci

O objetivo desta dissertacdo foi avaliar a aplicddmle de metodologias
analiticas baseadas em cromatografia liquida des&tiéncia com deteccéo por arranjo
de diodos para determinagdo de antimicrobianoso(sarhidas e florfenicol) em
musculo de pescados (camarao e tilapia) comenmiaduzidos na regidao Nordeste do

Brasil.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Validar metodologias analiticas para determinagdardimicrobianos em peixe
e camarao, utilizando a técnica de Cromatografipila de Alta Eficiéncia (CLAE-
DAD) visando a seguranca alimentar, o desenvolvimmeoon6mico e a geracao de um

produto de qualidade comprometido com a susteidatlé ambiental.

2.2. Objetivos especificos

o

Validar um método multiresiduo para deteccéo e tifiatdo de sulfametazina
(SM2), sulfatiazol (STZ), sulfadimetoxina (SDM) alfsquinoxalina (SQ) em

camarao cultivado utilizando CLAE-DAD;

o

Validar um método para deteccéo e quantificacaiodenicol (FF) em peixe e

camarao cultivado utilizando CLAE-DAD;

o

Avaliar, a partir de andlise cromatografica, oserdvde antimicrobianos
(sulfonamidas e florfenicol) em camardes e peixeamgializados no Estado de

Pernambuco.
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3. REVISAO DE LITERATURA

Uma larga variedade de antimicrobianos esta digpbppiara uso na medicina
veterinaria e aquicultura, entre esses, os antimianos das classes dos betalactamicos,
sulfonamidas, tetraciclinas, aminoglicosideos, wi&teos, quinolonas e anfenicoéis. Os
antimicrobianos (antibiéticos e quimioterapicos)o séompostos que inibem o
crescimento de determinados microrganismos, setild@ados na producdo animal para
() tratar enfermidades (terapéutico), (ii) prevecontra enfermidades causadas pela
presenca de organismos patogénicos (profilatido)) enelhorar a taxa de crescimento

ou converséo alimentar (promotores de crescim¢htAMANI, 2007).

Estudos realizados em paises como a Dinamarca, Htdha e México
(CHRISTENSEN et al., 2006; LALUMERA et al., 2004|JHT ZE et al., 2005; LYLE-
FRITCH et al., 2006) relataram que dentre os ajtitms e antimicrobianos mais
comuns de uso na aquicultura, em todos os levantasi@ealizados, encontram-se
compostos da classe das tetraciclinas, fluorogoimas, sulfonamidas e anfenicois

como o tianfenicol e o florfenicol (OLIVEIRA, 2008)

O uso de antibioticos em fazendas de camardo mydarsrisco potencial para
os trabalhadores, para os animais e para o0 amb&egendo Holmstrom et al (2003), o
uso indiscriminado dessas substancias pode ocasimcas, dentre 0s principais a
selecédo de bactérias resistentes, a alteracaoadabmoita dos cultivos e a transferéncia
de resisténcia para bactérias patogénicas aoslagremos (CARNEIRO, 2007). Essa
resisténcia pode causar dificuldade no trato deecgdes bacterianas nos cultivos e
também em humanos que tenham sido expostos abstotis. Os trabalhadores das

fazendas normalmente misturam o antibiético emagdagdo do camardo sem protecao
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das maos, o que expde tanto a pele quanto o ggpiratorio a droga. A manipulacao
incorreta de antibidticos pode gerar efeitos se/ecomo dermatites causadas por
exposicdo as sulfonamidas (HOLMSTROM et al, 200RASLUND et al, 2003,

GEHRING et al, 2006).

3.1. Sulfonamidas

As sulfonamidas (SAs) sdo um importante grupo den@robianos sintéticos
que tém sido usado efetivamente no combate ascidecbacterianas e também na

pratica veterinaria para promover o crescimentmabhi

O termo sulfonamida é utilizado para referir-se esivddos da para-amino-
benzeno-sulfonamida (sulfanilamida). O grupeNH, é essencial e s6 pode ser
substituido por radicais capazes de ser convertid@s/o em grupo amino livre. As
substituicdes feitas no grupo amida Npbssuem efeitos variaveis sobre a atividade
antibacteriana da molécula. As sulfonamidas sadogos estruturais e antagonistas
competitivos do acido para-aminobenzoéico (PABAjnpedem a utilizacdo dele pelas
bactérias na sintese do acido folico ou vitamina BRis especificamente, as
sulfonamidas sao inibidores competitivos da diiteopato-sintetase, a enzima
bacteriana responsavel pela incorporacdo do PABAamo diidropterodico, precursor
imediato do acido folico. Os microorganismos se#isivsdo aqueles que precisam
sintetizar seu proprio acido folico, as bactériagazes de utilizar o folato pré-formado

nao sao afetadas (GOODMAN, 1990).

A maioria dos membros dessa classe de compos&at&amente insolivel em

agua, mas os sais de sédio sdo rapidamente soltAgisulfonamidas (figura 1)
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exercem ampla faixa de atividade antimicrobianatreobactérias Gram-positivas e

Gram-negativas (GOODMAN, 1990).
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Figura 1. Estruturas quimicas das sulfonamidas (SAs)

Um estudo realizado em fazendas de camarédo nandiaildao ano de 2000
evidenciou que 74% dos produtores utilizaram adtiiins administrados na ragdo dos
animais e dentre 0s grupos de compostos mais usahm®ntram-se as
fluoroquinolonas, as tetraciclinas e as sulfonami@RASLUND, S. et al, 2003;
HOLMSTROM, 2003). Recentemente a foi publicado pélaod and Drug
Administration (FAO) uma compilacdo com os vinte e seis antinbien@os mais
potencialmente usados na aquicultura mundial. Virde e seis compostos examinados,
a oxitetraciclina destaca-se como o antibidticosmesado seguido do cloranfenicol e

sulfonamidas como a sulfamerazina, sulfadimidisaléadimetoxina, que também sao
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listadas quando combinadas com o composto trimeaoSAPKOTA, 2008). No
Brasil, BARBIERI JR. e OSTRENSKY NETO (2001) relatan o uso das sulfonamidas

na carcinicultura e também referenciaram seu usassociagdo com a trimetropina.

A presenca de residuos de sulfonamidas em alimdatosgem animal também
tem requerido especial atencéo por causa do patetsgo a saude humana. Diversos
estudos tém reportado os possiveis efeitos ca@mogs das sulfonamidas (CAl, et al,
2008; SHAO et al, 2005; DOST et al, 2000; LITTLEEIE, et al, 1990; ROYBAL,
2003; KISHIDA & FURUSAWA, 2003) e uma pesquisa derstoou a presenca de

tumores em roedores ocasionados pelo uso da stizime (DOST et al, 2000).

3.2. Florfenicol

O antibidtico florfenicol, composto fluorinado deado do tianfenicol, pertence
a classe dos anfenicéis. O florfenicol apresenteeseo um analogo do cloranfenicol
onde o grupo nitro do anel aromatico deste € gufddi por um grupo sulfonilmetil
(figura 2). Diversos estudos comprovam sua ati\@daacteriostatica contra organismos
Gram-positivos e Gram-negativos (FENG et al, 200BNG, et al, 2006; PEZZA, et al,
2006; WRZESINSKI, et al, 2006; HAYES, 2005; HORMARBAL et al, 1993). O
mecanismo de acéo deste antibiotico € baseadadbilalade de inibir a sintese protéica

dos organismos patogenos ligando-se a subunidaakesamal 50S (MOORE, 2007).

Estudos metabolicos utilizando a espécie salmaatdmtico identificaram que
0 metabdlito FFA encontra-se presente em maiortglaate em muasculo enquanto que
o florfenicol também se distribui na pele dos pgiX8VRZESINSKI, et al, 2006;

EMEA, 1997).
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Recentemente, a disseminacdo do florfenicol tersce rapidamente por sua
eficacia e pelo fato de que, mesmo tendo estruseaselhantes ao cloranfenicol, ndo
existem estudos que associem seu uso ao aparegiohertnemia aplastica (PEZZA,
2006). Apesar disto existe a necessidade de sbedstarem métodos sensiveis para
determinagao de florfenicol devido ao risco potehde resisténcia bacteriana causada

por seu uso indiscriminado.
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Figura 2. Estruturas quimicas dos anfenicois

3.3. Aspectos de Legislagéo

O uso indiscriminado de drogas veterinarias, sabdete antimicrobianos, em

alimentos de origem animal, demandou do comért¢enacional uma maior exigéncia
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quanto a seguranca alimentar, 0 que ocasionou emaior controle dos produtos por
parte dos mercados. Limites Maximos de ResiduosR)Lfdram estabelecidos para
proteger a saude dos consumidores dos efeitosotogicos causados pela presenca de

residuos de antibiéticos em alimentos e atendexigéncias dos mercados.

Em 2006, cCodex Alimentariugmitiu um documento que estabelece o LMR de
100 nug kg' para o somatério das sulfonamidas em musculo deage (CODEX

ALIMENTARIUS, 2006).

A European Agency for the Evaluation of Medicinal dRrots(EMEA), agéncia
para a avaliacdo de produtos medicinais respong#les regulamentos da Unido
Européia, através do Regulamento CEE N° 2377/2belsice para o somatoério de SAs
um LMR de 100 pg K§ (EMEA, 1990). Nos Estados Unidos,F@od and Drug
Administration(FDA) estabelece um LMR de 100 pg'kpara a sulfadimetoxina em

salmonideos e catfish.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, PecuéariaAbdastecimento (MAPA)
estabeleceu, no ano de 2000, um limite maximo sielwe de sulfametazina em 50 pg
kg'. Em junho de 2006, para atender aos requisito§)ido Européia em carater
emergencial foi criado o Programa de Controle dsi®R® em Pescado (PCRP)
integrando o Plano Nacional de Controle de ResiBOECR) onde foram incluidos
LMR para outras sulfonamidas (BRASIL, 2006). Emilatte 2008, o Ministério da
Agricultura publicou a Instrucdo Normativa n° lQaizando os LMR e limites de

quantificacdo para o grupo das sulfonamidas cordatescrito na tabela 1.
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Tabela 1.Antimicrobianos e seus LMR estabelecidos.

Substancia LMR*(ug kg') Matriz

Sulfametazina

Sulfadimetoxina

100 Musculo camarao
Sulfatiazol
Sulfamerazina
Florfenicol 1000 Musculo e pele de pescado

em propor¢des normais

* EMEA, 1990; FDA, 2007; CODEX, 2006

O florfenicol € o primeiro antibiético desenvolvidoregistrado especialmente
para o tratamento de doencas bacterianas em iagieerciais de peixes e ja se
apresenta como o0 segundo antibiético mais utilizz@dNoruega e em paises como o
Chile e o Canada (MOORE, 2007). E comercializadomea concentracido de 50%
conhecida como Aquaflér A EMEA, também através do Regulamento CEE N°
2377/90 estabelece limites maximos de residuos l|dderficol em pescado,
especificamente nos tecidos de musculo e peld;[@Aaaprova o uso dessa droga para

fins veterinarios, mas estabelece um LMR de 100Rgi{gFDA, 2007).

3.4. Métodos de analise de sulfonamidas em matrizasimais

Diversos métodos tém sido desenvolvidos para ditede sulfonamidas em
produtos de origem animal e sdo constituidos pEkgsas de extracdo em fase liquida

com um solvente apropriado, limpeza em fase sd@idi@terminacdo por uma técnica
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analitica especifica. As sulfonamidas ndo apreseitea solubilidade em solventes
apolares, mas tém boa solubilidade em solventeggstomo acetonitrila, acetato de
etila e diclorometano (WANG, 2006). Algumas matsizeecessitam da adicdo de
solventes que promovam a desnaturacdo de profgiesentes (BARBIERI et al, 1995)
e muitos estudos indicam a necessidade da etapdede up devido a natureza

complexa das matrizes de origem animal.

A determinacgéo de residuos de antimicrobianos casrgulfonamidas envolve a
quantificacédo de concentracdes na ordemglég’ o que dificulta os procedimentos
analiticos, principalmente em amostras complexasocalimentos, fazendo com que a
utilizacdo de técnicas cromatograficas seja, naomaaidos casos, imprescindivel
(MAMANI, 2007). Considerando as propriedades fisiedmicas dos antimicrobianos,
sdo empregadas diversas técnicas como a cromadografcamada delgada (TLC, do
inglés Thin Layer Chromatograpfy a eletroforese capilar (CE, do ingl€spillary
Electrophoresiy 0 ensaio por enzimas imuno-adsorvidas (ELISAjrdpés Enzyme-
linked Immunosorbant Assgyuso de biosenssores (BIA, do ingl&osensor

Immunoassady além da cromatografia gasosa.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAEnt sido a técnica mais
empregada para determinacdo de sulfonamidas, painuénte quando associada a
absorcéo por ultravioleta (UV) (BERZAS-NEVADO et aD01; CABALLERO et al.
2001; PECORELLI et al. 2004), fluorescéncia (FLBN(NE-CLAIRE & ZEGGANE
2003; MAUDENS et al. 2004; SALISBURY et al. 2004)eteccado por arranjo de
diodos (DAD) (KISHIDA & FURUSAWA 2003; GARCIA et ak004; KISHIDA et al.
2004) e a espectrometria de massas (MS) como &cairdirmatoria (BOGIALLI et al.

2003; KIM et al. 2003; MSAGATI & NINDI 2004). Nasalbelas 2a e 2b estdo
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resumidos meétodos cromatograficos reportados aeafitra para a determinacdo de

sulfonamidas em produtos de origem animal.



Tabela 2a.Métodos por CLAE utilizados para determinacaoud®samidas em produtos animais.
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Analito

Preparo amostra Coluna

Fase mével Recupetac

LQ Referéncia

SG, SA, SAA, SIM, 1g de amostra homogeneizada co@18 (100mmx2.1mm, Acido
10 mL acetonitrila, centrifugacdo aVaters)

SD, STZ, SP, SM,
SMO, SMZ, SME,
SMT, SMP, SCP,
SMX, SMM, SDM,
SSA, SB, SDO, SQX,
SNT, SNZ

SDA, SDD, SMM,
SMX, SDM, SQ

SDA, SDD, SMM,
SMX, SDM, and SQ

SDbZ, STZ, SMZ,

SMP, SMX, SDM

SDA, SMR, SMZ,
SMD, SMX, SDM

15000 r min-1, adicdo de 10mL de
agua e 10mL de acetato de etila.
Evaporacéo fase organica, filtracdo
membrana 0,22um

Dispersdo em matriz de fase sélideP-8 (250x4,0 mm)

com uma solucdo de etanol 70%
(v/v), evaporacdo e ressuspensao
em 1mL da fase movel

Dispersdo em matriz de fase sélidaiChrospher RP-8

com uma solucdo de etanol 70%
(v/v), evaporacao.

Adicionar 2.0mL de TCA 20% e SymmetryShield
20.0 mL de tampado Mcllvain,RP18 3.5 m,
seguido de ajuste de pHL150 mmx2.1 mm

centrifugacdo e SPE (HLB SPE 6
mL, 500 mg)

Adicionar 5ml de acetonitrila a 5gLuna
de amostra e homogeneizar por (A50mmx4.6 mm)

min. Transferir uma aliquota de
Iml para uma microcentrifuga
contendo sorbente C18, o residuo
foi dissolvido em acido acético

formico 67.8-113.9%
0.2% em agua €
acido féormico
0.2%, em metanol

Acido acético 0,3% 90%
(viv) e etanol
(83:17)

Acido acetico 1% & 87.6%
acetonitrila-agua-
DMF (78:22:5)

1mM &acido oxalico 72.01 - 97.39%
acid em acetonitrila

5% em agua e 4cido

oxalico 1mM

Metanol e &cido < 90%
acetic a 2%

0.2-50 pg kg CAI, et al. (2008)

0,006 — 0,04 KISHIDA (2007)
ppm

0,006 — 0,04KISHIDA &

ppm FURUSAWA
(2001)
0,75 - 0., 7KOESUKWIWAT
ng/mL et al. (2007)
1-5 po/kg POSYNIAK et

AL. (2005)




Tabela 2b.Métodos por CLAE utilizados para determinacadoud®samidas em produtos animais.
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Analito

Preparo amostra Coluna

SDZ, STZ, SP, SMR, Extragdo com acetato de etilaC8 (250mmx3mm)

SMZ, SCP, SMMX, centrifugagdo, ressuspensdo do

SMX, SQ, SDMX

SCP, SDZ, SMZ, SA, Extracdo com acetonitrila seguid&€-18 (150x3,0 mm)

residuo em acetato de etila e
purificacdo usando coluna
Speedisk

SMPZ, SQ, STZ, SDD, de filtragdo em sulfato de sddio

SP, SDM, SDX, SG

SMZ

SDz, SDD, SMMX, Amostras extraidas por dispersadlightysil RP-4

SMX, SQ, SDMX

SDZ, SMR, SDD, Extracdo com acetato de etildC18 250mm x 4,6 Metanol-
SIZ, SMPD, SMMX, seguida de evaporagaockan up mm)

anidro, evaporacdo e SPE
(Cartuchos do tipo SCX)

Extracdo com acetonitrila seguid®DS-2

declean upcom SPE

de matriz em fase sélida com uma
solucéo de etanol

SMX, SIX, SDMX, SPE cartucho tipo PAS

SQ

Fase mével Recupetac
Acetonitrila e72 -92%
tampéo acetato pH
4,5

Acido acético 0,5953- 104%
(v/v) e acetonitrila

Acetonitrila-agua  N&o informada
0,1 mol L1 e
acetato de amoénia

Acido acético 2% > 85%
etanol (75:25)

70,8 —98,2%
acetonitrila-acido
férmico

LQ Referéncia

30 — 70ng MLPECORELLI et al.
1 (2004)

N&o STUBBINGS et

informado al. (2005)

82ngmL  KIM et al (2003)

6-40 ngmtt  KISHIDA &
FURUSAWA
(2003)

30 pug Ky ITO et al. (2000)
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3.5. Métodos de analise de florfenicol em matrizesmimais

Existem diversos estudos na literatura que propdétodos para determinacéo
de florfenicol em pescado. Vale destacar que ha tendéncia multiresiduo nas
metodologias pesquisadas, ndo s6 por causa damstfade entre as moléculas do grupo
anfenicois, mas também pela praticidade e rapidstedtipo de método visando a
reducdo de custos. Outra vantagem evidente é odtatioMR para o florfenicol ser
relativamente alto (1000g kg") quando comparado com o limite de outros comppstasie

acarreta em uma extracdo menos “preocupada” coemdasimento de métodos extremamente

sensiveis.

Para a determinagcdo de FF em matrizes de origemabranimais sé&o
encontrados estudos que utilizaram a cromatogyaBasa acoplada a espectrometria de
massa (PENG, 2006; ZHANG, 2005), cromatografiar@eb@tética micelar (PEZZA,
2006) e mais recentemente por ensaio com enzimasohadsorvidas - ELISA (WU,

2008).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia com def® por UV apresenta-se na
literatura como a técnica mais utilizada para dgtecde FF (FENG, 2008;
WRZESINSKI, 2006; HAYES, 2005; WRZESINSKI, 2003; YU 2002
HORMAZABAL, 1993), confirmando o exposto acima. #&btla 6 resume os métodos
por CLAE pesquisados para determinacdo de FF ewadas condicbes de analise. A
tabela abaixo resume os métodos por CLAE pesqussaa@ determinacdo de FF e as

devidas condicdes de analise.



Tabela 3.Métodos para determinacao de florfenicol em praglanimais.
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Analito Preparo amostra Coluna Fase mével Recupetac LQ Referéncia

FF Extracdo com uma solucd€18 (150mmx4,6mm) Acetonitrila-agua 100,5% 1 mdlkg- HAYES (2005)
acetonitrila-agua  (50:50, v/v)
seguida de centrifugacdo e
extracdo em fase solida com
cartucho Envi-Carb

FF Extracdo com acetonitrila-Agu&€18 (250mmx4,6mm) Acetato de sdodibldo informado N&o informado  WRZESINSKI
(1:1), seguida de homogeneizacgao 0,01 mol L' e (2006)
com sonicador e clean up com acetonitrila (2:1)
cartuchos Envi-Carb

FF e FFA Extracdo com acetona €18 (200mmx4,6mm) Tampao sulfonato 99-107% (FF) 50 ng g-1 HORMAZABAL
diclorometano seguida de 94-100% (FFA) (1993)
evaporcao e adicdo de JMPO,

FF Extracdo com acetato de etil@18 (250mmx4,6mm) Acetonitrila-agua 89,16 — 96,13% 0,03 ug g-1 FENG (2008)
seguida de desengorduragdo com (25:75)
hexano e centrifugacdo

FFA Extracdo com acetato de etilaZ18 (250mmx4,6mm) - 85.7 - 92.3% 0.Q4xg-1 WRZESINSKI
seguida de hidrolise acida e clean (2003)
up.

FF e FFA Extracdo com hexano seguida d&18 (250mmx4,6mm) - 81.7-109.7% (peixe) 0.5ngg-1 (FF) ZHANG, 2005
clean up com cartuchos Oasis 94.1-103.4% 1 ng g-1 (FFA)
MCX (camardao)

71.5 - 91.4% (porco)
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3.6. Cromatografia

7

A cromatografia € um método fisico-quimico empdegale forma ampla e que
permite a separagao, identificacdo e determinagacothponentes em misturas complexas.
Apesar do termo cromatografia ser dificil de defimisto que tem sido aplicado a diversos
sistemas, o principio da técnica baseia-se no @30 fase estacionaria (FE) e de uma fase
mével (FM). Os componentes da mistura sédo trarspastatravés da fase estacionéaria pelo
fluxo da fase movel e as separacdes ocorrem basewdadiferencas de velocidade de

migracéo (figura 3).

Amostra Fase moével

LT VAR T }

-— -— 1 A -— B | =—— Detector

to t t t3 ty

Figura 3. Diagrama descrevendo a separac¢éo por eluicdo em coluna (SKOOG, 2007)

Os métodos cromatograficos podem ser classificagosacordo com o interesse e
baseados em diferentes fatores como fase moveleftacionaria, tipo de detecgéo, etc. Na

tabela 4, adaptada de Skoog (2007) e Vogel (20@2)métodos cromatograficos estao
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divididos em categorias baseadas na natureza d@a nfewel: liquida, gasosa e fluido

supercritico.

Tabela 4.Classificacdo dos métodos cromatograficos em eolun

Classificagéo geral Método Fase estacionéria Tipceduilibrio
Cromatografia gasosaGas-liquido (CGL) Liquido adsorvido ouWParticdo entre 0 gas e
(CG) ligado & superficie deo liquido

um solido
Gas-solido Sdlido Adsorcao
Cromatografia Liquido-liquido ou Liquido adsorvido ou Particdo entre
liquida particdo ligado a superficie deliquidos imisciveis
um sélido
Liquido-solido ou Sdlido Adsorcgéo
adsorcao
Troca ibnica Resina trocadora de ions Troca ibnica

Excluséo por tamanho Liquido nos intersticid%articdo / penetracdo
de um sélido polimérico

Afinidade Liquido especifico paraParticdo entre liquido
determinando gruposuperficial e o liquido
ligado a uma superficiemével

sélida
Cromatografia Espécies organicasParticdo entre o
supercritica (CS) ligadas a uma superficiefluido supercritico e a
(fase movel & um sélida fase ligada

fluido supercritico)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)uma técnica que em menos de
trinta anos passou a ser um dos métodos analitieds utilizados para fins quantitativos e
qualitativos devido a sua versatilidade e amploreggm A CLAE é utilizada para separar
materiais organicos, inorganicos, biolégicos, amagstambientais, farmacologicas e de

alimentos (SKOOG, 2007; SNYDER, 2005; VOGEL, 2002).
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A CLAE utiliza o principio de um sistema de segamautomatizado sob alta pressao,
que originalmente levou a denominacdo de Cromdiagt&quida de Alta Pressdo. Com o
avanco dos estudos, verificou-se que o principidédaica nao estaria fundamentada nas
pressbes, e sim no processo de separacdo, coaetatpge foi possivel através do

desenvolvimento de particulas cada vez menorekirasomais modernas (SNYDER, 2005).

Em CLAE, as escolhas e as possibilidades de rig@a fase moével séo fatores
criticos para a eficiéncia do método, pois uma fasivel adequada é vital para a
cromatografia liquida. O poder de eluicdo da faseahé determinado por sua polaridade,
pela polaridade da fase estaciondria e pela natuwlez componentes da amostra. Para
separacdes com fase normal, o poder de eluicGord@amem o aumento da polaridade do
solvente e nas separagdes com fase reversa o @@dduicdo diminui com o aumento da
polaridade do solvente. Na CLAE com coluna de fasersa o mecanismo de retencdo dos
analitos € proporcionado pelo particionamento dgdmwlipofilica da molécula dentro da fase
estaciondria, levando a um maior tempo de retedgdanalito (SKOOG, 2007; SNYDER,

2005; BEDOR, 2004; VOGEL, 2002).

Com relacdo a fase movel, outras propriedadesieuem ser observadas sdo: o ponto
de ebulicdo, a viscosidade, a compatibilidade codetector, a flamabilidade e a toxidez.

(VOGEL, 2002).

Outro componente essencial em CLAE é a escolltetirtor, que mede as mudancgas
de concentracdo do sistema através de alguma ¢uagde fisico-quimica (absorcdo no
ultravioleta, potencial de 6xido-reducéo, indicerefigacéo, fluorescéncia, etc.) ou da massa
que esta deixando a coluna no sistema cromatograi@scolha de um detector requer um
sistema com alta sensibilidade, alta seletividdue®g resposta a um grande nuamero de

compostos e habilidade na deteccdo de misturaslerasp(SKOOG, 2007; SNYDER, 2005;
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BEDOR, 2004; VOGEL, 2002). A tabela 5 lista difdemtipos de sistemas de deteccédo e
seus limites de deteccdo aproximados. Faz-se reimesdestacar a sensibilidade e
seletividade do sistema com absorbancia no UV-elisjue é reportado como o mais utilizado

dos detectores disponiveis no mercado.

Tabela 5.Detectores usados na cromatografia liquida deséiténcia

Limite de deteccéo

Nome aproximado (g mi) Gradiente Aplicacéo
UV-visivel 10* S Seletivo, versatil
Fluorescéncia 10 S Seletivo, nimero

limitado de compostos

Infravermelho por

transformada de Fourier 1 S Seletivo, versati
Espectrometria de massas 10 S Detector universal
ICP-MS 2,5.10 S Espécies metélicas

Hoje a CLAE consolida-se como uma técnica analiticispensavel e de alto poder
de resolugdo, o que possibilita separacdes rapmasjtoramento continuo do eluente,
medidas quantitativas acuradas, analises repraisités repetitivas com a mesma coluna e
automacao do procedimento analitico e do manusmodddos justificando assim o amplo

uso da técnica atualmente.

3.7. Validacao de métodos analiticos
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Uma informacéo ou resultado analitico originadoudea medicdo quimica, ao ser
considerado um recurso, tem certas caracteristiegdgte as quais a exatiddo. Para garantir
gue um meétodo analitico gere informacdes confiaeaiatas e interpretaveis sobre a amostra

ele deve se submeter a um processo chamado dacZadi(RIBANI, 2004).

A validacdo de um meétodo analitico é o processaataonstrar que o método é
adequado ao uso pretendido. A validagdo é um asplecyarantia da qualidade analitica e

tem recebido consideravel atengéo na literaturéRIBAS, 2002).

A validacdo de um método é um processo continue,cgmeca no planejamento da
estratégia analitica e continua ao longo de tododssenvolvimento e implantagdo. Um
processo de validacdo bem definido e documentadoead as agéncias reguladoras
evidéncias objetivas de que os métodos e os sisteataadequados para 0 uso desejado. A
documentacdo da validacédo deve conter: a espegéificdos requisitos, as caracteristicas de
desempenho obtidas, os critérios de aceitacdo dlmses obtidos das caracteristicas de
desempenho em comparagcdo com o0s requisitos emagfio da validade dos resultados

guanto ao atendimento ao uso pretendido (INMETRIO72

Sendo assim, existem razfes que justificam a inggédo de métodos validados,
mesmo ndo havendo uma norma estabelecida nacioriatavnacionalmente. No Brasil, os
laboratorios que querem comprovar sua competééacract devem se submeter a processos
de acreditacdo que sdo executados pelo Institutboid de Metrologia, Normalizacéo e
Qualidade Industrial (INMETRO). Hoje, instituicdesmo a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e o Ministério da Agricultura,eBuaria e Abastecimento (MAPA)
exigem a acreditacdo pelo INMETRO como pré-requisém seus processos de
credenciamento. O documento INMETRO-DOQ-CGCRE-02@07) consolidou-se como

guia brasileiro para validacdo de métodos anaditipprém muitos outro guias podem ser
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tomados como referéncia para o planejamento ddag@lo. A tabela 6, adaptada de Ribani
(2004) compara os parametros de validacdo estadedeqpor O6rgdos brasileiros e
internacionaislfternational Conference on Harmonizatjdnternational Union of Pure and

Applied Chemistrg United States Pharmacopégia

Tabela 6.Comparacéo entre parametros de validacado dospgais®rgaos regulamentadores

INMETRO ANVISA, USP, ICH IUPAC E mapa

Especificidade / seletividade  Especificidade /tsatlade  Seletividade

Faixa de trabalho e faixantervalo Intervalo
linear de trabalho

Linearidade Linearidade Linearidade
Limite de deteccao Limite de deteccéo Limite deedgdio
Limite de quantificacao Limite de quantificacéo itende determinacgé&o ou
quantificacao
Sensibilidade - Sensibilidade
Exatid&o e tendéncia Exatidao Exatid&o e tendéncia
Precisédo Precisédo Precisédo
Repetitividade Preciséo repetibilidade Repetitividade
Precisdo intermediaria Precisdo intermediaria Precisdo intermediaria
Reprodutibilidade Reprodutibilidade
Robustez Robustez Robustez

Apesar de a validacdo ser um requisito fundameaticl a acreditacéo, os guias nao
tem poder de lei e ndo estabelecem como ela devexseutada. As caracteristicas de
desempenho do método (pardmetros de validacédojnfastabelecidas de acordo com
recomendacgfes do documento do INMETRO: Orientagbbge Validacdo de Métodos de
Ensaios Quimicos (2007), sendo eles: Seletividéidete de deteccdo do equipamento

(LDE), limite de quantificagdo do equipamento (LQIkE)earidade, efeito de matriz, limite de
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deteccdo do método (LDM), limite de quantificacdo dhétodo (LQM), exatidao

(recuperacdo), repetitividade (preciséo), reprailidade (precisédo intermediaria).

3.7.1. Seletividade

A seletividade de um método é a capacidade ddaaval determinar de forma
inequivoca o analito em questdo na presenca deawnies que possam interferir com a sua
determinacdo numa amostra complexa. Em amostrasigkam animal, a seletividade € um
parametro importante devido ao grau de interfeeédeiespécies similares que existem e que
podem atrapalhar a deteccdo dos compostos desseeneesse caso devem ser estudados a
matriz com ou sem o analito, matérias-primas docgs®o, impurezas dos materiais
envolvidos no processo, subprodutos e produtos etgadacdo e reagentes em branco

(LANCAS, 2004; RIBANI, 2004).

E fundamental estabelecer a diferenca entre dmpgmile e seletividade que s&o
muito usados como termos equivalentes por algutmsess Um método que produz resposta
para um unico analito € chamado de especifico engtodo que produz resposta para varios
compostos quimicos, com uma caracteristica em conpaale ser chamado de seletivo.
Ribani (2004) recomenda que a seletividade deve pemeiro parametro de validacéo a ser

definido e que ela deve ser reavaliada durantéidagdo e uso do método.

A seletividade pode ser obtida comparando a maeizta da substancia de interesse
com a matriz adicionada com essa substancia (padtagealizando a analise por outra
técnica cromatografica como espectrometria de rabkaprimeiro caso nenhum interferente
deve eluir no tempo de retencdo da substancia tdeesse além desta apresentar-se bem

separada dos demais componentes da amostra. Quamdopossivel encontrar matriz sem a
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presenca do analito, pode-se utilizar o método dieda padrdo, construindo uma curva
analitica com adicdo da substancia de interessenparando com uma curva sem a presenca
da matriz, caso elas sejam paralelas, pode-se quemao ha interferéncia da matriz na

determinacdo (LANCAS, 2004; RIBANI, 2004; LEITE,@).

3.7.2. Linearidade e faixa de aplicacao

A linearidade corresponde a capacidade do métodimmecer resultados diretamente
proporcionais a concentracado da substancia deegser dentro de uma determinada faixa de
aplicacdo (RIBANI, 2004). A linearidade € deterada por meio de uma relacdo matematica
e de graficos de calibracédo, seguidos de um tratEnestatistico. Essas relacdes podem ser
expressas como uma equacao de reta chamada deaoatiteca, definidas por, no minimo,

cinco pontos que néo incluam o zero da curva.

Matematicamente, os coeficientes de uma curvait@aalpodem ser estimados
utilizando o método matematico das regressdesréaeande é possivel também calcular o
coeficiente de correlacdo Este coeficiente permite uma estimativa da lidede da curva
obtida, pois um valor de muito proximo de 1,0 evidencia uma menor a dismerdo
conjunto de pontos experimentais. O INMETRO (200&8¢omenda um coeficiente de
correlacdo acima de 0,90, mas também sugere uamiato estatistico dos dados da curva

através do t (Student) com 95% de confiancga.

3.7.3. Precisao

A precisdo € a expressao da concordancia entresv@sultados analiticos obtidos

para uma mesma amostra e pode ser determinada rahicd@ss de repetibilidade ou em
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condicOes de reprodutibilidade. Para as condicéemepetibilidade séo utilizados o0 mesmo
meétodo, a mesma amostra, o0 mesmo laboratério, mmeperador e 0 mesmo equipamento.
Para as condicfes de reprodutibilidade os resudta@lo obtidos quando sdo usados 0 mesmo
método, a mesma amostra, diferentes laboratérideredtes operadores, diferentes

equipamentos (LANCAS, 2004).

A precisdo € avaliada pelo desvio padrao absolajoque utiliza um numero
significativo de medi¢des, normalmente maior queNzDpratica, em validagdo de métodos, o
namero de determinagcdes € geralmente pequeno e seqcalcula € a estimativa do desvio
padrdo absoluto (s). Para a repetitividade, o INRET(2007) recomenda sete ou mais
repeticdes para o célculo da estimativa do desatdm (LANCAS, 2004; RIBANI, 2004;

LEITE, 2002).

3.7.4. Exatidao

A exatidao representa o grau de concordancia estnesultados encontrados pelo
ensaio e aqueles definidos por um valor de refeaé&meito como verdadeiro. A exatiddo é
sempre considerada dentro de limites estabeleecido®m determinado nivel de confianca e
podem ser flexibilizados tanto para niveis de cotte€do elevados como para andlises em
niveis de tragos. Os processos mais utilizados peaiar a exatiddo de um método séo

materiais de referéncia, comparagcédo de métodasi@padréo e ensaios de recuperacao.

A recuperacédo, que se define como a porcao did@nalesente ou adicionado, que &
passivel de ser quantificada, € o parametro mamsicente utilizado nos estudos de exatidao.
Uma limitacdo que merece destaque nos testes dpergao € que a substancia adicionada

ndo estd, necessariamente, na mesma forma qusemfgréa amostra, o que pode acarretar
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numa facilidade de deteccao do analito e conseeinemte valores mais altos de recuperacéo

(LANCAS, 2004; RIBANI, 2004; LEITE, 2002).

3.7.5. Limite de deteccéao e limite de quantificacao

O limite de deteccéo (LD) representa a menor cur@edo do analito que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificaélayjoemalmente definido como a menor
concentracdo da substancia de interesse que podé&esenciada do ruido do sistema com
seguranca. Utiliza-se a relacdo sinal-ruido quaosloprocedimentos analiticos adotados
apresentem linha de base, e a exigéncia paratsggdis ruido entre um sinal analitico varia
bastante. Aceita-se geralmente como LD a concérgge gera um sinal trés vezes maior
que o ruido do sistema ou que produza um sinal mus, em que s é o desvio padréo do
ruido medido empregando-se o branco. E possiveéhalaterminar o LD pelo método visual

e pelo método utilizado em parametros da curvatan@a(LANCAS, 2004).

O limite de quantificacdo (LQ) corresponde a memaantidade de um analito que
pode ser quantificada com exatiddo e com uma didéé determinada. A determinacéo do
LQ exige como requisito um compromisso entre a eottacao, a precisao e a exatidao
exigidas, isto €, quando a concentracdo do LQ deere medicdo se torna menos precisa e
se houver uma necessidade de maior precisédo, éevegstrada uma concentragdo maior
para o LQ (RIBANI, 2004). Vale observar também targo o LD e o LQ sao influenciados
diretamente pelas condi¢cdes cromatogréficas, devemido ser asseguradas, através da
conformidade do sistema, as melhores condi¢Bes atograficas possiveis e também
qualidade e tempo de uso da coluna cromatogrdfsBCAS, 2004; RIBANI, 2004; LEITE,

2002).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Instrumentacao

As analises foram realizadas utilizando um Cronrafégliquido Agilent HP 1100
(figura 4) equipado com uma bomba de alta press@bemaria (G1311A) e uma bomba
isocratica (G1310A), desgaseificador (G1322A), tojeautomético (G1313A), forno com
temperatura controlada (G1316A), detector DAD (&@K3le software Chemstation 2002

para aquisicao e processamento dos dados.

Figura 4 . Componentes de um sistema cromatografico: (A) Fase movel; (B) Desgaseificador;
(C) Bomba; (D) Injetor automético; (E) detector; (F) Forno contendo coluna cromatogréfica; (G)
Computador para aquisigéo e processamento de dados. Fonte: Instituto de tecnologia de
Pernambuco.

Também foi utilizado um Cromatografo SHIMADZU (figu5) composto de bomba
de alta pressdo (Shimadzu — LC 10ATvp), auto inj€®himadzu SIL-10AF), forno

(Shimadzu CTO-10A VP), detector de arranjo de dsofdV) (Shimadzu SPD-M10A VP),
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sistema controlador (Shimadzu SCL-10AVP) para caoedos modulos com computador e

software Shimadzu Class VP 6.14 SP2 para a g§uoisi processamento dos dados.

Figura 5. Componentes de um sistema cromatogréfico: (A) Fase moével; (B) Sistema
Controlador; (C) Desgaseificador; (D) Bomba; (E) Injetor automatico; (F) detector; (G) Forno
contendo coluna cromatografica; (H) Computador para aquisi¢cao e processamento de dados.
Fonte: Instituto de tecnologia de Pernambuco.

A homogeneizacdo da amostra foi feita em um Lidjeatior industrial de alta rotacdo
METVISA. Para a pesagem da amostra foi utilizada Balanca analitica Ohaus adventurer
calibrada com resolucdo de 0,0001g e uma Balanghtiea Mettler Toledo AG balance
calibrada com resolucdo de 0,0001 g e 0,00001 grfpregada na pesagem dos padrdes
analiticos. Durante o processo de extracao fordmaatos um Vortex Phoenix AP 56 e uma
Mesa agitadora IKA KS 130 Basic para homogeneizagdd® tecidos animais. Foram
utilizadas também centrifugas Jouan B4i e Sorvallapa searacdo dos extratos. Um

Evaporador rotativo Bichi R-200 com controle despé® e temperatura foi utilizado para a
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secagem do solvente de extracdo e a extracdo ensdhda foi executada com o auxilio de

um Manifold Phenomenex com capacidade para praoesda de multiplos cartuchos.

4.2. Reagentes, solventes e materiais

Foram utilizados acetronitrila grau CLAE (J.T. Bgkehillipsburg, Nova Jersey,
EUA), acetato de etila grau CLAE (J.T. Baker, Rpslburg, Nova Jersey, EUA), acetona grau
CLAE (Mallinckrodt Chemicals, Phillipsburg, EUA),cilo acético glacial (J.T. Baker,
Cidade do México, México), agua ultrapura obtidaais de sistema Milli-Q® (Millipore,
EUA), amoniaco 25% grau ACS (Merck, Darmstadt, Adaehm), metanol grau CLAE (J.T.
Baker, Phillipsburg, Nova Jersey, EUA), n-hexanaugACS (J.T. Baker, Cidade do México,
México) e sulfato de sédio anidro grau P.A. (F. &abao Paulo, Brasil). Os cartuchos
utilizados para extragdo em fase soélida foram gm tBtrata SCX (sorbente &cido
benzenossulfénico) 500mg, 3mL adquiridos da PhenemjeEUA e as membranas para

filtracdo de 0,4pm foram fornecidas pela Millipore, EUA.

4.3. Padrdes analiticos

Foram utilizados como materiais de referéncia @eslr analiticos) os

antimicrobianos listados na tabela abaixo:

Tabela 7.Padrfes analiticos utilizados e especificagdes.

Sustancia Fornecedor Pureza (%)
Sulfatiazol (STZ) United States Pharmacopeial 100
Sulfametazina (SMZ2) United States Pharmacopeial 100

Sulfadimetoxina (SDM) United States Pharmacopeial 001
Sulfaquinoxalina (SQ) United States Pharmacopeial 00 1

Sulfametoxazol (SMX) Farmacopéia brasileira 99,7
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Florfenicol (FF) Schering-Plough 99

Os frascos contendo os padrfes analiticos foranmazamados em dessecador a
temperatura ambiente sob protecdo de luz. A sublatdnlfametoxazol foi utilizada como

padréo interno na metodologia para determinac&uli@namidas em camarao.

As solucdes estoque das sulfonamidas foram pregmradividualmente a partir dos
padrdes analiticos dissolvidos em metanol grau GlehiE uma concentracéo de 100 my L
e armazenadas em freezer (-18 a -22°C). Antes dagpm, as sulfonamidas, exceto a
sulfadimetoxina, foram submetidas a secagem enfaestigulada a 105°C segundo as
recomendacOes ddnited States Pharmacopeial - USPda Farmacopéia Brasileira. As
solucdes intermediarias consistiam em um mix dag@s$ sulfonamidas e foram preparadas
a partir de cada solucéo estoque e diluidas eng@wlde acido acético 0,5%. As solucdes de
trabalho foram preparadas a partir de diluicbessdag;des intermediarias também em acido

acético 0,5%.

Para o florfenicol foi preparada uma solucéo estatpiconcentracdo de 100 mg L
dissolvida em metanol grau CLAE e armazenada esedre(-18 a -22°C). As solucdes
intermediarias e de trabalho foram preparadasta pgarsolucdo estoque e diluidas em agua
ultrapura. As solucdes de trabalho, tanto das satfadas quanto do florfenicol, foram

preparadas diariamente.

4.4. Condicbes cromatograficas
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As condicbes cromatograficas definidas para a aepar e deteccdo das

sulfonamidas foram baseadas e adaptadas de Madintéohd (2006). Para a determinacao

de florfenicol em camarao e tilapia foram utilizade condicbes baseadas em Feng (2008).

As condi¢cfes encontram-se descritas na tabela@baix

Tabela 8. Condi¢cdes cromatograficas utilizadas

antimicrobianos

para a deteeaquantificacdo dos

Sulfonamidas

Florfenicol

Coluna

Eluicéo tipo

Fase movel

Fluxo fase movel
Deteccéo

Volume de injecao
Tempo corrida

Temperatura do forno

Coluna

Eluicéo tipo

Fase movel

Fluxo fase movel
Deteccéo

Volume de injecao
Tempo corrida

Temperatura do forno

Merck C18 (150 x 3mm,
5um) acoplada a uma coluna
de guarda Merck (4 x 2mm,
5um)

Gradiente

(A) acetonitrila; (B) éacido
acetico 0,5%

1 mL mih

227 nm

50

32 min

38°C

Merck C18 (150 x 3mm,
5um) acoplada a uma coluna
de guarda Merck (4 x 2mm,
5um)

Isocratica

Acetonitrila-agua (25:75)

1 mL mih

223 nm

50

10 min

Ambiente
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4.5. Matriz

Para os testes de validacao utilizou-se como mednzardo cultivado em sistema
organico Litopenaeus vannamjecom selo de qualidade da Associacdo de Certiwac
Instituto Biodinamico - IBD (certificacdo para prads organicos), coletada em uma
fazenda de camardo do Rio Grande do Norte. A amésitrcoletada em sacos plasticos e
enviada ao laboratorio em caixa de isopor contesados de gelo em cubos, chegando ainda
congelada. As embalagens com 1 kg de camaréo fararazenadas em freezer (-18 a -

22°C).

As amostras foram preparadas retirando-se a cabeeacasca dos camardes
previamente descongelados em geladeira. Um quilo madesculo foi triturado em
liquidificador industrial até a obtencdo de uma saapastosa e homogénea que foi em
seguida dividida em duas por¢cdes de aproximadamd@dg Cada porcéo foi acondicionada
em uma embalagem de aluminio com tampa, devidaneetdificada e armazenada em

freezer (-18 a -22°C) até o momento da utilizacao.

Para os testes de validagdo da metodologia deticd] em tilapia utilizou-se como
matriz o peixe adquirido em supermercado. A amdetranviada ao laboratorio ja congelada
e foi preparada retirando-se apenas a espinhal dorgeixe, seguida de homogeneizagéo em
liquidificador industrial. A massa obtida foi diwith em duas por¢cbes de aproximadamente
500g que foram acondicionadas em embalagens deériduoom tampa. As amostras foram

identificadas e armazenadas em freezer (-18 a J22°C

4.6. Procedimento de andlise
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4.6.1. Sulfonamidas em camaréo

O método de analise foi baseado em Stubbings. €2@0D5) e modificado para as
condicOes de estudo. Cerca de 5,0g de amostralifihdosamente pesado em um tubo de
centrifuga de 50 mL. A extracao foi realizada adiendo-se 20 mL de acetonitrila, seguido
de homogeneizacdo com ultra-som por 3 minutos. niroadicionados mais 10 mL de
acetonitrila para lavar o ultra-som e adicionadodudbo 10g de sulfato de sodio anidro. O
extrato foi levado a agitacdo em mesa agitadoréOarm por 10 minutos e centrifugado a
1700 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi fittr@mn 15 g de sulfato de sédio anidro,
sendo o filtrado recolhido em um baldo voluméten100 mL. A extracdo foi repetida, o
sulfato de sédio foi lavado com duas porcdes dd_Slenacetonitrila e os extratos reunidos
foram evaporados em evaporador rotativo a 40°@esiduo seco foram adicionados 3 mL de
uma solucéo acetonitrila:acido acético (95:5) ee esdrato foi homogeneizado em vortex
antes de ser levado para o clean up em cartuchtipa@®CX. O processo de limpeza foi
realizado em um cartucho previamente condicionado & mL da solucao acetonitrila:acido
acético (95:5) que, depois da aplicacdo da amdsirlavado com 2,5 mL de acetona, 5 mL
de metanol e 5 mL de acetonitrila. As sulfonamiftaam eluidas com 5 mL da solucao
acetonitrila:amoniaco (95:5) e o eluato foi cuidamnente evaporado até a secura em
evaporador rotativo a 40°C. O residuo seco foiotlisto em 1 mL de &cido acético 0,5%,
homogeneizado em vortex e filtrado em membran& (@32 acoplada a uma seringa, sendo

o volume recolhido em um vial para posterior aedtisr CLAE.

4.6.2. Florfenicol em camaréo e tilapia
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O meétodo de anélise modificado foi baseado em Eemaf (2008). Cerca de 1,0 g de
amostra foi cuidadosamente pesado em um tubo deifaga de 50 mL. A extracao foi
realizada adicionando-se 2,5 mL de acetato de silguido de homogeneizacdo com ultra-
som. A extracao foi repetida com a adicdo de m&sr. de acetato de etila e o ultra-som
lavado com outros 2,5 mL de acetato de etila rédothno tubo de centrifuga. Apos
centrifugacdo a 5000 rpm o sobrenadante foi redera o procedimento de extracéo
repetido. Os sobrenadantes foram combinados e edgmem evaporador rotativo a 50 °C.
O residuo seco foi dissolvido em 1 mL da fase mé&6l5 mL de hexano foi adicionado
seguido de homogeneizacdo em vortex. Apdés homaggeréa o extrato foi transferido para
um tubo de Eppendorff e centrifugado por 20 mis@3D rpm. A fase superior foi descartada
e a fase aquosa (inferior) filtrada através de mands (0,22 um) acoplada a uma seringa e 0

filtrado recolhido em um vial para posterior aréimr CLAE.

4.7. Validagao dos métodos

Os meétodos propostos foram validados segundo @¢@ssudo guia do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidaddustrial (INMETRO, 2007). Foram
avaliados os parametros de seletividade, limiteeteccdo e quantificagcédo do equipamento,
linearidade, faixa dindmica, efeito de matriz, tanile deteccdo e quantificacdo do método e

recuperacao.

4.7.1. Seletividade

Para observar a seletividade dos métodos foramafaeéps dois grupos de amostras
(branco adicionado e matriz fortificada) em dugh¢cambos com o analito na concentracéo

estabelecida (LMR). Foram obtidos 07 valores deigdedde cada grupo de amostras e
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calculados a média e desvio padrdo das areas @tisosnA dispersdao das medidas foi
avaliada através do teste de Grubb e a varidnsiamastras foi verificada através de teste t

de Student.

ApoOs a aplicacdo do teste, se F calculado for mgunero F tabelado, as variancias
podem ser consideradas iguais, isto €, a matrizeTdam efeito importante sobre a precisao
do método na faixa de concentracdo em estudo. Naste os desvios-padrdo dos grupos de
testes podem ser agrupados e a igualdade das ndédideis conjuntos de amostras pode ser
testada com a distribuicdo t de Student (INMETR@), 7). Desse modo, calculam-se:

a) X1 € X = meédias das respostas dos analitos em amostras rftatriz’ e “sem
matriz”, respectivamente, na mesma faixa de coragi¢s;

b) s; es, = desvios-padréao das respostas desses mesmassanali

c) o valor: ‘»‘\‘1 X2
lealculado =  T7———xr

\[H) @)

2 (n, =) s+ (n, = 1) 53

(ny +ny, =2)

onde

(2) en,en,sao os tamanhos das amostras 1 e 2

Se F calculado for maior que o F tabelado, as naia& ndo podem ser consideradas
iguais, ou seja, a matriz tem um efeito importestbre a precisdo do método na faixa de

concentracdo em estudo, e .diado€:

3)

Lealculado =
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Neste caso, o numero de graus de liberdade dedadermor:

&fﬁnlfﬁ_&gfnzf (4)

mtl nay+1

L

4.7.2. Limite de deteccao e de quantificacdo do agamento (LDE e LQE)

Para o calculo dos limites de deteccdo e quangdiwado equipamento foram
preparados brancos adicionados em diferentes cwacées. Para cada concentracdo foi
calculada a relacao sinal/ruido (s/r) para os tsalutilizando os parametros de integracéo do
equipamento. A partir da menor concentracdo paranaditos que produziu uma relacéo
sinal/ruido aceitavel foram obtidos 07 valores d=ligho em um mesmo dia. Os valores de
dispersado das medidas foram avaliados atravesst de Grubb e os limites de deteccéo e

quantificacado do equipamento foram calculados dedaccom as equacdes abaixo:

Limite de deteccao do equipamento (LDE)

LDE = 0+t (n-1,0-. (S) (5)
Onde,
t(n-1, 1) = valor da abscissa (t-Student) parao}-x 100% nivel de confianca e (n-

1) graus de liberdade;

s = desvio padréo das medicoes.
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No caso de 7 repeticdes, 7-1 = 6 graus de liberaadalor de t unilteral para 99% de

intervalo de confianca é 3,143.

Entao,

LDE = (84143 . (s) (6)

Limite de quantificacdo do equipamento (LQE):

LQED= 10 . (s) 7)

Onde, s = desvio padrao das medicdes.

4.7.3. Linearidade

A partir dos valores do LQE foram definidos os tasiinferiores e superiores da faixa
de trabalho para a linearidade, sendo adotados tiamte superior uma concentragao que
esteja adequada a aplicacdo do método e ao sistemmesposta do equipamento. Foram
definidos, tanto para avaliagdo da linearidade elucdo como na matriz, 07 niveis de
concentracdo para compor a curva. Foram obtidosvdl@res de medicdo para cada
concentracdo estabelecida e construidos graficoeazo entre a concentracdo de cada
analito/concentracdo do padréo interno (PI) veessédsea do analito/area do padréo interno
(Pl). As equacOes de regressao linear e os caagksiede correlacdo linear (r) foram
calculados utilizando o software do equipamenta Hispersdo das medidas foi avaliada
utilizando o teste de Grubb. As metodologias patarchinacdo de florfenicol ndo utilizaram

padréo interno, sendo a curva construida a patmaddo entre a concentracao versus a area
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do analito. Como critério de aceitacao foi definphra o coeficiente de correlagdo um valor

de r > 0,90 (INMETRO, 2007).

4.7.4. Faixa dinamica

Para cada teste de linearidade realizado, foi lemlaua resposta relativa de cada
concentracdo quando se estabelecem limites indsrmsuperiores em torno da média. Foram
construidos graficos com a relacdo entre a respelsttiva e os valores de concentracdo em
escala logaritmica. Um limite superior e inferi@riando em torno de 10% da média foi
estabelecido e as respostas relativas para as ntragies foram avaliadas devendo se

encontrar dentro da faixa de variacéo estabelecida.

4.7.5. Efeito de matriz

Utilizando os valores de medicao obtidos no testdircearidade, foram comparados
os valores de area entre os analitos em solucéom extnato da matriz. Foram avaliadas
estatisticamente, através de teste t, as curveaddeanalito em solucdo e no extrato da matriz
para definir se ha diferencas ou semelhancas pw gtel medicdes, caracterizando ou ndo um

efeito de matriz.

4.7.6. Limite de deteccao (LDM) e quantificacdo (L®!) do método

Foram preparadas replicatas auténticas da matriifidada em diferentes

concentracdes. Para cada concentracdo foi calcidadalacdo sinal/ruido (s/r) para os
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analitos. A partir da menor concentracdo para oglitas que produziu uma relacéo
sinal/ruido entre 3 e 5 foram obtidos 07 valoresnéelicdo em um mesmo dia. Os valores de
dispersao das medidas foram avaliados estatistitara&ravés de teste de Grubb e os Limites
de Deteccdo (LDM) e Quantificacdo (LQM) do métodwam calculados conforme as

equacdes 2 e 3 (INMETRO, 2007).
4.7.7. Recuperagao

A partir da matriz fortificada a 0,5, 1,0 e 1,5 @82 LMR foram preparadas sete
replicatas auténticas com adicdo do padrdo inte@w.analitos foram quantificados por
padronizacao a partir da curva de calibracdo dsizibla e a recuperacao foi calculada através

da equacéao 4 abaixo:

Recuperacao) = % 100

3

(8)

Onde: G = concentracao determinada na matriz fortificada;
G = concentracao determinada na matriz nao fortiéicad
G = concentracao adicionada (tedrica)



mAU

SANTOS, P.N. Valida¢gédo de metodologias para detexgdio... 101

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Condigbes cromatograficas

As condi¢cdes cromatogréficas estabelecidas parsemaracdo e deteccdo dos
antimicrobianos em estudo forneceram cromatogrdipa®s que podem ser observados nas

figuras abaixo.

DADL1 B, Sig=272,8 Ref=400,100 (0804251007-0704.D)
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Figura 6 . Cromatograma tipico para a solugéo padréo de sulfonamidas a 100 yg L™
(Cromatdgrafo Agilent 1100).
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Figura 7 . Cromatograma tipico para a solugéo padréo de florfenicol a 1 mg L™ (Cromatégrafo
SHIMADZU).
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Nas condi¢cdes citadas, foi preparado, a partisadacdo estoque, umix para cada
sulfonamida em uma concentracéo final de 100jigelndo como diluente uma solucdo de
acido aceético 0,5%. As sulfas apresentaram-se aggmide forma eficiente, ndo ocorrendo
sobreposicao de picos, considerando se tratar denétmdo multiresiduo. Estudos afirmam
gue a natureza anfotérica das sulfonamidas difi@ieparacdo em colunas do tipo C8, sendo
observadas separacdes otimas quando colunas d€1psao utilizadas (MALINTAN &
MOHD, 2006). Outras pesquisas demonstram que odasacido acético 0,5% como fase
movel otimiza a resolucéo e sensibilidade dos pitSLINTAN & MOHD, 2006; FUH &

CHAN, 2001).

A solucdo padrdo de florfenicol a 1 mg foi preparada a partir da solugcdo estoque
utilizando agua ultrapura como solvente. O flodehipor sua vez ndo apresentou nenhuma
dificuldade de separacdo nas condi¢cOes estabedetatmlo apresentado um sinal com

excelente resolucéo.

5.2. Seletividade
5.2.1 Sulfonamidas em camarao

As matrizes animais apresentam uma complexidadeodgwostos em sua estrutura
que dificulta a deteccdo e quantificacdo dos a®liO teste de seletividade apresenta-se
como uma ferramenta para avaliar a eficiéncia dtodeeem distinguir os compostos de
interesse de outros existentes na amostra. O méesiito para deteccdo de sulfonamidas
em camardo demonstrou ser eficientemente selefios ndo foram observados picos
interferentes no tempo de retencdo das SAs naznalém de existir concordancia entre os
tempos de retencdo dos analitos na solucdo ddhoabana matriz fortificada. Os tempos de

retencdo aproximados para as espécies (em minfotash: sulfatiazol, 4,6; sulfametazina,
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8,2; sulfametoxazol (PI),

interferente da matriz é observado no tempo dacgétede 6,9 aproximadamente (figura 8).

13,4; sulfadimetoxina,,21e sulfaquinoxalina, 22,3. Um

DADL. B, Sig=272,8 Ref=400, 100 (0804251007-0704.D)
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Figura 8 . Cromatogramas tipicos para sulfonamidas em camardo. (A) Solu¢céo padréo a 100
[Vs| L™ (B) Branco da matriz; (C) Matriz fortificada a 100 ug kg'1 (Cromatégrafo Agilent 1100)
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A avaliacdo estatistica da seletividade do métamiofdita inicialmente com a
aplicacao do teste F. Os resultados demonstraramnpaya todas as sulfonamidas o valor de F
calculado foi maior que o de F tabelado (tabelas®hdo entdo as variancias consideradas

desiguais.

Tabela 9.Valores de F calculados e tabelados para cadanantiida

Analito Fcalc Ftab Concluséo
STZ 220,99 2,57 Feaic > Rab
SMZ 556,09 2,57 Feaic > Rab
SMX 924,57 2,57 Feaic > Rab
SDM 2222,54 2,57 Feaic > Rab

SQ 1257,39 2,57 Feaic > Rab

Aplicando o teste t de Student para variaveis r@mdgéneas (desiguais), obteve-se
um valor de & maior que o valor de, para todas as sulfonamidas. Nesse caso fica
demonstrado estatisticamente que a matriz tem @ito efnportante sobre a precisdo do

método (tabela 10).

Tabela 10.Valores de t calculados e tabelados (95%) parasdttznamida

Analito talc tran v*
STZ 14,314 1,771 13
SMzZ 12,286 1,771 13
SMX 11,183 1,771 13
SDM 12,157 1,771 13

SQ 16,501 1,771 13

* Calculado de acordo com a equacéo (4)
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5.2.2 Florfenicol em camarao e tilapia

O método para determinacdo de florfenicol apreses¢ seletivo, pois ndo foram

observados interferentes eluindo no tempo de rétedo florfenicol em nenhuma das duas

matrizes estudadas (figura 9).
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Figura 9 . Cromatograma tipico para matriz camarao: (A) Branco da matriz; (B) Solugéo
padrao de florfenicol a 1 mg L™; (C) Matriz fortificada a 1 mg L™ (Cromatégrafo SHIMADZU).
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Figura 10 . Cromatograma tipico para matriz peixe: (A) Branco da matriz; (B) Solucao padrao
de florfenicol a 1 mg L™ (C) Matriz fortificada a 1 mg L* (Cromatégrafo SHIMADZU).
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A avaliacao estatistica demonstrou, através daagalo do teste F, que para as duas
matrizes o valor de F calculado apresentou-se ngmoo valor de F tabelado indicando um

conjunto de dados homogéneo (tabela 11).

Tabela 11.Valores de F calculados e tabelados para o flardéni

Matriz Fcalc Ftab Conclusao
Peixe 1,82 2,57 Feaic < Rab
Camaréo 1,79 2,57 Fealic < Rab

O teste t aplicado para variaveis equivalenteseseniddu que as matrizes exercem
influéncia na precisdo do método, influéncia dertrada pelo valor dedc maior que o valor

de tap (tabela 12).

Tabela 12.Valores de t calculados e tabelados (95%) parartefiicol

Matriz tealc tab
Peixe 13,499 1,771
Camarao 14,403 1,771

* Calculado de acordo com a equacéo (3)
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5.3. Limites de deteccao e quantificacdo do equipamto
5.3.1 Sulfonamidas em camarédo

Os limites de detec¢do e quantificagcdo do equiptorfemam calculados através da
relacdo sinal/ruido para cada sulfonamida que livida a partir de sete injecdes de uma
solucdo de trabalho a uma concentracdo de 8'u@s resultados para relacéo sinal/ruido das

solugdes de sulfonamidas encontram-se descrittabea abaixo.

Tabela 13.Relacdo sinal/ruido para cada sulfonamida em aaidtco 0,5%

SAS Concentracéo Média Média dos Relagéo
(ug L™ do sinal (altura) ruidos (altura) SIR
STZ 0,0724 12,36
SMz 0,0528 9,01
SMX 8 0,0559 0,0058 9,54
SDM 0,0794 13,55
SQ 0,0670 11,43

A partir do desvio padrdo das areas obtidas pasgtasinjecfes das SAs em solucdo
de &cido acético 0,5%, calculou-se o LDE e LQE dardo com INMETRO (2007). As
menores concentragdes que podem ser quantificaascpmatografo utilizado variaram

entre 6,90 e 15,21 pg'i(tabela 14).

Tabela 14. Limites de deteccdo e quantificacdo do equipameraticulados para as
sulfonamidas em solucao de acido acético 0,5%.

LDE LQE

Concentracéao ng de SAs Concentracao ng de SAs

SAs (ug 1) em 50uL SAs (ug ) em 50uL

STz 2,017 0,100 6,420 0,321
SMz 4,249 0,212 13,521 0,676
SMX 2,862 0,143 9,107 0,455
SDM 2,747 0,137 8,741 0,437
SQ 3,248 0,162 10,335 0,516

* volume de injecdo de 50
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5.3.2 Florfenicol em camarao e tilapia

A relacdo sinal/ruido e o LDE e LQE para a deteag@o de florfenicol foram
calculados a partir de sete injecdes de uma solagima concentracdo de 8 g, Isendo
possivel quantificar, a partir de 50uL injetadosiaumassa de 0,70 ng de florfenicol de

acordo com a tabela abaixo.

Tabela 15.Relagéo sinal/ruido e limites de deteccdo e queatfio para o florfenicol em
agua

Concentragao dl\g?s?rﬁll Média dos Relagao
(ug L™ (altura) ruidos (altura) SIR
FF 8 68 23 3,02
LDE LQE
ng de
Concentracac FF Concentracao ng de FF
FF (ug LY em FF (ug LY em 50puL
50uL
4,40 0,22 14,01 0,70

* volume de injecdo de 50

5.4. Linearidade

A curva analitica representa a relagdo entre asésgo instrumento e a concentragdo
conhecida do analito. A linearidade determina a gpnto esta relacdo se mantém linear. E
possivel, a partir da curva analitica, calculabred de concentracdo dos analitos utilizando
os valores de areas ou alturas obtidos. Segqund®&TRO (2007) e MAPA (2008) a curva
deve ser construida em torno do LMR tendo em g o objetivo principal do método &

quantificar residuos de drogas veterinarias.
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5.4.1. Linearidade sulfonamidas em camarao

As curvas analiticas para as sulfonamidas em canfaram construidas usando o
procedimento de fortificagdo do extrato da matelpnétodo de padronizacdo interna, sendo
a curva linear o resultado da plotagem entre aesdrecdo de STZ/Pl, SMZ/PIl, SDM/PI e
SQ/PI, versus a area dos analitos/area do padi&man A sulfametoxazol foi a substancia
escolhida como padréo interno e foram feitas sg¢gedes de cada nivel da solu¢do padréo e
de cada nivel do extrato da matriz fortificado cascentracdes de 100, 200, 400, 500, 600,
800 e 1000pug T e as curvas foram construidas a partir dos valoéetios de area para cada
concentracdo estabelecida. As equacgfes das resasoeficientes de relagdo linear (r) para as
sulfonamidas em solugdo e no extrato da matrizoedscritos na tabela abaixo. O
INMETRO (2007) estabelece como critério de acedaga coeficiente de correlacéo linear >

0,90.

Tabela 16.Equacdes da reta e coeficientes de correlacd@mpaalfonamidas

Equacéo
reta

0,885365x

0,0599506

y =
0,915912x

0,0813814

1,10785x
+
0,0499149

Solugéo Extrato Matriz

Equacéo
reta

0,9992 0,805840x

0,0318366

y =
0.9988 0,862570x

0,0283759

1,00296x
+
0,0590413

0,9984
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Figura 11 . Curvas analiticas para as sulfonamidas em solucao de &cido acético 0,5% (valores
médios de razao de area obtidos)
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Figura 12 . Curvas analiticas para as sulfonamidas no extrato da matriz fortificada (valores
médios de razéo de area obtidos)
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5.4.2. Linearidade florfenicol em camaréo e tilapia

A fortificacdo do extrato da matriz também foi otatd utilizado para a determinacao
de florfenicol em camaréo e tilapia. Diferentemetiés sulfonamidas, para este antibidtico
nao foi utilizada a padronizacao interna, sendargacconstruida como resultado gréafico da
relacdo entre a concentracdo de florfenicol veésaa. As concentracdes escolhidas foram
0,1, 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 mg & foram feitas sete injecdes de cada nivel da&olu
padrédo e de cada nivel dos extratos fortificadosadeardo e tilapia para construir as curvas a
partir dos valores médios de area para cada caoacéntestabelecida. A tabela 17 resume as
equacOes da reta e os coeficientes de correlag@o gsacurvas do florfenicol nas duas
matrizes admitindo como critério requerido paradeagao pelo INMETRO um coeficiente de

correlacéo linear > 0,90.

Tabela 17.Equacobes da reta e coeficientes de correlagcamghrdenicol

Solucéo Extrato Matriz
Equacéo ; Equacéo
reta reta
y =
78170x -
6027,7
y =
101731x 0,99990
+ 388,19
y =
99427x -

4218,6
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FF em Solugéo

350000
300000 -
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -+

50000 -

0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 3,0 35

Camarao Extrato Matriz

350000 -
300000 -
250000 -
200000 -
150000 -
100000 -

50000 -

O T T T T T T 1
0,0 0,5 1,0 15 2,0 25 3,0 35

Extrato Peixe Matriz

300000

*

250000
200000 -
150000 -
100000 -

50000 -

0,0 0,5 10 15 2,0 2,5 3,0 35

Figura 13 . Curvas analiticas para o florfenicol em solugdo e no extrato fortificado das matrizes
(valores médios de razdo de area obtidos)
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Uma otimizacgéo criteriosa do método permite queimgiro nivel da curva seja um
valor de concentracdo bem abaixo do LMR estabalepmla as substancias em questéo
requisito importante para detectar quantidades sadamenores dos antimicrobianos nas

matrizes.

5.5. Faixa dinamica

Considerar apenas como satisfatérios os resultddescalculos de regressao linear
nao é suficiente para avaliar a linearidade deodw@pois a relacdo linear s6 € valida dentro
de um determinado intervalo de massas ou concéesadentro do qual se pode construir
uma curva linear. A esse intervalo da-se o nomfaida linear dinamica (MAMANI, 2007;
RIBANI, 2004). Para a construcéo do grafico daddirear dinamica, foram obtidas, a partir
dos resultados do teste de linearidade, respostasvas no eixo y e as concentracdes
correspondentes, em escala logaritmica no eixorank desenhadas outras linhas horizontais
paralelas no grafico e admitiu-se que o métodoeali até o ponto onde a resposta relativa

intercepta as linhas definidas no grafico (RIBARDQ4).

Existem diversas recomendacdes sobre a construgagrafico da faixa linear
dindmica: o Guia de Validacdo do MAPA sugere unmexao perfil do grafico dos residuos
da regressao (MAPA, 2008), para farmacos a ICHmeoma uma variagcdo de + 20% do
valor declarado ou esperado, a ANVISA especifica intervalo entre 80 — 120% da
concentracdo teorica para farmacos e medicameRIBANI, 2004). Optamos por definir
um intervalo inferior e superior variando em 15%sd#los no coeficiente de variacao

recomendado pelo Codex Alimentarius (2003). Osigrafa seguir demonstram as faixas
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dindmicas para os métodos de determinacdo de anlidas em camaréo e florfenicol em
camardo e peixe. E recomendado que os pontos gemecsatram fora na faixa dinamica
estabelecida ndo devem ser utilizados na constaeg&arva de calibracdo para quantificacéo
dos analitos. A SDM e a SQ apresentaram apenagdoies dento da faixa linear dinamica

estabelecida (figura 14).

Faixa dindmica STZ

Faixa dindmica SMZ
1,00000 1 0,90000 -
b= < ° °
wT
< S 0,85000 o ° ¢
o Ba L 080000
@ S~0,80000 - . [ ® g'r:l .
©O4 ° S 9 6 0,75000 |
a . a .
= N 0,70000 -
=~ 0,60000 ‘ ‘ 0,65000 :
0 1 10 0 !
. Log da concentragdo SMZ/PI
Log da concentragéo STZ/PI
Faixa dinamica SDM Faixa dinamica SQ
1000 2 Loomm] :
) 1 ) Sl 1 U
g, 114000 £ 098000 .
S 1,12000 S __0,96000 .
L3z 1,10000 - ) R E& 0,94000 .
@ S = 1,08000 . Eg 0,92000 -
2 & 1,06000 & 0,900 {
S 1,04000 | @ 0807 *
s & . = 0,86000
o 1,02000 | e @ 0,84000 ; ‘
w ~©
= 1,00000 ‘ ‘ 01 1 10
0 1 10 Log da concentragdo SQ/PI

Log da concentracdo SDM/PI

Figura 14. Graficos de faixa linear dindmica para as sulfonamidas no extrato da matriz
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Na figura 15 € possivel observar que na determindeaflorfenicol em tilapia e em
camarao apenas 0 primeiro ponto estabelecido daa qudio se encontra dentro da faixa

dindmica estabelecida.

Faixa dindmica FF Camardo

125000

110000

95000 i

80000 -

area/Concentracdo
[ ]

65000 ‘ ‘
0 1 10

Log da concentracdo FF

Faixa dindmica FF Peixe

110000 -

95000 - iy

80000 -

area/Concentracdo

65000

0 1 10

Log da concentracdo FF

Figura 15. Gréficos de faixa linear dindmica para o florfenicol em camaréo e tilapia
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5.6 Efeito de matriz

O teste de efeito de matriz avalia a influénciaumea matriz complexa e seus
componentes na determinacéo e quantificacdo ddisoande interesse. Estudos indicam que
negligenciar o efeito da matriz sobre o0 método stad® compromete de forma significativa
a preciséo, a seletividade e a sensibilidade dodogiCARDOSO, 2008; MATUSZEWSKI,
2003; RIBANI, 2004). A avaliacdo do efeito de mate feita pela comparacdo dos
coeficientes angulares das curvas analiticas f@stadpartir das injecfes da solucéo padréao e

do extrato da matriz fortificada do antimicrobiasiudado.

Os testes estatisticos t de Student e teste md@pensaveis no estudo sobre o efeito
de matriz, pois indicam homogeneidade da amos&ra&@sequente influéncia da matriz no
método. Para as sulfonamidas foram feitas setedegede dois grupos de amostras, a solucao
mix padrao e a matriz fortificada, ambas nos niveigafe 400, 800, 1000, 1200, 1600, 2000
ng L. Os valores de areas obtidos desses dois grupmmatgras séo agrupados e analisados
segundo a equacao (3) e (4) e o resultado obtids apestatistica encontra-se resumido na

tabela 18.

Tabela 18. Resultado dos testes estatisticos para avaliacdefait® de matriz para as
sulfonamidas em camarao.

Analito Feaic Fian* Conclusao dalc ttab Conclusao
STZ 1,213 0,518
I:calc < Ftab
SMZ 1,139 1,615 0,007 1,984 tcalc < ttab
(Variancias
SDM 1,222 homogéneas) 0,774
SQ 1,382 1,032

* n =49 observagdes

Através dos testes aplicados concluimos que nadife@nca significativa entre as

curvas analiticas preparadas em solvente e naznpaita as sulfonamidas, fato que fica mais



Area SMZ/P|

Area STZ/PI

2,00000 -
1,80000 -
1,60000 -
1,40000 -
1,20000 -
1,00000 -
0,80000 -
0,60000 -
0,40000 -
0,20000 -

0,00000

2,00000 +
1,80000 -
1,60000 -
1,40000 -
1,20000 -
1,00000 -
0,80000 -
0,60000 -
0,40000 -
0,20000 -
0,00000
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bem evidenciado graficamente quando se observa dpas curvas praticamente se

sobrepdem. A SDM e a SQ apresentam valores maierégalculado e uma variacdo maior

de sobreposicao evidenciando um maior efeito deiaastes analitos.

STZ Solugéo X STZ Extrato Matriz

y =0,8925x - 0,0649
R?=0,9973
Branco adicionado

& STZ Solugé@o
® STZ Extrato Matriz

y =0,8109x - 0,0345
R? =0,9992
Extrato da matriz

0,00000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000

Conc. STZ/PI

SMZ Solugéo X SMZ Extrato da Matriz

y =0,9392x - 0,0881
R?=0,9957
Branco adicionado

& SMZ Solugdo
® SMZ Extrato Matriz

y =0,8815x - 0,0307
R?=0,9991
Extrato da matriz

0,00000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000

Conc. SMZ/PI

Area SQ/PI

2,50000

2,00000

1,50000

1,00000

Area SDM/PI

0,50000

0,00000

SDM Solugéo X SDM Extrato da Matriz

y =1,1136x + 0,054
R?=0,9935

| Branco adicionado

4 SDM Solugéo
= SDM Extrato MAtriz

y =1,0073x + 0,0639
R?=0,9941
Extrato da matriz

0,00000 0,50000 1,00000 1,50000 2,00000 2,50000

2,50000 -

2,00000 -

1,50000 -

1,00000 -

0,50000 -

Conc. SDM/PI

SQ Solugéo X SQ Extrato Matriz

y =0,9995x + 0,0366
R?=0,9933
Banco adicionado

& SQ Solugéo
B SQ Extrato da Matriz

y =0,8491x + 0,0756
R?=0,9913
Extrao da matriz

0,00000

15 2
Conc. SQ/PI

0,5 1 25

Para o florfenicol em camaréao e tilapia, os valatesd= calculados apresentaram-se

menores que os valores de F tabelado. Ao apliteste t para variancias equivalentes para a
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matriz camardo, o valor de t calculado mostrou-sgtanmenor que o tabelado. Em
contrapartida, na matriz tilapia o valor de t ckddo foi bem maior que o tabelado para a

quantidade de injecOes feitas, deixando eviderfeito de matriz para esta determinacéao.

FF em camaréo

350000 ~ y = 102748x + 388,19 + FF Camaréo Solugdo

300000 - R? = 0,9997
250000 - Banco adicionado

m FF Camarao Extrato

200000 4
150000 4
100000 -

50000 -

Area FF

y = 99309x + 723,44
R? = 0,9848
Extrato da matriz

o
=
N
w
IN

FF em Tilapia

o FF Tilapia Solugao

350000 - y = 102748x + 388,19 » FF Tilapia Matriz
300000 - R? = 0,9997

250000 + Branco adicionado
200000 -
150000 -

Area FF

100000 - y = 79222x - 5903,6
R?= 0,89

50000 -
0 Extrato Matriz

0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

Figura 17. Representacao gréafica das curvas analiticas para o florfenicol em tilapia e camaréo
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5.7 Limite de quantificacdo do método

Para o método de determinacdo de sulfonamidas erar&a os limites de deteccédo e
quantificacdo foram calculados para uma concerdrded4ug kg™ e todos se encontram em
conformidade com os valores requeridos pelo Miristda Agricultura (MAPA, 2008). Os
limites para a sulfatiazol foram 6,35 e 20,19, pargulfametazina 2,44 e 7,76, para a
sulfametoxazol 0,58 e 1,83, para a sulfadimeto%idg e 4,75 e para a sulfaguinoxalina 3,41

e 10,85ug kg* para os limites de deteccéo e quantificacdo dalméspectivamente.

Para a determinacao de florfenicol em camarao itelide deteccao e quantificacéo do
método foram 2,97 e 15,01g kg' respectivamente. Para a matriz tilapia as menores
concentracBes detectadas e quantificadas pelo méwdm de 3,64 e 18,549 kg'

respectivamente

5.8 Recuperagao

A exatiddo mede o quanto o valor obtido na an&sé proximo do valor verdadeiro
presente da amostra, e pode ser determinada atlavésalise de materiais certificados,
fazendo-se a comparacdo entre dois meétodos, semddeles, o método oficial ou de
referéncia, ou entdo, através de testes de re@dmerande quantidades conhecidas do analito
sao adicionadas a matriz em um processo de fagdiw. (MAMANI, 2007; RIBANI, 2004).

A porcentagem de recuperacdo é definida como gaelantre a concentracdo determinada

para uma amostra fortificada e a concentracaoadida na fortificacao.

As analises foram realizadas conforme o procedimeastabelecido e as
concentracgdes calculadas pela curva analiticacéperacédo (exatiddo) € obtida pela equacéo

(8). Para tanto, sete replicatas do branco da zrfatam fortificadas nas concentragdes de 50,
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100 e 150 pg K§ e analisadas em triplicata no mesmo dia. Os \&ldee recuperacgéo
variaram na faixa de 79,95 a 98% encontrando-secdelo com os valores estipulados pelo
MAPA, Codex Alimentarius e pela Comissdo EuropBimetiva 2002/657/CE, confirmando

a exatiddo do método.

Tabela 19.Recuperagdes das sulfonamidas em diferentes ni@@iencentragéo.

Recuperacédo + RSD, %

STZ SMZ SDM
79,95 81+ 82+
+10 7 6
80 + 96 + 85+
17 12 15
83 + 98 + 87 +
20 18 18

Para o célculo da recuperacgéo de florfenicol emacéo e tilapia foram utilizadas sete
replicatas do branco da matriz fortificada nas eotracdes de 0,5, 1,0 e 1,5 mg. IOs
valores de recuperacao para florfenicol em camarfi@pia foi calculada por padronizacéo
externa estando os valores de porcentagem em oudéaie com os 0rgaos regulamentadores

(tabela 20).
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Tabela 20.Recuperacdes do florfenicol em diferentes niveisaheentracao.

Recuperacao £ RSD, %

F?gg'izg‘;‘o Camarao Tilapia
0,5 95+12 97+9
1,0 100 £ 10 98+ 14
15 98 + 15 T

18
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6. CONCLUSOES

Os meétodos validados para determinacdo de antibiégcros em pescado utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia associagdadetector por arranjo de diodos se
mostraram adequados para a determinacao simuld@®az, SMZ, SDM e SQ em camardo
e para a determinacgéo de florfenicol em camardld@a. Os limites de quantificacdo e os
demais parametros de validacdo se demonstraranuadies)e em conformidade com os
critérios estabelecidos pelo Ministério da Agriatd, pelo INMETRO e pela Comunidade
Européia. As metodologias entéo validadas irdoritiuit para o desenvolvimento da regido a

partir da garantia de seguranca alimentar e comgtioranto com o meio ambiente.
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ANEXOS



