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RESUMO

Este trabalho descreve o0 desenvolvimento de métodos analiticos
ambientalmente mais amigaveis utilizando sistemas de screening e procedimentos
de analise por injecdo em fluxo para a deteccédo e quantificacdo de antibiéticos, da
classe das tetraciclinas, em amostras de medicamentos veterinarios e alimentos de
origem animal como leite bovino e suplementos de ovos. Os métodos desenvolvidos
foram baseados na reacdo de acoplamento diazo obtida entre as tetraciclinas e o
acido p-sulfanilico diazotado em meio basico, resultando na formacdo de azo
compostos com maximos de absorcdo em torno de 435 nm, permitindo determinar
esses antibibticos por espectrofotometria. As condi¢gbes analiticas foram otimizadas
através de analise multivariada utilizando planejamentos experimentais fatoriais e o
desempenho dos meétodos propostos foi avaliado através de parametros como
linearidade, efeito matriz, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de
quantificacdo, recuperacdo e estudo de interferéncias. O primeiro trabalho
desenvolvido fez uso de um procedimento de injecdo em fluxo continuo para a
rapida determinacdo de tetraciclinas em formulacbes veterinarias comerciais,
visando maior eficiéncia no controle de qualidade na industria farmacéutica. Na
sequéncia, foi desenvolvido um método de screening mediante analise por injecédo
em fluxo empregando uma cela capilar de longo caminho éptico (LWCC) para a
deteccdo de residuos de tetraciclinas em amostras de leite bovino, sem a
necessidade de passos de extracdo dispendiosos e demorados ou complicados
tratamentos de amostras. Finalmente, um novo método de microextracao liquido-
liquido dispersiva assistida por ultrassom (US-DLLME) foi desenvolvido para a
simples, rapida e eficiente extracdo de residuos de tetraciclinas a partir de amostras
de suplemento de ovos e, posterior analise por injecdo em fluxo baseada em uma
cela capilar de longo caminho Optico (LWCC), empregando um banho de
aguecimento com controle de temperatura. Os meétodos descritos apresentaram
importantes caracteristicas como simplicidade operacional, possibilidade de
automacdao, rapidez e baixo custo das analises. Além disso, estes métodos seguiram
0s principios da quimica verde, de modo que permitiram realizar determinacdes
ambientalmente mais limpas, através da reducdo consideravel do consumo de
reagentes e amostras, evitando ou minimizando o emprego de solventes toxicos.

Também, os métodos desenvolvidos para a andalise de residuos mostraram



excelente desempenho para aplicacdo no controle de qualidade dos produtos

alimentares estudados na industria alimenticia, a fim de proteger os consumidores.

Palavras-chave: Analise por injecdo em fluxo (FIA). Espectrofotometria. Cela capilar
de longo caminho éptico (LWCC). Microextragdo liquido-liquido dispersiva assistida
por ultrassom (US-DLLME). Tetraciclinas. Medicamentos veterinarios. Leite bovino.

Suplementos de ovos.



ABSTRACT

This work describes the development of environmentally friendly analytical
methods using screening systems and flow injection procedures for detection and
quantification of tetracycline antibiotics in veterinary pharmaceuticals and animal-
derived foods such as bovine milk and egg-based protein supplements. The
developed methods were based on the diazo coupling reaction between the
tetracyclines and diazotized p-sulfanilic acid in basic medium, resulting in the
formation of azo compounds that present maximum absorption around 435 nm,
which allows determining these antibiotics by spectrophotometry. The analytical
conditions were optimized by means of multivariate analysis using factorial
experimental designs. Performance of the proposed methods was assessed through
parameters such as linearity, selectivity, precision, accuracy, detection limit,
quantification limit, matrix effect and recovery. The first developed work used a
continuous flow injection procedure for the rapid determination of tetracyclines in
commercial veterinary formulations, aiming greater efficiency in quality control in the
pharmaceutical industry. Thereafter, it was developed a screening method by flow
injection analysis using a liquid waveguide capillary cell (LWCC) for detecting
tetracyclines residues in bovine milk samples, without the need for expensive
extraction steps that are time-consuming or complicated sample treatments. Finally,
a new ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid microextraction (US-DLLME)
method was developed for simple, rapid, and efficient extraction of tetracyclines
residues from egg supplement samples, followed by flow injection analysis based on
a liquid waveguide capillary cell (LWCC), using a controlled temperature heating
bath. The described methods presented important features such as operational
simplicity, possibility of automation, quickness and low cost of the analysis.
Furthermore, these methods followed the principles of green chemistry, making
possible to perform environmentally cleaner determinations, due to the considerable
reduction of reagents and samples consumption, avoiding or minimizing the use of
toxic solvents. Besides, the methods developed for residues analysis showed
excellent performance for application in the food industry for quality control of the
studied food products in order to protect consumers.



Keywords: Flow injection analysis (FIA). Spectrophotometry. Liquid waveguide
capillary cell (LWCC). Ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid microextraction
(US-DLLME). Tetracyclines. Veterinary pharmaceuticals. Bovine milk. Egg

supplements.
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1 INTRODUCAO

O comércio internacional de produtos de origem animal aumentou
acentuadamente nas Ultimas décadas.! Desta forma, a producdo de alimentos
indcuos passou a ser prioritaria no mercado mundial.? Portanto, a demanda por
alimentos derivados de animais e a competitividade na producédo e venda de
alimentos com garantia de qualidade para os consumidores, constituem elementos
decisivos nos avancos da Ciéncia Animal para definir as estratégias tecnolégicas de
producéo.®

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) é
responsavel pela gestdo das politicas publicas de estimulo a agropecuaria, pelo
fomento do agronegocio e pela regulacdo e normatizacéo de servicos vinculados ao
setor.* Além disso, por intermédio da Secretaria de Defesa Agropecudria,
regulamenta e controla as mercadorias de origem animal a serem exportadas,
certificando sua qualidade e seguranca, de forma a salvaguardar a saude animal, a
saude publica e o desenvolvimento socioecondmico nacional.>®

A partir da segunda metade do século passado, as inovacfes tecnologicas no
setor agropecudrio brasileiro proporcionaram melhorias na producdo e
processamento de alimentos de origem animal no pais, gerando um importante fator
de competitividade entre as empresas. Porém, a adocéo dos sistemas de criacdo de
gado, aves e suinos do tipo intensivo, aumentou o risco de infec¢édo e o estresse dos
animais submetidos ao confinamento. Essas alteracbes desencadearam problemas
de disseminacdo de doencas infecciosas, resultando no aumento da prescricao
veterinaria de antimicrobianos durante a escala produtiva na forma de
medicamentos preventivos, curativos ou como aditivos em racdo animal com a
funcéo de promover o crescimento e eficiéncia alimentar do animal, ou seja, gerando
rapido crescimento e ganho de peso do animal.?’

Essa pratica representa, atualmente, um sério problema para os sistemas de
saude publica mundiais, pois induz ao aumento do numero de casos de infec¢des
por cepas resistentes a antimicrobianos e, consequentemente, aspectos prejudiciais
a saude humana e animal, uma vez que a maioria dos tratamentos convencionais

torna-se ineficiente quanto a prescricao clinica antimicrobiana.>"®
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O uso indiscriminado desses coadjuvantes na alimentacdo animal gerou ao
longo dos anos preocupacdo quanto a qualidade dos alimentos disponiveis ao
consumidor.®’ Um dos aspectos relevantes no setor alimenticio é a gestdo de
seguranca alimentar e nutricional, ou seja, garantir a todos condicfes de acesso a
alimentos basicos de qualidade, em quantidade suficiente, de modo permanente e
sem comprometer o acesso a outras necessidades essenciais, com base em
praticas alimentares saudaveis, contribuindo, assim, para uma existéncia digna, em
um contexto de desenvolvimento integral da pessoa humana.’ Nesse contexto, é
importante que os alimentos se apresentem livres de qualquer forma de
contaminagao.

Um conjunto de medidas foi adotado pelas indastrias de alimentos a fim de
garantir a qualidade sanitaria e a seguranca alimentar exigidas pelos regulamentos
técnicos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).'® O MAPA
associado as secretarias de agricultura estaduais, promove ampla fiscalizacdo dos
produtos destinados a alimentacao, através de leis, decretos e instru¢cdes normativas
gue regulamentam a utilizacdo de agentes antimicrobianos, visando a conformidade
entre a legislacdo de inspecao industrial e sanitaria brasileira e as nhormas de saude
exigidas pelo pais importador.>*°

Alguns dos exemplos de compostos encontrados na forma de residuos em
alimentos de origem animal como carne, peixe, leite e ovos, sao referidos a
presenca de antibidticos da classe das tetraciclinas. A contaminacdo desses
alimentos com residuos de tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina ou doxiciclina a
niveis de tracos representa um risco potencial para os consumidores.’ Por esta
razdo, as agéncias reguladoras (nacionais e internacionais) tém estabelecidos
limites maximos de residuos (MRLSs) para tetraciclinas nos diferentes produtos
alimenticios derivados de animais. Esses limites foram estabelecidos de acordo com
estudos toxicologicos, baseando-se na quantidade de residuo considerada segura
para a saude humana.'> No Brasil, as tetraciclinas s&@o reguladas pelo Plano
Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC).!® Por serem usadas
de maneira indiscriminada na producdo de alimentos de origem animal, as

tetraciclinas tornaram-se um grupo alvo de anélise de contaminantes.*
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Em decorréncia dos MRLs, metodologias analiticas simples, sensiveis e
confiaveis sdo requeridas para monitorar e determinar residuos de antibitticos de

tetraciclinas nos diferentes produtos alimentares de origem animal.
1.1 Comércio brasileiro exterior de produtos alimenticios

A participacao brasileira no comércio internacional vem crescendo a cada ano,
com destaque na producdo de carnes bovina, suina e de frango.® Segundo o
Ministério da Agricultura, até 2020, a expectativa para a producdo nacional de
carnes suprira 44,5 % do mercado mundial. A carne de frango, por exemplo, atingira
48,1 % das exportacdes mundiais e a participacdo da carne suina sera de 14,2 %.°
As estimativas indicam que o Brasil pode ter uma maior expansdo agropecuaria e
retomar a posicao de primeiro exportador mundial de carnes bovina e de frango.

Em 2015, o comércio exterior de ovos mostrou um importante avango. Durante
esse ano, o Brasil exportou 18,74 mil toneladas de ovos in natura e processados,
gerando um aumento de 53,5 % em comparacdo com 2014, associado a uma
arrecadacdo de US$ 24,1 milhdes.”> Os principais destinos das exportacbes
brasileiras foram: Emirados Arabes Unidos (67,2 %), Angola (12,4 %) e Bolivia (7
%). Como projecdo de mercado, o Brasil deve exportar ovos para os Estados
Unidos, devido ao surto de gripe aviaria registrada neste pais, que elevou
drasticamente os precos dos produtos locais. Segundo a Associacdo Brasileira de
Proteina Animal (ABPA), ambos os paises estdo em negociacfes para a abertura de
mercado e hé sinais positivos para a liberacdo dos embarques.*®

Segundo dados do Ministério do Desenvolvimento, Industria e Comércio
Exterior (MDIC), o Brasil exportou US$ 319 mil milh6es de produtos lacteos em
2015. O principal comprador foi a Venezuela e o principal produto foi o leite em po
integral, arrecadando US$ 238 milhdes e US$ 234 milhdes, respectivamente.’’ No
entanto, para expandir o mercado externo e atender as expectativas de exportagéao,
0 setor lacteo brasileiro necessita investir em tecnologia de producdo para a
melhoria da qualidade do leite e, consequentemente, da competitividade, associado
a revisdo e adequacéo dos marcos regulatérios do pais.t’*®
De acordo a Associacdo Brasileira de Laticinios (Viva Lacteos), o mercado

russo estad se consolidando e, como resultado, 26 plantas brasileiras de lacteos
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foram habilitadas para exportacdo. Em 2015, a Russia comprou aproximadamente
182 toneladas de manteiga e 248 toneladas de queijo e, acredita-se que para 2016
essas quantidades sejam dobradas.!” A entidade projeta a possibilidade de iniciar
embarques para China, enquanto o México também podera ser uma oportunidade
para exportar leite e derivados, dependendo do andamento das negociagdes
tarifarias constantes no Acordo de Complementacdo Econdémica (ACE 53). As
expectativas indicam que dentro de quatro anos o Brasil passara a exportar 1 bilh&o
de litros de leite, ou pelo menos duas a trés vezes mais do que foi embarcado em
2015.1"1

Por outro lado, para o consumo interno de lacteos, a producéo brasileira de
leite cresceu cerca de 4,5 %, saltando de 30,7 bilhdes de litros em 2010 para 32,1
bilhdes de litros em 2011, ano onde o Brasil ocupou a terceira posi¢cdo no ranking
dos maiores produtores de leite do mundo.?® Projecdes do agronegécio para o
periodo de 2013 a 2023 estimaram uma taxa anual de 1,9 % no crescimento da
producdo nacional leiteira. Dessa forma, a producdo de leite no pais, em 2023,

devera ser de 41,3 bilhdes de litros, 15,5 % maior do que a producéo de 2015.%
1.2 Matrizes objeto de estudo

Produtos de uso veterinario disponiveis comercialmente e destinados a
protecdo da salde animal devem cumprir as diretrizes e regulamentos da ANVISA.??
Essa entidade, também regulamenta e controla a fabricacdo de alimentos de origem

animal como leite, ovo e produtos derivados.*
1.2.1 Produtos de uso veterinario: medicamentos

Os produtos de uso veterinario sdo toda substancia quimica, bioldgica,
biotecnolégica ou preparacdo manufaturada cuja administracdo seja aplicada de
forma individual ou coletiva, direta ou misturada com os alimentos, destinada a
prevencdo, ao diagndstico, a cura ou ao tratamento das doencas dos animais.?®
Dentro desta definicho se incluem os aditivos, suprimentos promotores,
melhoradores da producdo animal, medicamentos, vacinas, antissépticos e, todos 0s

produtos que, utilizados nos animais ou no seu habitat, protejam, restaurem ou
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modifiquem suas funcdes organicas e fisioldgicas, bem como os produtos
destinados ao embelezamento dos animais.*

A Coordenacdo de Fiscalizacdo de Produtos Veterinarios (CPV) fiscaliza a
fabricacdo, o comércio e o uso de produtos veterinarios, estabelecendo normas,
regras e instrugcfes que orientem produtores, veterinarios e consumidores. Por meio
dessas normativas, € possivel incentivar o uso correto e consciente dos produtos de
uso veterinario e também denunciar a comercializacéo de produtos irregulares.?*

Dosagens inadequadas de produtos farmacéuticos veterinarios podem
provocar reacdes alérgicas em animais com alta sensibilidade, bem como deixar
residuos em produtos alimenticios, contribuindo a resisténcia bacteriana.?> Por tanto,
o controle de qualidade dos medicamentos veterinarios € de vital importancia para a
saude humana e animal, considerando que os tratamentos convencionais podem

tornar-se ineficazes.
1.2.2 Alimentos de origem animal: leite e suplemento de ovos

Os produtos alimentares como leite, ovos e seus derivados merecem destaque
por constituirem um grupo de alimentos de origem animal que apresentam elevado
valor nutricional, uma vez que sado fontes consideraveis de proteinas, além de
conterem vitaminas e minerais.”®?’ Esses produtos sdo componentes fundamentais
da dieta consumida no Brasil e em outros paises, sendo comercialmente baratos e
de facil acesso aos consumidores.

O leite € uma das melhores fontes de célcio disponivel, sendo este ultimo um
nutriente fundamental para a formacdo e a manutencdo da estrutura Ossea do
organismo.?®?®2° Este alimento é essencial para a salde dos 0ssos e dentes e seu
consumo diario ajuda a prevenir a osteoporose.?®*° Estudos recentes sugerem que a
bebida também pode proporcionar bem-estar, contribuir para a perda de peso e
ainda prevenir o diabetes tipo 2 devido ao aumento de triptofano, calcio e da
vitamina D no sangue.®

O ovo é considerado um alimento nutricionalmente completo, que se divide em
duas partes: a gema e a clara.** A gema do ovo é rica em colina, elemento essencial
da vitamina B, que esta associada a uma melhor funcédo neurologica e reducéo de

inflamacé@o cerebral, ajudando a reduzir os efeitos da perda de memoria em
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decorréncia da idade avancada.***® Entretanto, o componente majoritario da clara é
a albumina, proteina de origem animal que possui um étimo aminograma e um alto
valor biologico. Desta forma, os beneficios quanto a suplementacdo alimentar
contribuem para a reparacao dos musculos e prolonga a sensacao de saciedade por
ser uma proteina de longa absorcdo. Por essas razfes, 0 ovo e seus produtos
derivados s&o alimentos aliados de quem pratica exercicios fisicos.***® Dessa forma,
suplementos proteicos a base de ovo estédo disponibilizados em grande medida no
mercado.

O consumo habitual desses alimentos é importante para manter uma
alimentacao equilibrada e saudavel e, portanto, a adicdo de qualquer contaminante

n&o é permitida.*®

1.3 Antimicrobianos da classe das tetraciclinas

As tetraciclinas sdo um grupo de antibiéticos naturais ou semissintéticos que
exibem atividade antimicrobiana contra uma ampla gama de bactérias gram-

positivas e gram-negativas.3**°

1.3.1 Surgimento: Um pouco de historia

A primeira tetraciclina foi descoberta em 1948 a partir do Streptomyces
aureofaciens mediante um processo de fermentacdo natural da bactéria de solo.
Inicialmente, a substancia obtida foi nomeada aureomicina de acordo a coloragéo
dourada do fungo produtor, porém mais tarde recebeu o nome de clortetraciclina.
Essa descoberta marcou a introducdo do primeiro antibitico ativo contra uma
variedade de bactérias e de outros microrganismos (alguns protozoarios e
fungos).>®%’

No ano 1950, foi descoberta a terramicina, segunda tetraciclina natural obtida a
partir de Streptomyces rimosus, sendo posteriormente denominada oxitetraciclina. A
elucidacao da estrutura quimica basica destes antibioticos possibilitou confirmar as
semelhancas entre eles e, assim, a tetraciclina foi obtida em 1953 por derivacéo

semissintética da clortetraciclina.>"38
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A partir desse momento, iniciou-se a busca por derivados semissintéticos,
visando aumentar a hidrossolubilidade, a absor¢cdo digestiva e prolongar a vida
media dos preparados naturais. Deste modo, surgiram 0s seguintes derivados:
demeclociclina (1957), rolitetraciclina (1958), metaciclina e limeciclina (1961),
doxiciclina (1962) e minociclina (1966). Essas substancias ndo possuem diferencas
significativas quanto ao espectro antimicrobiano, estrutura quimica e mecanismo de
acdo0.%®% De maneira geral, apresentam melhor caracteristica farmacodinamica e

menor toxicidade.
1.3.2 Estrutura quimica

A Figura 1 apresenta as estruturas quimicas das tetraciclinas objeto de estudo
tais como tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC), clortetraciclina (OTC) e doxiciclina
(DC).

CHs_ _CHs CHa._

-~

HO, N HO, CH;OH N

Clortetraciclina (CTC) Doxiciclina (DC)

Figura 1. Estrutura quimica das tetraciclinas estudadas.

As estruturas quimicas do grupo de antibidticos das tetraciclinas sdo muito
semelhantes uma da outra e, derivam-se a partir de um nucleo de hidronaftaceno

comum contendo quatro anéis fundidos. A estrutura quimica comum dessas
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substancias apresenta trés grupos que influenciam na permeabilidade da molécula
através das membranas biologicas e, consequentemente, a absorcdo da molécula
de tetraciclina pelas células bacterianas.*°

As tetraciclinas séo agentes quelantes fortes e o principal local de quelacao € o
sistema dicetona 11, 12 B. A quelacdo de um ion metalico bivalente as tetraciclinas
€ essencial para a atividade antimicrobiana do antibiético, resultando essa
coordenacao, bastante promissora para a procura de novos compostos capazes de
reverter a resisténcia bacteriana.*”*° A coordenac&o de platina (Il) & tetraciclina e
doxiciclina via anel A resulta em compostos ativos contra linhagens de bactérias
resistentes a tetraciclina e a outros antibiéticos. Nesse sentido, compostos de
coordenacao contendo tetraciclinas poderdo ser utilizados, futuramente, na clinica

medica tanto para o tratamento do cancer como de outras doencas infecciosas.*’
1.3.3 Mecanismo de agéo

O esquema do mecanismo da acdo antibacteriana das tetraciclinas é

apresentado na Figura 2.

periplasma | citoplasma

T --- R T | Ribossomo mRNA |
|

ipEpEpipEaEaliaEaEalipe-- . =SpNalaipWe N alnSe el
Tetraciclina
-
_"/
-7 ——-- aminoacido

& -
el
Tetraciclinas previnem a adigio de
aminoacidos e consequentemente impedem a
sintese protéica

Figura 2. Esquema do mecanismo de acao das tetraciclinas.

Fonte: Adaptada de Pereira-Maia et al.®
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O mecanismo de acédo das tetraciclinas € baseado na ligacdo desses farmacos
a um sitio na subunidade 30S do ribossomo bacteriano, impedindo que o aminoacil-
t-RNA se ligue ao sitio A do ribossomo, favorecendo a adicdo de aminoacidos e,
desse modo, a sintese proteica é inibida. **** Tetraciclinas sdo consideradas

antibiéticos bacteriostaticos porque interrompem o crescimento das bactérias.***

1.3.4 Uso indevido e implicacbes para a saude humana: Resisténcia

antimicrobiana

As tetraciclinas sdo um dos grupos de antibiéticos mais amplamente utilizado
na medicina humana para o tratamento de doencas infecciosas.*® Entretanto, esses
compostos tém sido administrados em grande escala na criacdo de animais
produtores de alimentos, como medicamentos preventivos e curativos, bem como
promotores de crescimento, devido a sua atividade de largo espectro e baixo
CUStO.34'35’44

Os antibioticos da classe das tetraciclinas ndo sdo bem metabolizados em
animais e, portanto, niveis inseguros de residuos desses medicamentos veterinarios
podem resultar em alimentos de origem animal como leite, ovos e seus produtos
derivados.>**%**%® Essa ocorréncia pde em risco & salide humana causando efeitos
nocivos na populacao, que vao desde possiveis reacdes alérgicas, danos no figado,
amarelecimento dos dentes, até perturbacbes gastrointestinais, entre outros, ou
mesmo, induzir o aumento da resisténcia de patdégenos aos agentes
antimicrobianos.*

A relacéo entre o uso agricola de antimicrobianos e a resisténcia bacteriana em
seres humanos, passou a ser um tema de muita preocupacédo para a saude publica,
considerando que o tratamento indiscriminado de animais com antibioticos
veterinarios pode tornar seus produtos alimentares derivados em fontes para
resisténcia aos antibiéticos na espécie humana.”*’

Devido a descoberta de novas cepas resistentes de bactérias e outras que
estédo se tornando cada vez mais resistentes ao longo do tempo, existe uma pressao
crescente sobre os laboratérios responsaveis pela seguranca alimentar para
monitorar o uso dos medicamentos veterinarios e garantir a seguranca dos

alimentos para consumo humano.*°
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1.4 Agéncias reguladoras

Para proteger a saude humana dos efeitos adversos de antimicrobianos
potencialmente perigosos, as agéncias reguladoras de cada pais tém estabelecido
niveis de tolerancia ou limites maximos de residuos (MRLS) para as substancias
usadas como medicamentos veterinarios em animais produtores de alimentos.*®
Entende-se por MRL como a concentragdo maxima de residuo resultante da
utilizacdo de um medicamento veterinario, que pode ser autorizada nos alimentos
sem oferecer qualquer perigo toxicoldgico para a satide humana.*’

A Tabela 1 lista os MRL estabelecidos pelo Codex Alimentarius*, Uni&o
Europeia (EU)*, Canada™® e, pelo Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes (PNCRC)*® para tetraciclinas em alimentos de origem animal como
leite e ovo. Esses limites de tolerancia foram estipulados para compostos individuais

e as suas combinagoes.

Tabela 1. Limites maximos de residuos (MRLSs) para tetraciclinas em leite e ovo.

Agéncia Leite (MRL expresso em ug L'l) Ovo (MRL expresso em g kg'l)
Contaminante TC OoTC CTC DC TC OoTC CTC DC

Codex® 100 100 100 - 400 400 400 -
Canada® 100 100 100 - 400 400 400 -
EU* 100 100 100 - 200 200 200 -

PNCRC™ 100 100 100 100 - - - -

Niveis de tetraciclinas nos alimentos excedendo o limite permitido (MRL) é
indicativo de que as boas praticas veterinarias ndo foram respeitadas e, por tanto,
desqualifica o produto. Desse modo, ha necessidade para o desenvolvimento de
métodos sensiveis e confidveis para a analise de tetraciclinas em leite, ovos e
produtos derivados. O controle eficaz dos residuos é essencial para garantir um

elevado grau de prote¢céo dos consumidores.
1.5 Métodos de anélise de tetraciclinas descritos na literatura
A literatura descreve uma grande variedade de métodos para a determinacao

de tetraciclinas em diferentes tipos de matrizes. Portanto, um levantamento

bibliografico nas bases de dados SciFinder e Scopus foi realizado sobre os
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principais métodos de andlise de tetraciclinas, utlizando as palavras chave:
tetraciclinas, analise de tetraciclinas, determinacédo de tetraciclinas e screening para
tetraciclinas. Os dados relevantes da pesquisa aparecem representados na Figura 3,
sendo encontrado um total de 884 artigos publicados no periodo de 1961 a 2016. Na
mesma, evidenciou-se uma tendéncia de aumento do nimero de publicacbes por
cada cinco anos. Atualmente, a necessidade de monitorar, determinar e regular esta
classe de compostos € eminente a fim de minimizar os seus efeitos adversos na

saude humana e possiveis danos no ambiente.

Figura 3. Distribuicdo dos trabalhos publicados para a determinacdo de tetraciclinas em funcdo dos
anos no intervalo de 1961 a 2016.

Dentre os métodos encontrados na literatura para a determinacdo de
tetraciclinas, a Figura 4 mostra uma pesquisa realizada sobre 0s principais trabalhos
publicados que envolvem aplicacdes em medicamentos veterinarios e alimentos de

origem animal como leite e ovo



35

Voltametria
FIA

Eletroforese capilar

Espectrofotometria

HPLC

GC

0 5 10 15 20 25 30 35

Publica¢des

Figura 4. Distribuicdo dos trabalhos de tetraciclinas aplicados em medicamentos veterinarios, leite e
ovo de acordo as técnicas utilizadas, durante o periodo de 1961 a 2016.

Conforme apresentado na Figura 4, verificou-se que para as matrizes objeto de
estudo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) constitui a técnica mais
comumente empregada na analise de tetraciclinas, devido a alta sensibilidade e
seletividade. Na sequéncia, a espectrofotometria, analise por injecdo em fluxo (FIA)
e a voltametria sdo outras das técnicas que se destacaram na presente pesquisa,
enquanto a eletroforese capilar e a cromatografia gasosa (GC) sao pouco utilizadas

para a determinacédo desse grupo de substancias.

1.5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC)

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) tem sido uma técnica muito
usada para determinar diversos grupos de antibibticos, entre eles, a classe das
tetraciclinas. A versatilidade dessa técnica deve-se fundamentalmente a capacidade
de separacao de misturas de compostos, bem como a adequacao de varios modos
de deteccdo.>

Para a separacdo cromatogréfica das tetraciclinas sdo comumente utilizadas
colunas de fase reversa (C8 e C18), cujo material de preenchimento permite a sua
retencdo, através de mecanismos de formacdo de pares ibnicos, efeitos de

competicéo, troca ibnica, interacdo com grupos silandis, entre outros.>?
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As tetraciclinas apresentam uma banda de absorcdo intensa na regiao
ultravioleta (UV) entre 270 e 360 nm em meio acido e neutro. Dessa forma, os
detectores UV e de arranjo de diodo (DAD) sdo mais utilizados. No entanto, a
técnica de HPLC tem sido acoplada a outros sistemas de deteccdo para analisar
esse grupo de antibidticos, tais como detectores eletroquimicos, de fluorescéncia e
de espectrometria de massas (MS). Este ultimo € muito usado para a confirmacao
especifica da identidade das tetraciclinas.®’

Diversos meétodos analiticos por HPLC tém sido reportados para a
determinacdo de tetraciclinas em amostras de medicamentos veterinarios, leite e
ovo. De fato, a Farmacopeia Britanica®®, a Farmacopeia dos Estados Unidos™ e a

55-57

Associacdo de Quimicos Analiticos Oficiais (AOAC) recomenda o uso de HPLC

como um método oficial para andlise de tetraciclinas tanto nas suas formas puras

(53-55), bem como em preparacdes farmacéuticas®>>°

e alimentos de origem animal
como leite® e tecido suino e bovino.”’

Monser e Darghouth desenvolveram um método de HPLC rapido e seletivo
para a determinacdo simultanea de tetraciclinas em preparacdes farmacéuticas. A
separacao cromatogréfica foi obtida mediante uma coluna de carbono grafite porosa
e, uma mistura de tampéo de fosfato de potassio 0,05 M (pH 2,0) e acetonitrila
(40:60) como fase mdvel, utilizando também deteccdo UV a 268 nm. A linearidade
do método foi avaliada no intervalo de 5 a 50 mg L™, com limites de deteccéo de 0,5
a 2,0 mg L™ e recuperacdes de 98,9 a 100,5 %. A modo de comparacdo, resultados
semelhantes foram encontrados ao usar uma fase estacionaria a base de silica,
porém com diferente ordem de eluicdo dos analitos.*®

Wang, Peng e Liu fizeram uso de HPLC com deteccdo de ressonancia de
espalhamento Rayleigh (HPLC-RRS) para determinar antibiéticos de tetraciclina em
formulacdes farmacéuticas e mel. A coluna de fase reversa Synergi Fusion-RP e a
fase movel constituida por acetonitrila, metanol e &cido oxalico (0,005 mol L™) com
uma vazao de fluxo de 0,8 mL min™ permitiram uma boa separac&o das tetraciclinas.
As recuperacoes variaram de 95,3 a 103,5 %, e o desvio padrao relativo foi inferior a
2,79 %. O método foi validado abrangendo concentracdes no intervalo de 10,32 a
605,5 mg L™, obtendo coeficientes de regressao linear acima de 0,999 e limites de

deteccdo que variaram de 2,12 a 5,12 mg L™.>°
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Um método de coprecipitacdo simples foi reportado por Tsai et al. para
determinar tetraciclinas em 4guas de superficie e leite utilizando HPLC com detector
de arranjo de diodo (HPLC-DAD). As amostras de leite foram tratadas primeiramente
com acetonitrila e acido perclorico, seguido pela adicdo de ions magnésio e
alcalinizacdo com hidréxido de sédio. O precipitado resultante, a base de hidréxidos
complexos de magnésio e tetraciclinas, foi facilmente removido da solucdo matriz
mediante centrifugacéo, sendo dissolvido com acido fosforico e filtrado através de
membrana de 0,45 um para posterior analise cromatografica. Os limites de deteccao
variaram de 3,0 a 8,5 pg kg, mostrando recuperacées de 95,9 a 104,6 % com
desvio padrao relativo de 3,4 a 6,7 %.%°

Ruyck e Ridder reportaram um método de multirresiduo de HPLC acoplada a
espectrometria de massas (LC/MS/MS) para a determinacdo simultanea de
tetraciclinas e seus 4-epi-derivados no leite. Acido tricloroacético foi usado para
precipitar as proteinas do leite e, a limpeza dos extratos foi realizada mediante
extracdo em fase sdlida (SPE) usando cartuchos OASIS HLB. A separacdo foi
realizada utilizando uma coluna de fase reversa C18, fase moével formada por agua
contendo acido férmico 1,0 % e uma mistura de metanol e acetonitrila, usando um
gradiente de eluicdo. As tetraciclinas foram detectadas com um espectrometro de
massas usando ionizacdo por electrospray (ESI) em modo positivo. Os limites de
deteccdo encontrados variaram de 5 a 20 pg L™ e a recuperacdo variou de 90,4 a
101,2 %, com desvio padrdo relativo (RSD) n&o maior que 9,7 %.%

De acordo com Jing et al., residuos de antibidticos de tetraciclina foram
extraidos a partir de lagosta, pato, mel, e ovo utilizando polimeros de impressao
molecular (MIPs) como absorventes de extracdo em fase sélida (SPE). As medi¢cbes
foram realizadas utilizando um equipamento de cromatografia de alta eficiéncia com
detector de massas de triple quadrupolo (LC/MS/MS). A separacdo cromatografica
foi conseguida com uma coluna C18 Restek, usando uma solugcdo de metanol,
acetonitrila e &cido oxalico 0,01 mol L™ em proporcdo de 1:2:7 (v/v/v) como fase
movel e, uma velocidade de fluxo de 0,25 mL min™. Comparado com absorventes
comerciais, MISPE mostrou melhor eficiéncia na limpeza de extratos de produtos
alimenticios que cartuchos C18 e recuperacéo superior que cartuchos OASIS HLB.
Os limites de deteccdo foram na faixa de 0,1 a 0,3 pg kg* e as recuperacdes
variaram de 94,51 a 103,0 %.%
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Song et al. propuseram pela primeira vez um processo de microextragao
liquido-liquido dispersiva com liquido i6nico de drogas tetraciclinas a partir de ovo
antes da analise por HPLC-DAD com deteccdo a 350 nm. Uma coluna C18 e fase
movel composta por acetonitrila e acido trifluoroacético em modo de gradiente,
possibilitaram a separacdo das substancias alvo. Varios parametros que podem
influenciar na eficiéncia da extracdo tais como liquido i6nico e o seu volume,
solvente dispersor e 0 seu volume, tempo de extracdo e centrifugacdo, pH e a
adicao de sal foram investigados e otimizados, mostrando fatores de enriquecimento
de 12 a 44 vezes. Os limites de deteccdo estavam na faixa de 2,0 a 12 pg kg™ e as
recuperagdbes estavam na faixa de 58,6 a 95,3 % com coeficientes de variagéo
inferiores a 6,2%.%

A Tabela 2 resume outros dos métodos descritos na literatura que empregam a
técnica de HPLC para a analise de tetraciclinas nas matrizes objeto de estudo ou

similares.

Tabela 2. Métodos por HPLC para a determinacao de tetraciclinas em matrizes diversas.

Matriz Deteccéao Observactes Ref.

Amperométrica * Oxidacdo em eletrodo de carbono vitreo com detecgéo

Formulac@es 1
LD:0,1-1,0 al,2V;+Usode KH,PO,0,05 mol L™ — ACN (84:16, viv) 64

farmacéuticas

mg L™ como FM; « Facil tratamento de amostras.
B » Deteccdo a 400 nm; « Uso de MeOH — ACN - &cido
Preparagoes . 1
uv oxdlico 0,2 mol L™ (1:1:5) como FM; < Preparo de 65

farmacéuticas ]
amostras simples.

Produt * Excitacdo a 390 nm e emissdo a 512 nm; « EDTA e
rodutos
o Fluorescéncia  CaCl, foram usados como reagentes para aumentar a
farmacéuticos . o .
LD: 49 — 190 fluorescéncia; * A FM estava constituida por tampédo de 66

ng L™ acetato (pH 6,5) contendo 0,035 mol L™ de CacCl, e 0,025
mol L™ de EDTA e MeOH.

e tecido de
peixes

» Detecgdo a 253 nm; - Utilizacdo de MeOH — ACN -

Formulacées B . .
uv solucdo tampdo de fosfato em propor¢cbes de

para uso
h LD: (10 -106) (12,5:12,5:75; vivlv) e (15:15:70, vivlv) para FM e 67
umano e
o x 10°mol L™ diferentes colunas C18; * A preparagcdo de amostra foi
veterinario )
simples.
+ Excitacdo a 321,3 nm e emissdo a 397,9 nm; « A
Fluorescéncia  derivatizacdo ap6s coluna utilizando complexacdo de
Leite LD:5-35 metais em reagentes ndo aquosos aumentou a 44

Mg kg"l fluorescéncia; « Amostras foram tratadas com solucdo
tampdo de Mcllvaine contendo 0,1 mol L™* de EDTA,
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extraidas mediante SPE utilizando cartuchos Oasis HLB e
eluidas com diclorometano:isopropanol (80:20, v/v).

ESI-MS/MS » Metodologia QUEChERS foi usada como procedimento
Leite LD:1-4 de extracdo, consistindo na extracdo liquida do leite com 45
g kg™ ACN sem limpeza da amostra; * FM constituida por
MeOH e 0,01 % de &cido férmico.
* Detecgao a 385 nm; « FM composta por 0,075 mol L™ de
CaCl, e 0,035 mol L* de NaAc como fase aquosa e
Leite DAD MeOH:ACN (75:25, v/v) como fase organica; * Amostras 68
LD: 20 ugL*  foram tratadas com MeOH contendo 30 % de TCA,
extraidas com cartuchos SPE poliméricos e de silica
octadecil empacada e, finalmente eluidas com MeOH.
*+ LC-MS estdo acoplados mediante uma interfase de
feixe de particulas (PB); « MS apresenta capacidade de
ionizagdo quimica de ion negativo (NICI) de metano e
Leite e NICI-MS detector de alta energia (HED); FM composta por MeOH
camaréao — 4cido oxalico 0,005 mol L™ (58:42, v/v); Amostras foram 69
tratadas com HAc e extraidas usando colunas de
afinidade por quelatos metélicos (MCAC) e eluidas com
solucdo tampéo de Mcllvaine—EDTA-NacCl.
» Extragcdo de amostras com acido succinico, seguido de
isolamento usando coluna SPE poliméricas, eluicdo dos
Leite ESI_MS/MSJ analitos com MeOH e diluicdo com &cido oxalico 0,01 mol 70
LQ: 50 pg kg 1 - -
L™; « FM composta por ACN — MeOH - acido oxalico 0,01
mol L™ (75:18:7 VIVIV).
ES-IMS * As amostras foram diluidas com agua contendo 1,0 x
Loite LD (leite): 10° mol L™ de Na,EDTA e filtradas com filtros de 0,45
0,5-7,0ugL"” pm; e« Extracdo usando cartucho SPE antes da andlise 71
eovo LD (ovo): cromatografica; « FM constituida por MeOH, 4gua e 0,01
1-19pgkg?  mol L™ de &cido férmico.
* Método envolve extragdo solido-liquido baseada na
extracdo com solvente (SE) usando acido férmico (0,1 %)
Manteiga, ESI-MS/MS em solucdo aquosa de EDTA 0,1 % (w/v) — MeOH — ACN
leite em po, LQ (ovo): (1:12:1, viv) com adicional extracdo assistida por ultrassom -
, 0,01 -0,02 (UAE); * Precipitagao de lipidios e proteinas foi promovido
ovo e peixe Mg kg"l submetendo os extratos a temperaturas muito baixas (-23
°C) durante 12 h; ¢ Limpeza com hexano remove a
gordura a partir da matriz.
* Amostras de ovo foram tratadas com solucdo tampéo de
Lodo. solo e ESI-MS/MS citrato de sodio (pH 5,0) e ACN; « A mistura do extrato foi
LQ (ovo): centrifugada e o sobrenadante levado até secura e 46
ove 20 pg kg'1 reconstituia com MeOH para andlise por HPLC; « FM

consistiu de 0,5 % de acido formico contendo 1,0 x 10
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mol L™ de acetato de amonia e ACN.

« Amostras foram tratadas inicialmente com acido férmico
(0,1 %) em ACN — agua (8:2) e EDTA (1 mol L'Y); « Varias
combinacdes de SPE e QUEChERS modificado foram

ESI-MS/MS i ~ -
empregadas como métodos de extracdo pouco eficientes
Ovo LQ:1-20 N , . 47
Kal para a extracdo dos analitos, por tanto, uma limpeza
Ho X9 adicional com absorventes dispersivos foi necessaria;
* Uma mistura de ACN — MeOH (8:2, v/v) e 0,1 % de
acido férmico foi usada como FM.
* Procedimentos de extragdo com solventes (SE),
ESI-MS/MS extracdo em fase sdlida (SPE), dispersdo da matriz em
Ovo LQ:0,1-0,4 fase solida (MSPD) e QUEChERS modificado foram 27
g kg™ comparados em termos de recuperacao; * MeOH e 0,05
% de acido férmico compdem a FM.
* Analitos foram extraidos com a técnica de extragdo com
liqguido pressurizado (PLE), utilizando uma mistura de
ESI-MS/MS ACN e solugédo tampao de acido succinico (pH 6,0) em
Ovo LQ:0,5-3,8 propor¢cdo de 1:1 a 70 °C; « FM (A) consistiu de uma 73
g kg™ solucdo aquosa de acido férmico a 0,02 % e 1,0 x 10°
mol L™ de &cido oxdlico, enquanto a FM (B) foi
constituida de ACN e acido formico a 0,1 %.
» Detecgdo a 355 nm; « Amostras de ovo foram extraidas
DAD com 40 % de TFA e 0,4 M de solucdo tampéo de oxalato
LQ: (pH 4,0), seguido de limpeza usando cartuchos SPE e
F 74
rango e ovo
g 206,5—-214,6  eluicdo com MeOH — ACN — 0,01 mol L™ A4cido oxalico
g kg™ (30:30:40, V/viv); » FM formada por 0,01 mol L™ de &cido
oxalico e ACN.
UV * Detecgdo a 355 nm; + Procedimento de extragcdo
Ovo, peixe e D 510 consistiu no tratamento com TCA e MeOH a elevada 5
camarao ' Kot temperatura (60 °C) e 65 bar; * FM constituida de MeOH
Ha*d — ACN — 0,01 mol L™ de &cido oxalico.
* Deteccdo a 274 e 355 nm; « Método baseado na
DAD extracdo em fase solida com polimero molecularmente
Ovo LD:0,8-1,3 impresso (MISPE) combinada com HPLC; « ACN e 76
g kg™ solucao aquosa contendo 5 % de HCI (pH 3,0) compdem
a FM.
UV * SPE on-line usando um sistema ASTED; « Detecgao por
. UV foi a 310 e 360 nm, por fluorescéncia a excitacéo foi a
Fluorescéncia )
ESI_MS/MS 350 nm e a emissdo a 420 nm e, para MS usou-se
Ovo LD (UV): ionizacao por ESI em modo de ion positivo; « FM (1), (2) e 77
' 4 (3) para a detecgdo por UV, FL e MS foram ACN - 0,01
11 — 15 ug kg

mol L™ H,C,0, (50:50, v/v), ACN — 0,005 mol L™ H,C,0,
(50:50, v/v) e ACN — 0,5 % acido férmico (40:60, v/v),
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respectivamente.

* Amostras foram tratadas com solucdo tampdo de
ESI-MS/MS . o i
succinato de sddio e extraidas com cartuchos SPE
Ovo LD:10-50 o 78
Kal usando MeOH; + CondicGes iniciais da FM eram de 0,1 %
Mg kg

acido férmico (CH,0,) — ACN (97:3, v/v).

ESI-MS/MS » Método de extragdo baseado em QUEChERS.
Ovo LD:11,5-27,1 -+ Condic¢6es iniciais da FM eram H,O contendo 0,1 % de 79
g kg™ CH,0, e ACN contendo 0,1 % de CH,0, (90:10, v/v).

« Amostras foram extraidas com 0,1 % de acido férmico

ESI-MS/MS o ,
em ACN:H,O (8:2) com a adicdo de EDTA e, limpas
Ovo LD: 11,7 — 233 80
usando cartuchos SPE; ¢ FM estava composta por

Hg kg™ MeOH:ACN (8:2) e 0,1 % de acido férmico.
« Amostras foram tratadas com 0,1 mol L™ de solucéo
tampéo de citrato (pH 4); * Extragdo foi baseada na
preparacdo de polimeros magnéticos molecularmente
ESI-MS/MS impressos utilizando magnetita hidrofébica (FesO,4) como

Ovo e frango LD:0,07-0,19 o componente magneticamente susceptivel, tetraciclinas 81
g kg™ como moléculas molde, &acido metacrilico como
mondémero funcional, e estireno e divinilbenzeno como
componentes da matriz polimérica; « FM era a base de
0,5 % de acido formico e ACN.

* Amostras foram extraidas com uma solucdo contendo
ESI-MS/MS . B . ) .
EDTA — solugdo tampdo Mcllvaine; « Limpeza mediante
Ovo LD: 0,02 -1,30 o 82
Kot SPE usando cartuchos poliméricos; « MeOH — ACN
Hg Kg

(40:60, v/v) e 0,1 % de &cido férmico formavam a FM.

1.5.2 Cromatografia Gasosa (GC)

Embora a Cromatografia Gasosa (GC) possui alta resolugéo, publicacbes
envolvendo o uso dessa técnica para a determinacao de tetraciclinas sao limitadas,
devido aos processos de derivacdo requeridos visando obter derivados volateis e
termoestaveis.®” Tsuji e Robertson®® foram os primeiros pesquisadores em aplicar
trimetilsillacdo a molécula de tetraciclina, obtendo como resultado um derivado
suficientemente volatil e adequado para analise quantitativa. O método mostrou boa
concordancia com os ensaios realizados de inibicdo microbiana.

Outro método relatou a determinacdo simultdnea de tetraciclinas e outros
agentes antimicrobianos em alimentos de origem animal usando a GC com detecc¢éo
de ionizagdo por chama. Nesse método, as solugbes extraidas com acido

tricloroacético foram absorvidas sobre uma coluna de resina Amberlite XAD2 e uma
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coluna de resina de carbono ativado, sendo eluidas com uma mistura de metanol e
acido cloridrico, para finalmente ser concentradas até secura e trimetilsililadas com
piridina, N, O-bis (trimetilsilil) acetamida, N trimetilsililimidazol e trimetilclorossilano.
Recuperacbes acima de 82 % foram obtidas a partir de diferentes espécimes de

carne.?

1.5.3 Eletroforese capilar (CE)

Mamani et al. desenvolveram um método de eletroforese capilar de zona (CZE)
para a andlise simultinea de tetraciclinas em formulacdes farmacéuticas.® A
influéncia da composicdo do eletrolito, valor de pH e concentragdo, bem como a
temperatura e a tensdo aplicada foram investigados usando capilares de silica
fundida e deteccdo UV a 270 nm. Uma separacdo 6tima foi conseguida a partir de
0,05 mol L de Na,COs, 0,001 mol L de EDTA, pH 10; voltagem de 13 kV e a
temperatura de 23 °C. O método foi otimizado de uma forma simples através de um
planejamento composto central, mostrando detectabilidade de 3 mg L™.

Vera-Candioti, Olivieri e Goicoechea propuseram a identificacdo e
quantificacdo de tetraciclinas e outros antibiéticos em leite empregando eletroforese
capilar de zona (CZE) com deteccdo por DAD a 200 nm.® A aplicacdo de andlise
multivariada incluindo planejamento fatorial e planejamento composto central
permitiu otimizar a separacdo dos analitos e a reducdo do tempo de andlise com
excelentes resolugbes dos picos e baixa corrente capilar. As amostras foram
preparadas utilizando um procedimento de extracdo e limpeza baseado na
precipitacdo de proteinas com TCA saturado, seguido por extracdo liquido-liquido
(LLE) com diclorometano combinada com SPE e, posterior injecdo no sistema
eletroforético hidrodinamico. Os limites de deteccdo encontrados estavam dentro do
intervalo de 12 a 29 ug L™ e as recuperacées variaram de 93,08 e 102,89 %.

Mu et al., também propuseram um método por eletroforese capilar de zona
(CZE) para a detecgéo simultanea e quantificagdo de antibiéticos de tetraciclina em
amostras de leite comerciais.®” A influéncia da composicdo de eletrélito, o pH,
temperatura e tensdo aplicada foram alguns dos parametros investigados na
separacdo. O tampao de corrida otimizado foi de 30 mM de Na,HPO, e 1 mM de

EDTA a pH 11,5; com injecéo hidrodindmica de 3 s, 25 kV de voltagem e, detec¢éo
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no UV a 268 nm. Para tratar as amostras utilizou-se dispersdo da matriz em fase
sélida (MSPD), sendo silica ligada a cadeias C18, o material de suporte sélido
utilizado como absorvente. Os limites de deteccéo variaram de 0,0745 a 0,0808 ug
mL~ e as recuperacdes obtidas foram entre 93,4 e 102 %.

Outros dos métodos encontrados na literatura para a determinacdo de
tetraciclinas por eletroforese capilar (CE) séo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Métodos de eletroforese capilar para analise de tetraciclinas.

Matriz Deteccéo Condicdes de CE Preparo de amostra Ref.
5 CZE-UV 4,3 x 10° mol L™ NagPO, (pH
Formulacbes - S
(260 nm) 7,5); forga idnica de 18,2 mM Diluicdo da amostra. 88

farmacéuticas

LD: 0,01 mol L™ e corrente 20 pA

0,03 mol L™ NaszPO, + 0,002 Extracdo em fase sdlida

CZE-UV N -
. (360 nm) mol L™ de Na,EDTA + 2 % de magnética (MSPE)
Leite D29 2-propanol (pH 12), baseada em adsorventes 89
g K capilaridade 41,7 cm x 75 um de silica fenil cobertos
e voltagem 14 kV com magnetita.
CZE-UV 0,027 mol L™* KH,PO, + 0,043 Tratamento com TCA 20
(210 nm) mol L Na,B,O; (pH 8), %, seguido de SPE com

Leite 90

LD: capilaridade 58,5 cm x 75 pm cartuchos C18 e eluicdo
0,78 mg L™ e 18 kV de voltagem com H,O — ACN (1:1).
0,035 mol L* Tris + 1,1 % Tratamento com solucdo
CE-MS

acido férmico + 5 % MeOH +

de Mcllvaine—EDTA, SPE

LD:7,1-14,9 o 91
L 15 % ACN, capilaridade 60 cm com colunas C18 e
Hg

x 50 um e voltagem 25 kV eluicdo com MeOH.

Leite

1.5.4 Voltametria

Wong et al. desenvolveram um sensor eletroquimico com base em um eletrodo
de pasta de carbono (CPE) modificado com nanotubos de carbono de paredes
multiplas funcionalizados com grupos carboxila (MWCNT-COOH), juntamente com
6xido de grafeno (GO) para a determinacéo sensivel e seletiva de tetraciclina.®* A
incorporagdo de GO e MWCNT-COOH na pasta de carbono melhorou a
sensibilidade, seletividade e estabilidade do dispositivo. Medi¢gOes por voltametria de
pulso diferencial com redissolucdo adsortiva (AdSDPV) conseguiram resposta linear
no intervalo de concentracdo de 2,0 x 10° a 3,1 x 10“ mol L™, sensibilidade de 1,2 x
10* yA L mol™?, e um limite de deteccéo de 3,6 x 107 mol L™*. O sensor MWCNT-
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COOH-GO/CPE proposto foi aplicado com sucesso para a detecgédo de tetraciclina
em agua de rio, urina artificial e amostras farmacéuticas, sem qualquer necessidade
de tratamento de amostra.

A Tabela 4 apresenta alguns dos métodos eletroquimicos reportados na

literatura para a determinagéo de tetraciclinas em matrizes de interesse.

Tabela 4. Métodos eletroquimicos para a detecgdo de antibidticos de tetraciclinas.

Matriz  Deteccéao Eletrodo Faixa linear LD Potencial Ref.
. . 1x10"-1x10° 2,9x10"
Tabletes EIS GOI/GCE 1 1 0,22V 93
mol L mol L
Leite cv® EDC/NHS/GCE®  0,1-100 ug L™ 1pg L™t -0,02 vV 94
, . . (0,1-2,0) x10° 2,0x10°
Leite SWV Cap-DNAS/GE 1 1 0,50 V 95
mol L mol L
, g . 1x10°-1x10° 3,2x10™"
Leite DPV PB/CS/GA/GCE N 1 0,15V 96
mol L mol L
RUSiNPs/ (1-100) x 10™° 2,3x 107

Tabletes ECL® 0,97 V 97

Nafion/GCE’ mol L™ mol L*

 Espectroscopia de impedancia eletroquimica, ® Voltametria ciclica, ¢ Voltametria de onda quadrada,
¢ Voltametria de pulso diferencial, ® Eletroquimioluminescéncia, "Eletrodo de carbono vitreo (GCE)
modificado com nanolaminas de o¢xido de grafeno (GO), ° GCE modificado através dos
intermediérios 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS),
" eletrodo de ouro (GE) com captura de DNA (Cap-DNAs), ' GCE modificado com azul da Prussia
(PB), quitosana (CS) e glutaraldeido (GA), ' GCE modificado com Nafion e ruténio-tris(bipiridina)

(Ru(bpy)s>").

Wang, Lin e Yu criaram um sensor polimérico foténico de impressao molecular
(MIPP) para a deteccao de tetraciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina em amostras

de leite e mel.%®

O sensor tem como base a combinacdo de um método modelo de
cristal coloidal e uma técnica de impressdo molecular. Os modelos de cristais
coloidais foram preparados a partir de coloides de poliestireno monodisperso. O
polimero molecularmente impresso foi incorporado nos modelos de cristais coloidais
e, para a sua sintese utilizou-se acido acrilico e acrilamida como monémeros, N,N
metileno bisacrilamida como agente de reticulacdo e as tetraciclinas como moléculas
para molde de impressdo. Apds a remocdo do molde de cristal coloidal e do modelo
impresso molecularmente, o resultado do MIPP consiste em uma matriz

macroporosa tridimensional, altamente ordenada e interligada com uma parede fina
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de hidrogel, onde se distribuem nanocavidades complementares para analitos de
forma e locais de ligagdes.

Nesse método, a resposta analitica foi obtida através de leituras de difracdo de
Bragg red-shift (deslocamento para o vermelho), devido as mudancgas nas estruturas
do MIPP respondendo a sua religagdo com as moléculas de tetraciclinas. A relacdo

linear foi encontrada no intervalo de 0,4 a 2,4 x 10" mol L™2.%8

1.5.5 Anélise por injecdo em fluxo (FIA)

Os métodos de analise que envolvem procedimentos de injecdo em fluxo
constituem uma inovacdo em relacdo aos métodos analiticos atualmente
existentes.” A técnica de analise por injecdo em fluxo (FIA) foi proposta por Ruzicka
e Hansen® em 1975 e, desde entdo, alcancou grandes proporcées no ramo da
pesquisa, abrangendo varias areas da quimica analitica, com énfase nas andlises
clinicas, na analise de agua e de produtos farmacéuticos, assim como no controle de
processos industriais garantindo maior precisdo e seguranca ao trabalhador
enquanto a riscos téxicos. %

No processo de andlise por injecdo em fluxo, pequenas aliquotas de amostra (e
eventualmente de reagentes) sdo inseridas em uma solugcdo, que as transporta
através do percurso analitico. No decorrer do processo, a amostra sofre dispersao
na solucdo transportadora, produzindo uma zona de amostra caracterizada pela
existéncia de gradientes de concentracdo. Caso necessario, reacdes quimicas
podem ocorrer durante o transporte da zona de amostra em dire¢cdo ao sistema de
deteccdo. Em funcéo da existéncia dos gradientes de concentracdo e da medida a
ser feita com a zona de amostra em movimento em relacdo ao sistema de deteccao,
obtém-se um sinal transiente, cuja altura pode ser relacionada a concentracéo inicial
da espécie de interesse.'*?

Os sistemas FIA tém sido utilizados principalmente para a mecanizacdo e ou
automacao de analises quimicas, mediante a implementacdo de varias das etapas
envolvidas no processo analitico como amostragem, separacdo, diluicdo, pré-
concentracdo, adicdo de reagentes, entre outros. Estes tipos de sistemas

apresentam grande potencialidade para a determinacdo de parametros fisico-
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quimicos, tais como coeficientes de difusdo, viscosidade, capacidade complexante
de ligantes, parametros cinéticos e estequiometria de reacées.'%

Vérios procedimentos de analise por injecdo em fluxo tém sido descritos para a
determinacdo de tetraciclinas em amostras farmacéuticas e alimenticias,
empregando  deteccdo  amperométrica’®®,  quimiluminescéncia’®*®® e
espectrofotométrica.’®**? A Tabela 5 apresenta a comparacdo de alguns dos
meétodos descritos na literatura que empregam procedimentos FIA para analise de

tetraciclinas em amostras de medicamentos e leite bovino.

Tabela 5. Comparacdo de alguns métodos de injecdo em fluxo descritos na literatura para a
determinacéo de tetraciclinas em amostras farmacéuticas e de alimentos.

Matriz Deteccdo Intervalo linear LD® RC® FA"  Ref.
Tablet AMP? 5x10° -6 x 1x10° Medicdo em NRY 103
abletes
(1,15 V) 10 mol L mol L™ eletrodo de ouro
Formulacdes oL 5x10°-5x 10" 1-2(x10%  Tris(2,2-bipiridil)- o 104
farmacéuticas mol L™ mol L™ ruténio (1)
b 0,05-7,0 0,05-0,40 L
Tabletes CL K L N-bromosuccinimida 130 106
ug ug
Preparac6es EPF° 1-20pg L* 0,2-0,5 4-aminofenazona 60 107
farmacéuticas (520 nm) 20— 250 pg L™ pg Lt e Fe(CN)s*
Preparac6es EPF° 10— 80 K 10 L1 Fe (Ill) em meio 17 108
-80m m
farmacéuticas (435 nm) g g de H,SO,
Formulacées EPF® 05-12mgL* 0,069-0,121  Medicio direita 6 109
farmacéuticas (380 nm) 1-20mgL* mg L™ ap6s extracao
Formulacfes EPF® (5,37-77,2) (3,76 — 4,21) cl o 45 110
oramina-
farmacéuticas (525 nm) 10° mol L™ 10 mol L™
Leit EPF® 0,2-1,0 0,08-0,1 Medico direita 5 111
eite
(370 nm) mg L™ mg L™ ap6s extracao
Leit EPF® 1-10 0,38 -0,75 Acetato de uranila NRE 112
eite
(410 nm) mg L* mg L™ em N,N-DMF

2 Amperométrica, ° Quimioluminescéncia, ¢ Espectrofotométrica, ° Limite de deteccdo, ¢ Reagente
cromogeénico, ' Frequéncia analitica (amostras por hora), ¢ Nao reportado.

Em trabalho publicado por Rodriguez et al. foi apresentado um método de
injecdo em fluxo com extragdo em fase sélida magnética (MSPE) de tetraciclinas a
partir de leite.'™® O método envolve a extracdo e limpeza por silica baseada na
dispersdo suporte magnético em amostras de leite ndo pré-tratadas, seguido pelo
isolamento magnético e dessorcao dos analitos por meio de metanol acidificado. As

tetraciclinas eluidas a partir do suporte magnético reagem com 4-aminoantipirina
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(AAP) 1,8 % (w/v) e KsFe(CN)s 0,8 % (w/v) formando um composto quinoneimida,
podendo ser determinadas a 540 nm mediante analise por inje¢cdo em fluxo com
deteccdo espectrofotométrica. O intervalo linear encontrado foi de 0,03 a 0,60 mg
L™, com limite de deteccdo de 10 pg L. A média das recuperacdes variou de 91,0 a
97,0 %, com valores de RSD menores que 5,0 % em todos 0s casos.

Thanasarakhan et al. propuseram a determinacdo espectrofotométrica de
tetraciclina, clortetraciclina e oxitetraciclina em preparacfes farmacéuticas e
amostras de leite e mel mediante anélise por injecdo sequencial (SIA).*** O método
foi baseado na reacdo entre tetraciclinas e itrio (Il) em meio micelar de base fraca,
obtendo-se complexos amarelos claros, que foram monitorizados a 390, 392 e 395
nm, respectivamente. O agente tensoativo catidnico brometo de cetiltrimetilaménio
(CTAB) foi usado para obter o sistema micelar.

Nesse método, as amostras de leite foram tratadas com solucdo tampao
Mcllvaine (pH 4), extraidas utilizando colunas Florisil e eluidas com uma mistura de
ACN e acido oxalico (4:1, v/v). Por outro lado, as amostras de mel foram tratadas
com solucéo tampdao de acido citrico (pH 4) e, o pH foi ajustado para 4,5 com uma
solucédo de &cido citrico 2,0 % e solucdo tampdo de fosfato 0,1 mol L™ (pH 4);
enquanto as amostras farmacéuticas foram somente diluidas e filtradas antes da
correspondente andlise. Gréficos de calibracédo foram construidos no intervalo de 1,0
x 10° a 4,0 x 10 mol L™, com limites de deteccéo entre 4,9 x 10° e 7,8 x 10°
mol L™ e desvios padréo relativos (RSD) inferiores a 4,0 %. As recuperacdes para
amostras farmacéuticas, mel e leite variaram de 98,8 a 102,4 %, de 99,6 a 102,0 %
e de 99,6 a 100,2 %, respectivamente. O método em fluxo proposto mostrou uma

frequéncia analitica de 60 amostras por hora.***

1.5.6 Espectrofotometria

A espectrofotometria de absorcdo molecular é uma das técnicas analiticas mais
empregadas no desenvolvimento de métodos, devido a sua robustez, simplicidade
operacional, custo relativamente baixo e grande numero de aplicacbes
desenvolvidas.'*® Esta técnica é baseada na medida de absorcdo da radiacdo

eletromagnética nas regibes do ultravioleta (UV) e visivel (Vis) do espectro
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eletromagnético.’® Procedimentos espectrofotométricos envolvem medidas diretas

de espécies que absorvem radiacéo ou medidas ap6s derivacdo quimica.**
Diferentes métodos espectrofotométricos com base em reacdes colorimétricas

fizeram uso de reagentes cromogénicos como vanadato de aménio''’, cloreto de

I*°  molibdato de s6dio*®®, &acido cloranilico?,

123

cobre'®,  difenil-1-picrilhidrazi
cloramina-T*#, p-N,N-dimetil fenilenodiamina e metaperiodato de sodio'®®, zirconio
(IV)*** tungstato de s6dio*®®, acetato de uranila’?®, 4-aminofenazona e iodato de
potassio*®’, bem como os compostos azo derivados de p-nitroanilina’® e 4-
aminoantipirina'®®, para determinar antibiéticos da classe das tetraciclinas em
preparacdes farmacéuticas e fluidos biolégicos.

Rodriguez et al. propuseram a determinacdo de tetraciclina em leite por

espectrofotometria de fluorescéncia.™*°

Nesse trabalho, algumas espécies
inorganicas presentes na matriz que podem afetar o sinal de fluorescéncia da
tetraciclina foram investigadas mediante um planejamento experimental D-optimal.
Apesar da presenca destes interferentes no soro de leite, o sinal de tetraciclina pode
ser adequadamente determinado por meio de fluorescéncia de emissao de excitacéo
e decomposicdo PARAFAC, sempre que a matriz de dados para executar o modelo
tenha informacdo suficiente por causa da estratégia experimental proposta. O
modelo de calibracdo desenvolvido permitiu a previsdo da concentracdo de
tetraciclina nas amostras de leite com um limite de deteccéo de 25,9 pg L. Duas
regressodes 3-PLS foram comparadas com a baseada no PARAFAC, concluindo que
a calibracdo de PARAFAC foi mais adequado do que a calibracdo de 3-PLS.**°
Outro método espectrométrico descrito por Kaczmarek, ldzikowska e Lis
utilizou a quimioluminescéncia (CL) do sistema de reacdo TC—H,O.—Fe (II)/(lI)-Eu
(Ill) para a determinacdo de cloridrato de tetraciclina (TC) em agua, preparacfes
farmacéuticas e mel.’** Bandas de emisséo tipicas registradas para os fons Eu (lIl)
apresentaram maximos em 600 nm. A forte intensidade de quimioluminescéncia dos
ions eurdpio (Eu) (I1l) no presente sistema, em contraste com a emissao do sistema
TC-H,0,—Fe (I)/(lll) sem Eu (lll), provou que os ions Eu (lll) desempenham um
papel importante como sensibilizador de quimioluminescéncia, que acompanha a
oxidacao da tetraciclina no sistema Fenton H,Ox—Fe (I)/(Ill). A dependéncia linear foi

observada no intervalo de concentracdo de 2,0 x 107 a 3,0 x 10 mol L™* com limite
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de deteccdo de 5,0 x 10® mol L* em meio aquoso. A recuperacdo a partir de
amostras de mel variou de 98,4 a 102,0 %.

1.6 Aspectos ambientais e econémicos

Apesar da literatura descrever diversos métodos para a determinagdo de
tetraciclinas em uma grande variedade de matrizes, muitas dessas técnicas,
fundamentalmente as cromatograficas, embora sejam técnicas de escolha,
envolvem equipamentos dispendiosos e requerem pessoal especializado, de
maneira que encarecem as analises. Além disso, empregam volumes consideraveis
de solventes organicos caros e requerem longos tempos de analise, resultando na
geracdo de grandes quantidades de residuos toxicos que dificultam o seu tratamento
adequado, pdem em risco a saude humana e contaminam o ambiente.

Quanto ao preparo de amostras, a extracdo de tetraciclinas implica o uso de
etapas de limpeza laboriosas e demoradas quando se trata de determinacdes em
matrizes complexas, ou a necessidade de pré-concentracdo devido a sensibilidade
insuficiente para detectar os residuos de acordo com os limites maximos permitidos.
Tais procedimentos podem ser caros e, geralmente, requerem maiores volumes de
solventes organicos, em comparacdo com técnicas de microextracao.
Consequentemente, sdo necessarias novas metodologias que sejam
ambientalmente mais amigaveis.

Diante do exposto, é inquestionavel a necessidade de disponibilizar meios
eficazes e adequados para garantir a qualidade dos mais variados produtos
farmacéuticos e/ou alimentares e, assim, responder as exigéncias dos consumidores
e agéncias reguladoras. Por tanto, apesar de existir na literatura varios métodos
para a determinacdo de antibioticos de tetraciclina, € necessario o desenvolvimento
de novas estratégias analiticas mais simples, rapidas, econdémicas, robustas e
seguras, levando em consideracao as quantidades e toxicidades dos reagentes, de
maneira que se minimizem os residuos gerados, estando em conformidade com os

principios da quimica verde.
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1.7 Relevancia do tema

Dentre as técnicas abordadas na presente pesquisa, a analise por injecdo em
fluxo (FIA) oferece vantagens associadas a simplicidade operacional, baixo custo de
andlise, alta taxa de amostragem, boa precisao e capacidade de exploragdo cinética
de algumas reacfes. Além disso, metodologias em fluxo podem ser facilmente
automatizadas, consomem pequenas quantidades de reagentes e amostras e,
apresentam baixa susceptibilidade a contaminacdo devido ao fato de ser
constituidas por sistemas fechados.?>34133

Com respeito as técnicas de deteccdo, a espectrofotometria UV-VIS, embora
apresente baixa sensibilidade, tem-se provado como uma técnica adequada e
versatil para muitas analises de rotina, podendo-se acoplar a diversas técnicas ou
processos, como cromatografia, eletroforese e analises em fluxo. Além disso,
constitui uma importante ferramenta para determinacdo de parametros fisico-
quimicos, tais como constantes de equilibrio e de velocidade de rea¢des.?>**

Muitas das inovacoes referentes a espectrofotometria consistem em estratégias
para aumento de sensibilidade, visando ampliacdo da faixa de aplicacdo da técnica.
Considerando-se a lei de Lambert-Beer, as alternativas para aumento de
sensibilidade podem ser referidas ao emprego de estratégias para a formacédo de
produtos com maiores absortividades molares, incluindo a sintese de novos
reagentes e a formacdo de agregados micelares; estratégias para aumento do
caminho éptico, permitindo que medidas sejam efetuadas com celas de até 5 m de
caminho oOptico; bem como procedimentos que exploram a concentracdo da espécie
a ser detectada previa ou simultaneamente a deteccdo. >3

A sensibilidade de medidas espectrofotométricas pode ser incrementada
através do aumento do caminho optico da cela de medida, devido ao consequente
aumento no numero de espeécies absorventes que interagem com o feixe de
radiacdo. Aqui, o transporte de radiacdo por distancias relativamente longas é
eficientemente efetuado empregando-se cabos de fibras 6pticas.**>*

Nesse contexto, a analise por injecdo em fluxo (FIA) com deteccao
espectrofotométrica a base de uma reacdo colorimétrica seletiva para as
tetraciclinas pode ser utilizada como um método analitico ambientalmente mais

seguro para a determinacdo de esta classe de antibiéticos em amostras
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farmacéuticas. Além disso, o acoplamento de uma cela capilar de longo caminho
optico (LWCC, b=100 cm) no sistema de deteccdo pode melhorar a sensibilidade

nas analises, permitindo detectar tracos de tetraciclinas em amostras alimentares.

1.8 Quimica verde

O surgimento da nova conduta quimica chamada de “Quimica Verde” tornou-se
imperioso devido a necessidade de um continuo desenvolvimento econémico, social
e ambiental sustentavel, com foco na manutencdo e melhoria da qualidade de vida
em todo o globo, visando o aprimoramento de técnicas e metodologias, que gerem
cada vez menos residuos e efluentes txicos.'*

Este novo direcionamento na questdo da reducdo do impacto da atividade
quimica ao ambiente, também conhecido como quimica limpa ou ambientalmente
amigével, é regido por doze principios fundamentais e, tem como objetivo reduzir os
riscos associados a produtos e processos que Sao essenciais, por meio da
minimizacdo o mesmo eliminacdo da periculosidade associada as substancias
toxicas, em detrimento da restricdo de exposicdo as mesmas, ndo sO para manter a
qualidade de vida alcancada pela sociedade através da quimica, sendo também
para avancar ainda mais nas conquistas tecnoldgicas da quimica, e fazé-las da
forma mais sustentavel possivel.****¥’

Dessa forma, o crescente desenvolvimento na quimica analitica deu origem ao
surgimento da Quimica Analitica Verde, tanto na area da pesquisa, bem como no
sector comercial. Essa Ultima esta enfocada na concepc¢do e desenvolvimento de
novos procedimentos analiticos que gerem substancias menos perigosas, que sejam
mais seguras ao uso e benignas ao ambiente e, o seu desafio mais importante para
o futuro consiste em chegar a um compromisso entre o aumento da qualidade dos
resultados e melhorar a compatibilidade ambiental dos métodos analiticos.**®

A Quimica Analitica Verde é considerada uma area promissora na minimizacao
da poluicdo ambiental, sendo que algumas das novas metodologias analiticas
verdes que estdo sendo desenvolvidos e implementadas com enfoque no
desempenho ambiental envolvem o emprego de sistemas de screening e técnicas

de microextragéo, entre outros.****%
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1.8.1 Sistemas de screening

Os sistemas de “screening” sdao uma nova modalidade que vem ganhando
grande destaque na quimica analitica moderna, com o aumento da demanda por
andlises e a necessidade de reducdo dos custos operacionais e do descarte de
reagentes, que contaminam significativamente o ambiente. Isto torna inadiavel a
implementacdo de métodos que fornecam resultados rapidos, que evitem
procedimentos analiticos desnecessarios e reduzam ao minimo o numero de
determinacées qualitativas e quantitativas.**

O desenvolvimento destas metodologias alcancou acesso rapido aos
resultados e tém como caracteristica uma resposta binaria, do tipo SIM/NAO
(presente ou ausente, positivo ou negativo, continue ou pare) de determinado analito
em uma amostra, onde fornece um resultado que seja capaz somente de afirmar se
0 analito encontra-se acima ou abaixo de um determinado limite pré-estabelecido
pela legislacdo. Se o resultado estiver acima do limite indicado, considera-se o
analito presente, caso contrario ausente. %1%

No método de screening, um falso negativo é considerado quando uma
resposta negativa € obtida para uma solu¢do de amostra contendo os analitos a um
nivel acima do limite permitido (MRL). Enquanto um falso positivo € considerado
guando uma resposta positiva é obtida para uma solucdo de amostra contendo os
analitos a um nivel abaixo do limite permitido (MRL). Apenas amostras com
resultados positivos e falsos positivos devem ser confirmados por um método oficial
ou de referéncia.***?

De forma geral, sistemas de screening sdo genericamente entendidos como
processos preliminares de analise condicionante da escolha e aplicacdo de rotas ou
decisbes posteriores, capazes de minimizar o tempo de andlise, reduzir os custos

operacionais e diminuir os seus rejeitos. %

1.8.2 Microextracdo liquido-liquido dispersiva (DLLME)
Nos ultimos anos, as técnicas convencionais de preparo de amostras

ambientais e de alimentos estdo sendo substituidas por técnicas miniaturizadas que

se caracterizam pelo baixo custo, alta eficiéncia, reduzida quantidade de solvente,
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além da possibilidade de automac&o.’®* Dentre essas técnicas, a Microextracdo
Liquido-Liquido Dispersiva (DLLME) apresenta-se como uma interessante
alternativa para o preparo de amostra e esta baseada na particdo dos analitos de
interesse empregando-se pequenos volumes de uma mistura de solventes
(dispersor e extrator).**

A técnica de DLLME consiste na dispersdo de um solvente extrator (imiscivel
com agua) e um solvente dispersor (miscivel em agua e no solvente extrator) em
uma solucdo aquosa, 0 que proporciona uma grande area de contato entre a fase
aquosa e o solvente extrator.”*® Neste procedimento, uma mistura apropriada do
solvente dispersor e do solvente extrator é rapidamente injetada na amostra aguosa
e apos leve agitacdo, forma-se uma solugéo turva com microgotas, onde os analitos
da solucdo aquosa sdo extraidos rapidamente para as microgotas do solvente de
extracdo. A mistura turva é separada por centrifugacdo e a fase sedimentada é
recolhida com auxilio de uma microsseringa para analise subsequente pela técnica
mais apropriada.®®14°147

Do ponto de vista comercial, econémico e ambiental, as vantagens da DLLME
em relacdo aos métodos convencionais de extracdo com solvente sao simplicidade
de operacao, rapidez, baixo custo, facil manipulacdo, baixo consumo de solventes
organicos, alta eficiéncia de extracdo e pré-concentracdo, elevado fator de
enriguecimento, potencial para aplicacdo direta em campo e compatibilidade com os
métodos de analise por cromatografia ou espectrometria.®344147

Neste contexto, o presente trabalho propde o desenvolvimento de métodos
analiticos para o screening e determinacdo de tetraciclinas em produtos de uso
veterinario e alimentos de origem animal usando metodologias de analise por

injecdo em fluxo com deteccdo espectrofotométrica, visando a protecdo dos

consumidores.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

+ Desenvolver métodos de andlises simples, rapidos, eficientes e de baixo custo
para a detecgdo e quantificacdo de tetraciclinas em medicamentos veterinarios
e alimentos de origem animal utilizando procedimentos de injecdo em fluxo, de
modo a eliminar ou minimizar o uso de substancias nocivas a saiude humana e

ao ambiente.

2.2 Objetivos especificos

+ Estudar as condi¢Ges para a determinacdo espectrofotométrica de tetraciclinas
a base da reacado de diazotacao obtida a partir de acido p-sulfanilico.

+ Otimizar as condi¢Ges analiticas visando a melhoria da sensibilidade na
deteccao de tetraciclinas mediante andlise por injecdo em fluxo.

+ Desenvolver um método de injegdo em fluxo continuo ambientalmente mais
amigavel para a determinacao de tetraciclinas em medicamentos veterinarios.

+ Desenvolver um método de screening para a deteccdo de tetraciclinas em
amostras de leite utilizando um sistema de analise por injecdo em fluxo
acoplado a uma cela capilar de longo caminho éptico (LWCC), seguindo 0s
principios da quimica verde.

+ Desenvolver um método de microextracdo liquido-liquido dispersiva assistida
por ultrassom (US-DLLME) de tetraciclinas em suplementos de ovos e posterior
determinacdo mediante analise por injecdo em fluxo utilizando uma cela capilar
de longo caminho 6ptico (LWCC), a fim de minimizar a geracdo de residuos
toxicos que sao prejudiciais para a saude humana e o ambiente.

+ Otimizar as condicdes experimentais mediante andlises multivariada
empregando as ferramentas quimiométricas de planejamento fatorial
fracionado e planejamento composto central.

+ Validar e aplicar os métodos desenvolvidos para a determinacdo de
tetraciclinas em medicamentos veterinarios e amostras alimentares como leite

bovino e suplementos de ovos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e equipamentos

Para a obtencédo dos resultados experimentais deste trabalho foram utilizados
0S materiais e equipamentos seguintes:

+ Balanca analitica Metler Toledo modelo AG204, para as pesagens dos
reagentes, padrées e amostras.

+ Espectrofotdmetro UV/VIS HP Hewlett Packard (Modelo 8453).

+ Analisador semiautomatico ASIA (Ismatec, Zurich, Switzerland).

+ Bomba peristaltica Rheodyne (Modelo 7610) de seis canais.

+ Valvula de injecdo de amostra Rheodyne (Modelo 5041).

+ Cubeta de fluxo (Quartzo, 10 mm de caminho Optico e 80 puL de volume

interno).

+ Espectrofotdbmetro UV/VIS Ocean Optics modelo USB 4000.

+ Bomba peristaltica GILSON (Modelo MINIPULS 3) de oito canais.

+ Fonte de luz Ocean Optics (lampada de tungsteno-halégeno Modelo LS-1-LL).

+ Cela capilar de longo caminho 6ptico (Quartzo, World Precision Instruments,
LWCC) de 100 cm de caminho de fluxo e 250 pL de volume interno.

+ Fibras 6pticas de 600 e 200 um de diametro, respectivamente.

+ Tubos de Tygon (diametro interno de 1,65, 1,85 e 2,06 mm) e de
politetrafluoroetileno (diametro interno de 0,8 mm) destinados para a propulsao
dos liquidos.

+ Confluéncias em acrilico.

+ Banho termostatico MA126 com sensor de temperatura PT100 (resolucdo de
0,1 °C).

+ Banho de ultrassom Branson 3210R-DTH (frequéncia de 40 kHz, poténcia
méaxima de 700 W e dimenséo interna: 304,8 x 152,8 x 150 mm).

+ Sistema HPLC SHIMADZU Prominence equipado com bomba de gradiente
quaternaria LC-20AT, injetor automatico SIL-20A HT, detector de arranjo de
diodo SPD-M20A, forno da coluna CTO-20A, interfase de software CBM-20A e
software LCsolution para o acesso e processamento dos dados.
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+ Sistema LC Agilent 1200 Series da Agilent Technologies acoplado a um
espectrometro de massas AB SCIEX 3200 QTRAP com ionizagao por
electrospray (Linear lon Trap Quadrupole LC-ESI-MS/MS).

+ Colunas cromatograficas de fase reversa (OmniSpher C18 e Phenomenex
Kinetex C18) de 150 mm de comprimento, diametro interno de 4,6 mm e
tamanho de particula de 5 pm.

+ Micropipetas Eppendorf (10-100 pL, 100-1000 pL e de 1000-5000 pL),
utilizadas para medir os volumes no preparo das solucdes de trabalho.

+ Vidrarias comuns, como baguetas, pipetas volumétricas, béqueres e baldes

volumétricos de diferentes volumes.

3.2 Reagentes e solventes de uso geral

Os principais reagentes (grau analitico) e padrdes analiticos utilizados durante

o desenvolvimento do trabalho foram:

+ Padrdo de cloridrato de tetraciclina - SIGMA ALDRICH - Pureza = 99,0 %.

+ Padrao de cloridrato de oxitetraciclina - SIGMA ALDRICH - Pureza = 99,0 %.

+ Padrdo de cloridrato de clortetraciclina - SIGMA ALDRICH - Pureza = 98,0 %.

+ Padréo de hiclato de doxiciclina - SIGMA ALDRICH - Pureza 2 98,0 %.

+ Acido p-sulfanilico - MERCK - Pureza = 99,0 %.

+ Nitrito de sédio - MERCK - Pureza = 99,0 %.

+ Acido cloridrico fumegante - MERCK - Pureza 37 % - 1,85 g cm™.

+ Acido acético - SIGMA ALDRICH - Pureza 99 % - 1,049 g cm™.

+ Acido sulfdrico - SIGMA ALDRICH - Pureza 98 % - 1,835 g cm™.

+ Acido nitrico - MERCK - Pureza 65 % - 1,51 g cm™.

+ Acetato de sédio - SIGMA ALDRICH - Pureza = 99,0 %.

+ Hidréxido de aménio - MERCK - Pureza = 30,0 % - 0,91 g cm™.

+ Hidroxido de sédio - SIGMA ALDRICH - Pureza = 98,0 %.

+ Carbonato de sédio - SIGMA ALDRICH - Pureza =2 99,0 %.

+ Acido oxalico - SYNTH - Pureza = 99,8 %.

+ Acido férmico - SIGMA ALDRICH - Pureza 98 % - 1,22 g cm™,

+ Acido tricloroacético - MERCK - Pureza = 99,0 %.

+ Acido trifluoroacético - SIGMA ALDRICH - Pureza = 99,0 %.
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+ Acido succinico - MERCK - Pureza = 99,0 %.

+ Metanol (qualidade HPLC) - M TEDIA - Pureza = 99,9 %.

+ Etanol - MERCK - Pureza = 99,0 %.

+ Acetona MERCK - Pureza = 99,0 %.

+ Acetonitrila - (qualidade HPLC) - M TEDIA - Pureza = 99,9 %.

4+ Diclorometano - M TEDIA - Pureza = 99,0 % - 1,33 g cm™.

+ Cloroférmio - M TEDIA - Pureza = 99,0 % - 1,49 g cm™.

+ Tetracloreto de carbono - M TEDIA - Pureza = 99,0 % - 1,58 g cm™.

+ Dodecil sulfato de sédio - SIGMA ALDRICH - Pureza 2 99,0 %.

+ Brometo de dodecil trimetilamonio - SIGMA ALDRICH - Pureza = 99,0 %.
+ Agua deionizada de condutividade 18,2 MQ/cm a 25 °C (Filtro Millipore - 0,22

pum), utilizada no preparo das solucdes de reagentes, padrdes e amostras.

3.2.1 Preparo das solugdes de estoque

As solucbes estoque dos reagentes e padrbes foram preparadas como se
descreve a seguir:

+ Solucdo padrao de tetraciclina (TC), oxitetraciclina (OTC), clortetraciclina (CTC)
e doxiciclina (DC) 100 mg L™: pesaram-se 0,0109 + 0,0001 g (TC e OTC),
0,0111 + 0,0001 g (CTC) e 0,0118 + 0,0001 g (DC) em béqueres
independentes e logo foram transferidos quantitativamente mediante
dissolucdo aquosa com auxilio de baguetas para baldes volumétricos de 100
mL respectivamente.

+ Solucdo padrdo de TC, OTC, CTC e DC 10 mg L™: foram preparadas mediante
diluicdo com agua deionizada a partir das solu¢des descritas anteriormente.

+ Solucdo de é&cido cloridrico (HCI) 1,0 mol L™*: 82,81 mL de HCI concentrado
foram diluidos em agua deionizada, em um baldo volumétrico de 1 L. Esta
solucao foi padronizada com carbonato de sédio de acordo com a literatura™*?,
obtendo como resultado final uma concentracdo de HCI de 1,004 mol L™.

+ Solucdo de HCI 1,0 x 102 mol L™: 1 mL da solucdo padronizada de HCI foi

diluida em agua deionizada em um balédo volumétrico de 100 mL.
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+ Solucdo de nitrito de sédio (NaNO,) 0,5 mol L™: dissolucédo de 3,45 g de NaNO,
em um baldo volumétrico de 100 mL, preenchido até o menisco com agua
deionizada.

+ Solucdo de NaNO, 1,2 x 102 mol L™: 2,4 mL da solugéo anterior foram diluidos
com agua deionizada em um baldo volumétrico de 100 mL.

+ Solugcdo de acido p-sulfanilico (CeH7NO3S) 0,40 %: dissolugdo de 0,40 g de
CeH/NO3S em um baldo volumétrico de 100 mL, completado com agua
deionizada até o menisco.

+ Solucdo de acetato de sédio (NaAc) 2,0 mol L™ foram dissolvidos 16,4 g de
NaAc em um baldo volumétrico de 100 mL, completado com agua deionizada
até o menisco.

+ Solucdes de NaAc 0,05/0,50 mol L™*: foram preparadas por diluicdo de
6,25/62,5 mL da solugdo anterior com agua deionizada em baldes volumétricos
de 250 mL.

+ Solucdes de acido oxalico (H>C>04) 1,0 x 102 mol L™: dissolugéo de 0,2251 g de
H.C,O, em baldes volumétricos de 250 mL independentes, completados com
agua deionizada e metanol até o menisco, respectivamente.

+ Solucdes de acido tricloroacético (TCA) e acido succinico 10 %: dissolucédo de
10 g dos respectivos reagentes solidos em bal6es volumétricos de 100 mL,

completados com agua deionizada até o menisco.

3.2.2 Preparo das soluc¢des de trabalho

+ Solucdo de Hidroxido de aménio (NH,OH) 5 mol L™: 64,18 mL de NH,OH
concentrado foram diluidos em agua deionizada utilizando um baldo
volumétrico de 100 mL.

+ Solucdo de hidroxido de sédio (NaOH) 5 mol L™: dissolucdo de 20,0 g de
NaOH em um baldo volumétrico de 100 mL, preenchido até o menisco com
agua deionizada.

+ Solucdo de carbonato de sédio (Na,COs) 5 mol L™: dissolucdo de 53,0 g de
Na,CO3z em um baldo volumétrico de 100 mL, preenchido até o menisco com

agua deionizada.
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+ Solucdo de é&cido acético (HAc) 1 mol L™ 5,78 mL de HAc glacial foram
diluidos em 4gua deionizada utilizando um baldo volumétrico de 100 mL.

+ Solucdo de acido sulftrico (H.SO4) 1 mol L™ 5,45 mL de H,SO,4 concentrado
foram diluidos em agua deionizada utilizando um baldo volumétrico de 100 mL.

+ Solucéo de &cido nitrico (HNOs) 1 mol L™: 6,42 mL de HNO3 concentrado foram
diluidos em 4gua deionizada utilizando um bal&o volumétrico de 100 mL.

+ Solucdes de trabalho de HCI, HAc, H,SO4 e HNO3: foram preparadas mediante
apropriada diluicdo a partir das correspondentes solu¢des de concentracdo 1
mol L™.

+ SolucBes de trabalho de C¢H;NO3S, NaNO, e NaAc: foram preparadas por
apropriada diluicdo a partir das correspondentes solucfes de estoque descritas
no topico 3.2.1.

+ Solucdo de dodecil sulfato de sédio (SDS) 0,10 mol L™: dissolucéo de 2,88 g de
SDS em um baldo volumétrico de 100 mL, completado com agua deionizada
até o menisco.

+ Solucdo de brometo de dodecil trimetilaménio (DTAB) 0,10 mol L™: dissoluc&o
de 3,08 g de DTAB em um baldo volumétrico de 100 mL, completado com agua

deionizada até o menisco.
3.3 Sistemas de andlise por injecdo em fluxo utilizados
3.3.1 Sistema de injecdo em fluxo continuo

A Figura 5 apresenta um sistema de injecdo em fluxo continuo composto por
um analisador ASIA (Ismatec, Zirich, Switzerland) equipado com uma bomba
peristaltica automatica Rheodyne 7610 de seis canais, com velocidade variavel (1-50
rom), tubos de Tygons (diametro interno de 2,06 e 1,85 mm) e de
politetrafluoroetileno (PTFE) para a propulsdo dos liquidos, uma valvula de injecéo
de amostra Rheodyne 5041 e confluéncia em acrilico. Além disso, uma bobina
reacional (204 cm de comprimento) e uma algca de amostragem (120 cm de
comprimento e 603 pL de volume interno) que foram construidas a partir de tubos de
PTFE de 0,8 mm de didametro interno. As medi¢Bes de absorbancia foram realizadas

a 434 nm com um espectrofotbmetro HP 8453A (Hewlett Packard) com detector de
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arranjo de diodos utilizando uma cubeta de fluxo (10 mm de caminho Optico e 80 pL

de volume interno).
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Figura 5. Esquema de andlise em fluxo continuo para a determinacdo de tetraciclinas em produtos
veterinarios. T (Solucéo carregadora, NaAc 5,0 x 10 mol L'l), R (Solucao de reagente cromogénico,
CsH/NO3S 5,8 x 10° mol L™, HCI 1,0 x 10° mol L™ e NaNO, 1,2 x 10 mol L™, A (Insercéo do
padrdo/amostra), V (Valvula de 6 canais), BP (Bomba peristaltica), X (Confluéncia), B (Bobina
reacional de 204 cm de comprimento), C (Cubeta de fluxo, b=10 mm), E(Espectrofotdmetro), F (Fonte
de luz), D (Detector de arranjo de diodo) e G (Descarte).

3.3.1.1 Procedimento para analise por injecdo em fluxo continuo

No esquema de analise por injecdo em fluxo mostrado na Figura 5, a valvula V
(Rheodyne 5041) de insercdo de amostra apresenta duas posi¢cdes fundamentais
(amostragem e insercdo). Na posicdo de amostragem, a solucdo padrdao ou de
amostra preenche a algca de amostragem de 120 cm de comprimento e 603 pL de
volume interno. Simultaneamente, o reagente cromogénico (acido p-sulfanilico
diazotado 5,8 x 10° mol L) bombeado a uma velocidade de fluxo de 1,7 mL min™
usando tubos de Tygon (2,06 mm) entra diretamente na confluéncia, juntamente
com a solucéo carregadora (na auséncia de tetraciclinas) de NaAc 5,0 x 10 mol L™
bombeada a uma velocidade de fluxo de 1,4 mL min™ mediante tubos de Tygon
(1,85 mm), providenciando assim a linha base das andlises (zero de detector). Na
posicdo de insercdo, a solucdo carregadora é entdo desviada para a alca de
amostragem, carregando o volume de 603 pL de padrdo ou amostra nela coletado
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para a confluéncia, onde se mistura com o reagente cromogénico. A mistura passa
através da bobina reacional de 204 cm de comprimento, mantida a temperatura
ambiente e o produto colorido formado € levado até a cubeta de fluxo do detector,
onde sdo monitorados os sinais de absorbancias a 434 nm. Apds as medicbes de
absorbancia maxima, a valvula V é voltada entdo para a posi¢cdo inicial
(amostragem) para comecar outro ciclo. A altura do pico foi utilizada como o sinal
analitico e a sua magnitude expressa em unidades de absorbancia é proporcional a

concentracao de tetraciclinas.

3.3.2 Sistema de analise em fluxo com zonas coalescentes

O sistema de andlise em fluxo com zonas coalescentes representado pela
Figura 6, se comp&e de uma bomba peristaltica GILSON (MINIPULS 3) de 8 canais,
com velocidade varidvel (1-50 rpm), contendo tubos de Tygon (didametro interno de
1,65 mm) e de politetrafluoroetileno (PTFE, diametro interno de 0,8 mm) destinados
para a propulsdo dos liquidos, um injetor-comutador manual e confluéncia em
acrilico. Além disso, uma bobina reacional de 200 cm de comprimento e al¢cas de
amostragem e de reagente de 402 e 603 pL de volume interno, respectivamente,
construidas a partir de tubos de PTFE de 0,8 mm de diametro interno. As medicoes
de absorbancia a 435 nm foram realizadas mediante um espectrofotémetro UV/VIS
Ocean Optics (USB 4000), acoplado a uma cela capilar liquida (LWCC, World
Precision Instruments) de 100 cm de caminho de fluxo e volume interno de 250 pL e
uma fonte de luz Ocean Optics (lampada de tungsteno-halégeno LS-1-LL), através

de fibras Opticas de 600 e 200 um de diametro interno, respectivamente.
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Figura 6. Esquema de andlise em fluxo com zonas coalescentes para 0 método de screening de
tetraciclinas em leite bovino. C (Solu¢do carregadora, NaAc 5,0 x 10% mol L"), R (Solucdo de
reagente cromogénico, CgH;NO3S 1,2 x 10 mol L™, HCI 2,0 x 10” mol L™ e NaNO, 2,4 x 10™ mol
L"), A, (Alca de reagente de 603 L), S (Solucdo do padrdo/amostra), A; (Alca de amostragem de
402 L), IC (Injetor-comutador), P; e P, (posicbes do injetor-comutador, amostragem e insercao,
respectivamente), BP (Bomba peristaltica), X (Confluéncia), B (Bobina reacional de 200 cm de
comprimento), LWCC (Cela capilar de longo caminho o6ptico, b =100 cm), F (Fonte de luz), D
(Detector) e G (Descarte).

3.3.2.1 Procedimento para analise em fluxo com zonas coalescentes

O procedimento de screening que emprega analise por injecdo em fluxo com
zonas coalescentes pode ser simplificado em dois passos, de acordo com as
posicbes fundamentais (amostragem e insercdo) do injetor-comutador manual (IC)
do esquema FIA representado pela Figura 6. Na posi¢cdo de amostragem (P3), as
alcas A; e A, sdo preenchidas com as solu¢cdes de padrédo ou amostra e de reagente
cromogénico, respectivamente. Simultaneamente, a solu¢do carregadora de NaAc
(livre de tetraciclina) de 5,0 x 10 mol L™ foi bombeada diretamente para o detector
USB 4000 a uma velocidade de fluxo de 1,9 mL min™, através de tubos de Tygon
(1,65 mm de diametro interno) para fornecer o sinal de linha base das analises (zero
de detector). Na posicédo de insercdo (P,), os volumes de padrdo ou amostra e de
reagente coletados anteriormente, sao introduzidos na corrente da solugao

carregadora (NaAc de 5,0 x 102 mol L) bombeada a uma velocidade de fluxo de
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1,9 mL min, para serem misturados na confluéncia (X). A mistura passa através da
bobina reacional de 200 cm de comprimento, mantida & temperatura ambiente e o
fluxo da solucdo carregadora € interrompido durante 60 s. Isto resulta na formacéao
do produto final de reacdo que é transportado até a cela capilar de longo caminho
optico (LWCC) do detector, para serem monitorados 0s sinais transientes de
absorbancias a 435 nm. Logo apds a medicdo de absorbancia maxima, o injetor-
comutador (IC) é transferido de volta para a posicéo inicial (P1) para comecar outro

ciclo.
3.3.3 Sistema de analise em fluxo com banho de aquecimento in-line

A Figura 7 apresenta um sistema de andlise por injecdo em fluxo com zonas
coalescentes com banho de aquecimento in-line. As partes que compdem 0 mesmo
aparecem descritas no topico 3.3.2.1, de modo que uma bobina reacional de 300 cm

de comprimento foi colocada dentro de um banho de aquecimento com controle de

temperatura.
BP <
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Figura 7. Esquema de analise por injecdo em fluxo com zonas coalescentes para a determinagdo de
tetraciclinas em suplementos de ovos. C (Solugéo carregadora, NaAc 5,0 x 10 mol L™), R (Solucéo
de reagente cromogénico, C¢H,NO3S 1,2 x 10 mol L™, HCI 2,0 x 10™ mol L e NaNO, 2,4 x 10™ mol
L'l), A, (Alca de reagente de 603 pL), S (Solucdo do padréo/amostra), A; (Alca de amostragem de
402 pL), IC (Injetor-comutador), P; e P, (posicbes do injetor-comutador, amostragem e insercao,
respectivamente), BP (Bomba peristaltica), X (Confluéncia), BR (Bobina de reacdo de 300 cm de
comprimento), BT (Banho termostatico), D (Detector), F (Fonte de luz ), LWCC (Cela capilar de longo
caminho 6ptico, b =100 cm) e G (Descarte).
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3.3.3.1 Metodologia de analise em fluxo com banho de aquecimento in-line

O procedimento de andlise por injecdo em fluxo com banho de aquecimento in-
line & similar ao descrito no tépico 3.3.5.2.1, de modo que a bobina de reacéo de
300 cm de comprimento é previamente aquecida até 45 °C com auxilio de um banho
de aquecimento, mantendo constante esse valor de temperatura durante a

realizacdo das analises.
3.4 Experimentos preliminares
3.4.1 Metodologia empregada

Para os ensaios preliminares, 1 mL da solucdo padrdo de tetraciclinas de 100
mg L?, 2 mL da solucdo de acido p-sulfanilico 0,25 % contendo 0,09 mol L™ da
solucao acida (HCI, HAc, H,SO, ou HNO3), 3 mL de nitrito de sédio 0,020 mol L e 1
mL da solucdo alcalina (NH4OH 5 mol L, NaOH 5 mol L, NaAc 2 mol L™ ou
Na,COs; 5 mol L™) foram transferidos para um baldo volumétrico de 10 mL,
sequencialmente e com agitacdo. Finalmente, o baldo volumétrico foi completado
com agua deionizada.

De maneira similar, para o estudo preliminar das condi¢cdes da reacdo de
derivatizacdo, uma aliqguota de 1 mL da solucédo padrédo de tetraciclinas de 100 mg
L™ foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL. A seguir foram adicionados 2
mL da solucéo de &cido p-sulfanilico (0,10 - 0,40 %) contendo de 0,06 até 0,14 mol
L™ de é&cido cloridrico, 3 mL de nitrito de sédio (0,010 - 0,045 mol L") e 1 mL da
solucéo de acetato de sédio (0,05 - 2,00 mol L ™), agitando na ordem adicionada,
para completar o baldo volumétrico com agua deionizada até a marca do menisco.
As medigcbes foram feitas utilizando um espectrofotdmetro UV/VIS HP Hewlett
Packard.

No caso dos testes com surfactantes, antes de completar os baldes
volumétricos com agua deionizada foram adicionadas aliquotas apropriadas de SDS
0,1 mol L™ e DTAB 0,1 mol L™ a fim de obter concentracées finais na faixa de 0,005
até 0,010 mol L™ para SDS e de 0,01 até 0,02 mol L™ para DTAB.
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3.4.2 Testes para meios de reacao

Definido o reagente cromogénico (ion diazbnio obtido a partir de acido p-
sulfanilico), alguns ensaios preliminares foram realizados visando selecionar os
meios de reacao mais adequados para o presente estudo, de acordo ao aumento da
sensibilidade na detecgdo de tetraciclinas na regido visivel. Com essa finalidade,
foram testadas diferentes bases como meio reacional, tais como hidroxido de
aménio (NH,OH) 5 mol L™, hidréxido de sédio (NaOH) 5 mol L™?, acetato de sédio
(NaAc) 2 mol L™ e carbonato de sédio (Na;COs) 5 mol L™. Adicionalmente, foi
testado um médio reacional tamponado (HAc/NaAc pH=5,6).

Na sequéncia, diferentes compostos foram testados a fim de obter o melhor
meio acido para a formacao do ion diazénio (reagente cromogénico). Os compostos
testados foram: acido cloridrico (HCI), acido acético (HAc), acido sulfurico (H2SO,) e
acido nitrico (HNO3) nas concentracées de 0,09 mol L™. As concentracées utilizadas
nesses experimentos preliminares foram baseadas em trabalhos da literatura que
descrevem reaces similares.'?12%14% As analises foram realizadas de acordo com a

metodologia descrita no tépico 3.3.1.
3.4.3 Estudo preliminar das condi¢cdes da reacao estudada

Planejamentos univariaveis foram realizados para investigar os efeitos das
concentracfes de acido cloridrico, nitrito de sddio, acido p-sulfanilico e acetato de
sédio sobre a sensibilidade da reacdo colorimétrica em estudo. As faixas de
concentracdo analisadas foram de 0,06 até 0,14 mol L™ para HCI; de 0,010 até
0,045 mol L* para NaNO.; de 0,10 até 0,40 % para CsH;NO3S e de 0,05 até 2,0 mol
L™ para NaAc. As medi¢Bes foram feitas de acordo com a metodologia descrita no
topico 3.3.1.

3.4.4 Estabilidade Optica do reagente e do produto de reacédo
Para estudar a estabilidade Optica do sal de diaz6nio (reagente cromogénico)

obtido a partir de acido p-sulfanilico, foram preparadas diferentes solu¢cdes nas

condicdes de analise otimizadas. As solu¢gbes foram monitoradas durante uma
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semana realizando medidas do produto final (composto azo) de reagcao a 426 nm a
cada 1 h, na secdo da manha e da tarde de cada dia. A estabilidade do composto
azo formado foi estudada através da medicdo da absorbéncia a 426 nm a cada 1

min durante 1 h, seguindo a metodologia descrita no topico 3.4.1.

3.4.5 Teste usando um sistema de injecdo de fluxo continuo

As condicfes da reacédo de diazotacdo previamente otimizadas foram testadas
para a determinacdo espectrofotométrica de tetraciclinas utilizando o sistema de
fluxo continuo representado pela Figura 5. Neste caso, a medicao foi realizada
seguindo a metodologia descrita no topico 3.3.1.1 e a concentracdo de tetraciclina

utilizada foi de 20 mg L™.

3.4.6 Testes para aumentar a sensibilidade nas anélises

Para aumentar a sensibilidade na deteccao de tetraciclinas utilizando analise
por injecdo em fluxo foram estudados trés parametros: o uso de surfactantes no
meio reacional, o aumento do caminho Optico e 0 aumento da temperatura no

sistema reacional.

3.4.6.1 Testes na presenca de surfactantes

Os testes com surfactantes foram realizados adicionando dodecil sulfato de
sédio (SDS) e brometo de dodecil trimetilamoénio (DTAB) no meio da reacdo de
diazotacéo nas faixas de concentracées de 0,005 - 0,01 e de 0,01 - 0,02 mol L™,
respectivamente. Assim, as concentracdes finais destes compostos incluiram a
concentracdo micelar critica de 0,008 mol L™ para SDS e de 0,015 mol L™ para
DTAB, a fim de favorecer o meio micelar. As medi¢cbes foram realizadas de acordo

com o procedimento descrito no tépico 3.4.1.
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3.4.6.2 Avaliagdo do caminho oOptico

Para avaliar o caminho Optico, uma cela capilar de longo caminho Optico
(LWCC, b=100 cm) foi acoplada ao sistema FIA de zonas coalescentes apresentado
na Figura 6, sendo utilizada como cela de fluxo para realizar as medidas de
absorbancia. As solugbes de trabalho foram preparadas com um alto fator de
diluicho devido a alta sensibilidade do dispositivo LWCC, evitando assim,
interferéncias espectrais na regido do visivel.

Também foram realizadas paradas de fluxo de 30, 45 e 60 s para garantir a
formacao do produto final da reacédo. Os espectros de absorcéo foram registrados de
acordo com a metodologia descrita no topico 3.3.2.1, utilizando as concentracdes
dos reagentes seguintes: 2,9 x 10* mol L™ de C¢H;NOsS; 5,0 x 10™ mol L™ de HCI;
6,0 x 10” mol L™* de NaNO, e 5,0 x 102 mol L™* de NaAc. A concentracdo de
tetraciclina utilizada foi de 1 mg L™,

3.4.6.3 Avaliacdo da temperatura no sistema reacional

A influéncia da temperatura sobre a sensibilidade nas analises foi investigada
variando a temperatura da bobina reacional de 26 a 55 °C através de um banho
termostatico (MA126) de temperatura controlada, e todos os experimentos foram
realizados em quintuplicata. As medi¢cdes foram realizadas mediante o sistema de
injecdo em fluxo de zonas coalescentes representado pela Figura 7, seguindo o
procedimento descrito no tépico 3.3.3.1 e, utilizando as concentracbes dos
reagentes seguintes: 1,2 x 10 mol L™ de CgH;NO3S; 2,0 x 10 mol L™ de HCI; 2,4 x
10 mol L™ de NaNO, e 5,0 x 102 mol L™ de NaAc. A concentracdo de tetraciclina
testada foi de 500 pg L™. Os dados experimentais foram analisados mediante
analise de variancia (ANOVA).

3.5 Determinacédo de tetraciclinas em medicamentos veterinarios empregando

analise por injecdo em fluxo
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3.5.1 Amostras de medicamentos veterinarios

Formulacdes farmacéuticas para uso veterinario que incluem solucdes
injetaveis, tabletes e pOs sollveis para uso veterinario, foram compradas em
farmécias locais na cidade de Araraquara (Sao Paulo, Brasil) e todas foram testadas
antes da data de validade declarada na bula de cada produto.

As Tabelas 6 e 7 apresentam as amostras utilizadas no procedimento de

quantificacdo de tetraciclina e oxitetraciclina, respectivamente.

Tabela 6. Amostras de medicamentos veterinarios para a quantificacéo de tetraciclina.

Nome Estado o
Amostras . o Caracteristicas Lote
Comercial Fisico
A Solutetra Liquido Solucéo injetavel 010/13
) . Tablete
B Ginovet Sdlido 006/13
efervescente
C Tetraciclina C Sdlido Po6 oral solavel 025/12

Tabela 7. Amostras de medicamentos veterinarios para a quantificacdo de oxitetraciclina.

Nome Estado o
Amostras ] . Caracteristicas Lote
Comercial Fisico
D Oxitape Liquido Solugao injetavel 006/12
Terramicina Sdélido P6 sollvel 016/13
F Terramicina Liquido Solugéo injetavel 023/12

3.5.1.1 Preparacao das amostras de medicamentos

Para a preparacdo das amostras sélidas, uma porcdo de amostra equivalente a
10 mg do ingrediente farmacéutico ativo foi pesada e dissolvida com agua
deionizada em balGes volumétricos de 100 mL. Solu¢cdes das amostras em
concentracdes de 20 mg L™ foram preparadas por diluicdo em baldes volumétricos
de 25 mL. Por outro lado, as amostras liquidas foram preparadas por diluicdo de
forma a obter concentraces dos analitos de 20 mg L™ em baldes volumétricos do
mesmo volume. Em ambos os casos, adicionou-se 10 mL de NaAc 5,0 x 10™* mol L™

antes de avolumar os baldes.
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3.5.2 Preparo do reagente cromogénico

A solucdo de reagente cromogénico de concentracdo 5,8 x 102 mol L* em
termos de CgH;NO3S foi preparada a partir da dissolucdo aquosa de 0,25 g do solido
em um baldo volumétrico de 250 mL. A seguir foram adicionados 2,5 mL de HCI 1,004
mol L* e 6 mL de NaNO, 5,0 x 10" mol L™, sequencialmente e com agitacdo e,

finalmente, o baldo volumétrico foi completado com agua deionizada.
3.5.3 Otimizagao dos parametros do sistema de fluxo continuo

O sistema de analise em fluxo continuo representado pela Figura 5 foi utilizado
para a determinacdo de tetraciclinas em medicamentos veterinarios. As melhores
condigBes analiticas usadas nesse sistema de fluxo foram otimizadas mediante
analise multivariada utilizando diferentes variaveis fisicas e quimicas do proprio
sistema, através da realizacdo de um planejamento experimental fatorial fracionario
e um planejamento composto central.’*® As matrizes correspondentes foram geradas
utilizando o software Minitab 16 e os graficos de otimizacdo foram construidos

utilizando o software Statistica 8.0.
3.5.3.1 Planejamento fatorial fracionado 2”3

Inicialmente, foi realizado um planejamento fatorial fracionado 2’ que permitiu a
adequada avaliacao estatistica dos fatores (variaveis) com efeitos significativos sobre a
reacdo de diazotacdo proposta.'®® Os niveis maximos (+1) e minimos (-1) para cada
parametro estudado foram selecionados levando em consideracédo os testes realizados
com anterioridade e aparecem descritos na Tabela 8. Dessa forma, dezesseis
experimentos em triplicata foram realizados de forma aleatoria considerando uma

concentracdo constante de tetraciclina de 20 mg L™.
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Tabela 8. Variaveis e niveis do planejamento 2" (Sistema de fluxo continuo).

Variavel Nivel (-1) Nivel (+1)
[CeH/NO3S] (mol L™) 58x10° 1,2 x 107
[HCI] (mol L™ 1,5 x 10” 4,5 x 107
[NaNO,] (mol L™ 1,2 x 10° 4,8 x 107
[NaAc] (mol L™) 2,5x10" 5,0 x 10™
Alca Amostragem (uL) 422 603
Comp. Bobina (cm) 96 204
Vazao (mL min™) 1,7 2,6

3.5.3.2 Planejamento composto central

A partir dos resultados obtidos no planejamento fatorial fracionario 2”3, um
planejamento composto central**® foi realizado com os fatores operacionais que
mostraram maior influéncia sobre o produto de rea¢éo, sendo as concentracdes de
HCI e C¢H;NO3S. Na Tabela 9, apresenta-se a codificacdo dessas variaveis
utilizando cinco niveis de concentracao.

Tabela 9. Codificacdo das varidveis utilizadas no planejamento composto central.

Variavel Nivel (-1) Nivel (+1) Nivel (-1,41) Nivel (+1,41) Nivel (0)
[CeH;NO3S] (mol L™ 58x10° 23x10% 2,2x10° 2,7x10%  1,4x107?
[HCI] (mol L™) 1,0x10% 1,0x10% 5,0x10? 50x10%  3,0x107?

3.5.4 Validacdo do método em fluxo continuo proposto

O método de injecdo em fluxo desenvolvido foi validado utilizando seis
amostras de medicamentos veterinarios. Os parametros analiticos avaliados foram
seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),

precisao e recuperacgao.
3.5.4.1 Seletividade

A seletividade™® do método foi avaliada através do estudo de possiveis
interferéncias de diferentes compostos comumente encontrados na forma de
excipientes (amido de milho, glicose, lactose, croscarmelose sédica, diéxido de

titnio, estearato de magnésio, PVP K30, didxido de silicio coloidal e talco) em
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formulagbes farmacéuticas de tetraciclinas para uso veterinério. Além disso, grupos
de antibidticos tais como: sulfonamidas (sulfadimetoxina, sulfaquinoxaline e
sulfatiazol) e aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina) também foram
testados.

O estudo das possiveis interferéncias foi realizado a partir da simulacdo de
matrizes de medicamentos com proporgdes 1:1 e 1:10 de tetraciclina:interferente.
Todos os experimentos foram realizados considerando uma concentracdo de

tetraciclina de 20 mg L™.

3.5.4.2 Linearidade

A linearidade do método em fluxo continuo para a determinacado de tetraciclinas
(TC e OTC) foi avaliada através da realizacdo de curvas analiticas no intervalo de
concentracdo de 1 até 40 mg L™. As curvas analiticas padres foram construidas em
triplicata considerando a dependéncia linear entre a altura do pico (unidades de
absorbancia) e a concentracdo dos analitos. A andlise de regressao linear por
minimos quadrados foi utilizada para determinar o coeficiente de inclinagcdo (m),
interseccdo (n) e o coeficiente de determinacdo (r?, critério aceitavel para r* =
0,99).%*

3.5.4.3 Limites de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados de
acordo com as recomendacdes da IUPAC'®% LD = 3S/m e LQ = 10S/m, onde S é o
desvio padrdo da resposta analitica e m € o coeficiente de inclinagdo do intervalo

linear dindmico.

3.5.4.4 Adicao de padrao e recuperacao

Estudos de recuperacao foram realizados para avaliar a exatiddo do método
proposto, assim como, para detectar possiveis interferéncias associadas a matriz. O
presente estudo consistiu na fortificacdo de seis amostras de medicamentos com

solugbes padrbes dos analitos de interesse em propor¢des de 50, 100, 150 e 200 %
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com respeito & concentracdo de tetraciclina considerada de 10 mg L™, seguida pela
determinacdo da concentracdo do analito adicionado e cada amostra foi analisada
em triplicata. A variabilidade na determinacéo foi expressa como o desvio padréo
relativo (RSD, %) em cada nivel de concentracdo considerado, sendo critério

aceitavel para valores menores ou iguais a 7,3 %.**

3.5.5 Aplicacao analitica

A aplicabilidade do método em fluxo continuo proposto foi avaliada através da
analise de seis amostras de medicamentos veterinarios contendo tetraciclina e

oxitetraciclina como ingrediente farmacéutico ativo.

3.5.6 Método comparativo por HPLC-UV

Um método comparativo por HPLC-UV®®, foi utilizado para comparar os
resultados obtidos pelo método em fluxo continuo desenvolvido. O equipamento
utilizado na realizacdo das andlises consistiu de um sistema HPLC da SHIMADZU
Prominence, descrito no tépico 3.1. A separacdo cromatogréafica foi conseguida
mediante uma coluna de fase reversa OmniSpher C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 pm),
utilizando como fase mével uma mistura de &cido oxalico 1,0 x 102 mol L™,
acetonitrila e metanol em proporcdes de 3,5:1:1. As condi¢cdes cromatograficas

utilizadas sao apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10. Condi¢des cromatogréaficas para o método de referéncia.

Variavel Condicao
Temperatura da coluna 30°C
Volume de injecéo 25 uL
Vazao da fase mével 1,0 mL min™*
Comprimento de onda 400 nm
Tempo de andlise 8 min

3.5.6.1 Curvas analiticas para o método comparativo - HPLC

As curvas analiticas para o método de referéncia foram construidas utilizando

concentracdes de tetraciclinas (TC e OTC) de 1 até 40 mg L. Essas solugdes
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padrbes foram preparadas mediante diluicdo aquosa em baldes volumétricos de 25
mL a partir das solu¢Bes de estoque de cada tetraciclina descritas no topico 3.2.1.
Na sequéncia, foram adicionados 15 mL da solu¢cdo metandlica de acido oxalico 1,0

x 10 mol L™ e, o volume foi completado com agua deionizada.

3.5.6.2 Preparagado das amostras para analise cromatogréfica

Para as determinagcbes cromatograficas, as amostras de medicamentos
referidas no topico 3.5.1 foram igualmente preparadas em bal6es volumétricos de 25
mL segundo se descreve no topico 3.5.1.1, porém ao invés de adicionar 10 mL da
solucéo alcalina de NaAc, foram adicionados 15 mL da solugdo metandlica de &cido
oxalico 1,0 x 102 mol L™ e o volume foi completado com 4gua deionizada.

3.6 Método de injecdo em fluxo para o screening de tetraciclinas em amostras

de leite empregando uma cela de longo caminho 6ptico

3.6.1 Amostras de leite bovino

Nove amostras de leite bovino com diferentes teores de gordura foram
compradas em supermercados locais na cidade de Araraquara (SP, Brasil) e
armazenadas a 4 °C até a analise. Todas as amostras foram analisadas antes de
expirar a data de validade, e as amostras que apresentaram a auséncia de

tetraciclinas foram utilizadas como branco durante o estudo de validagéo.

3.6.1.1 Preparacdo das amostras de leite

O procedimento para o preparo das amostras de leite utilizado foi o seguinte:
um volume de 5 mL de leite de bovino foi transferido para um tubo de centrifuga de
50 mL, seguido pela adicdo de 5 mL de uma solugédo de &cido tricloroacético 1 %.
Depois de agitar vigorosamente durante 1 minuto em vortex, as amostras foram
centrifugadas a 4 °C durante 10 min a 9000 rpm. O sobrenadante foi recolhido e
reduzido até cerca de 2 mL por evaporacao rapida sobre uma placa de aquecimento.

A solucado restante foi filtrada primeiro através de um papel de filtro quantitativo
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Whatman No. 40 (filtracdo média, 8 ym) e, em seguida, através de um filtro Millex-
HV (Millipore, hidrofilica PVDF de 0,45 um) para um baldo volumétrico de 5 mL. A
seguir, foram adicionados 2 mL de NaAc 5,0 x 102 mol L™ para o ajuste do pH entre

8-9 e, 0 balao volumétrico foi completado com agua deionizada.
3.6.1.2 Otimizacao do preparo de amostras

A preparacao de amostras de leite foi otimizada a partir da utilizacdo de acido
aceético, acido succinico e &cido tricloroacético em concentragcbes de 0,5 até 10,0 %
para precipitar as proteinas do leite. A eficiéncia do tratamento foi avaliada através

da recuperacéao (%).
3.6.2 Preparo do reagente cromogénico

A solucdo de reagente cromogénico de concentracdo 1,2 x 10“ mol L™ em
termos de C¢H;NO3S foi preparada a partir da dissolu¢do aquosa de 2 mg do solido em
um baldo volumétrico de 100 mL. Na sequencia, foram adicionados 2 mL de HCI 1,0 x
102 mol L™ e 2 mL de NaNO; 1,2 x 102 mol L™ e o baléo volumétrico foi completado

com agua deionizada.
3.6.3 Otimizacao dos parametros do sistema FIA com zonas coalescentes

O sistema de andlise por injecdo em fluxo com zonas coalescentes utilizado no
método de screening para tetraciclinas em amostras de leite bovino esta
representado pela Figura 6. Os parametros desse sistema FIA que puderam
influenciar na sensibilidade analitica foram otimizadas através de andlise

multivariada®®?

, utilizando um planejamento experimental fatorial fracionario. A matriz
do planejamento realizado foi gerada utilizando o software Minitab 16 e os graficos

de otimizacao foram construidos utilizando o software Statistica 8.0.
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3.6.3.1 Planejamento fatorial fracionado 2”3

Um planejamento fatorial fracionario 2 foi realizado visando obter as melhores
condicbes de analise em fluxo. As variaveis analisadas e 0s respectivos niveis
méaximos (+1) e minimos (-1) considerados sdo descritos na Tabela 11. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata, de forma aleatéria e, conduzidos
utilizando uma velocidade de fluxo de 1,9 mL min™ e uma parada de fluxo de 60 s. Tais
condi¢cGes foram selecionadas de acordo com os testes preliminares. A concentracao

de tetraciclina foi mantida constante em 400 ug L™.

Tabela 11. Varidveis e niveis do planejamento 2”3 (Sistema de zonas coalescentes).

Variavel Nivel (-1) Nivel (+1)
[CeH;NO5S] (mol L™ 1,2 x 10 58 x 107
[HCI] (mol L™ 2,0x10™ 8,0 x 10™
[NaNO,] (mol L™ 2,4x10" 9,6 x 10™
[NaAc] (mol L™) 2,5 %107 5,0 x 107
Alca de amostragem (pL) 251 402
Alca de reagente (uL) 301 603
Comp. Bobina (cm) 100 200

3.6.4 Parametros de desempenho do método de screening proposto

O método de screening desenvolvido mediante analise de injecdo em fluxo foi
validado utilizando nove amostras de leite bovino e os parametros analiticos
avaliados foram seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de

quantificacdo (LQ), precisdo, recuperacao e efeito de matriz.

3.6.4.1 Seletividade

A seletividade do método de screening foi avaliada através do estudo de
possiveis interferéncias associadas a dois grupos de antibiéticos comummente
encontrados em matrizes de alimentos como o leite bovino. As classes de
antibioticos testados foram as sulfonamidas (sulfaquinoxalina, sulfatiazol e
sulfasalazina) e os aminoglicosideos (gentamicina e estreptomicina). O presente

estudo foi realizado mediante a simulacdo de matrizes de leite bovino com
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proporcdes 1:1 e 1:10 de tetraciclina:interferente™" e, todos os experimentos foram

realizados considerando uma concentracéo de tetraciclina de 100 ug L™.
3.6.4.2 Linearidade e limites de deteccéao e quantificacao

As curvas analiticas para o método de screening proposto foram preparadas no
intervalo de concentracdo de 50 até 400 pg L™. A linearidade do presente método foi
determinada mediante a andlise de regressao linear por minimos quadrados dos
dados experimentais.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados de
acordo as recomendacdes da IUPAC™?% LD = 3S/m e LQ = 10S/m, onde S é o
desvio padrdo das medi¢cbes dos brancos (n=10) e m é o coeficiente de inclinacao

do intervalo linear dindmico.
3.6.4.3 Adicao de padrao e recuperacao

O estudo intra-dia e inter-dia de adicdo de padrao e recuperacao foi realizado a
fim de avaliar a precisao e exatiddo do método de screening proposto, bem como
para detectar possiveis interferéncias associadas a matriz de leite bovino. O
presente estudo consistiu na fortificagdo de nove amostras de leite (livres de
tetraciclinas) com quantidades conhecidas de tetraciclinas (70, 100, 200, e 300 pg L
1, resultando na anélise de um total de 27 amostras por cada nivel de concentracdo
considerado, durante trés dias de validacdo e cada amostra foi analisada em
triplicata. A variabilidade nas analises foi expressa como o desvio padréao relativo

(RSD, %), sendo critério aceitavel para valores menores ou iguais a 15 %.**
3.6.5 Aplicacdo do método de screening proposto
A aplicabilidade do método de screening proposto foi avaliada através da

analise de nove amostras considerando trés tipos de leite de vaca (desnatado,

semidesnatado e integral) e cada amostra foi analisada em triplicata.
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3.6.5.1 Screening de tetraciclinas em amostras de leite bovino

A fim de verificar a confiabilidade da resposta binaria do método de screening
desenvolvido, nove amostras de leite (livres de tetraciclinas) foram fortificadas com
tetraciclinas individuais nos niveis de concentracdo de 70 pg L™ (abaixo do limite
permitido), 100 pg L™ (no limite permitido) e 150 ug L™ (acima do limite permitido).
Adicionalmente, foram utilizadas combinacdes de dois e trés tetraciclinas, resultando
na analise de um total de 90 amostras.

O método de screening permitiu classificar as amostras de leite por apresentar
uma resposta positiva (analito presente) ou uma resposta negativa (analito ausente),
de modo que apenas amostras com resultados positivos foram verificadas utilizando
um método oficial de HPLC.*®* Além disso, residuos de tetraciclinas foram
confirmados em amostras de leite fortificadas através da aplicacdo do método de
referéncia por LC-MS/MS.%*

3.6.6 Método oficial (AOAC) por HPLC-UV

O método oficial da AOAC que emprega HPLC-UV foi utilizado para verificar os
resultados positivos obtidos pelo método de screening proposto. O equipamento
utilizado para a realizacdo destas analises consistiu de um sistema HPLC-DAD da
SHIMADZU Prominence, descrito no topico 3.1. A fase moével consistiu de acido
oxalico 1,0 x 102 mol L™ (solvente A), acetonitrila (solvente B) e metanol (solvente
C). A separacdo cromatografica foi conseguida mediante uma coluna de fase
reversa OmniSpher C18 (150 x 4,6 mm, 5 um), utilizando o gradiente de eluicao
seguinte: 0-2,0 min (3,7B:1,3C); 2,0-6,0 min (3,7-22B:1,3-8C); 6,0-12,0 min
(22B:8C); 12,0-14,0 min (22-3,7B:8-1,3C) e 14,0-15,0 min (3,7B:1,3C). As
condi¢cBes cromatograficas utilizadas sao apresentadas na Tabela 12.
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Tabela 12. Condi¢des cromatograficas para o método oficial.

Variavel Condicéo
Temperatura da coluna 30°C
Volume de injecao 25 uL
Vaz&o da fase movel 1,0 mL min™*
Comprimento de onda 355 nm
Tempo de andlise 15 min

3.6.6.1 Curvas analiticas para o método oficial - HPLC

As curvas analiticas pelo método oficial foram construidas utilizando
concentracdes de tetraciclinas (TC, OTC e DC) de 0,2 até 5,0 pg mL™. Essas
solucdes padrdes foram preparadas mediante diluicdo em baldes volumétricos de 5
mL a partir de uma solucdo padrdo de tetraciclinas combinadas de 10 mg L™. A
seguir, foram adicionados 2 mL da solucdo metandlica de &cido oxalico 1,0 x 1072

mol L™ e o volume foi completado com &gua deionizada.

3.6.6.2 Preparacao das amostras de leite para anélise cromatogréafica

Para as determinac6es por HPLC de acordo ao método oficial, as amostras de
leite foram preparadas da seguinte forma: um volume de 5 mL de leite bovino foi
transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL e centrifugado a 9000 rpm durante
15 min a 10 °C. O sobrenadante foi transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL
e foram adicionados 10 mL de um tampédo de succinato de sodio. O conteddo do
tubo foi homogeneizado em vortex para posterior centrifugacdo a 9000 rpm durante
30 min a 10 °C. O sobrenadante foi extraido mediante SPE utilizando cartucho
OASIS HLB previamente condicionado pela adicdo sequencial de 2 mL de metanol,
2 mL de H,0O e 2 mL de tampé&o de succinato de sodio. As tetraciclinas foram eluidas
utilizando 2,5 mL de metanol e o extrato de amostra foi evaporado até secura sob
uma corrente de nitrogénio. A seguir, o residuo obtido foi diluido até 0,5 mL
utilizando uma solucdo metandélica de &cido oxalico 1,0 x 10 mol L™ para posterior

analise cromatogréfica.
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3.6.7 Confirmacéao por LC-MS/MS

A presenca de residuos de tetraciclinas em amostras de leite fortificadas foi
confirmada por LC-MS/MS®! utilizando um sistema LC Agilent 1200 Series acoplado
a um espectrébmetro de massas AB SCIEX 3200 QTRAP, descrito no topico 3.1. A
fase moével consistiu de 4gua ultrapura (solvente A) e uma mistura de metanol e
acetonitrila (1:1, v/v, solvente B), ambos contendo 1 % de acido formico, utilizando
uma vazéo de 1,0 mL min™® e o volume de injecéo foi de 20 pL. A separacdo foi
conseguida com uma coluna de fase reversa Phenomenex Kinetex C18 (150 x 4,6
mm, 5 um), utilizando o gradiente de eluicdo seguinte: 0-2,0 min (15B); 2,0-7,0 min
(15-30B); 7,0-9,0 min (100B); 9,0-10,0 min (100-15B); e 10,0-15,0 min (15B).

O espectrémetro de massas (MS) foi operado utilizando uma fonte de ionizacéo
por electrospray (ESI) em modo positivo. As condi¢cdes da fonte foram: temperatura
650 °C, cortina de gas 20 psi, gas 1 a 50 psi, gas 2 a 50 psi e, voltagem do ion-spray
de 5,5 kV. As condicbes do MS foram otimizadas mediante infusdo direta de uma
solucéo padréo aquosa de 200 pg L™ de cada tetraciclina separadamente, utilizando
uma seringa automatica no fluxo de 10 pL min®. As condicdes de ionizacdo
utilizadas foram: DP (declustering potential) 31 V, EP (entrance potential) 4,5 V e
CEP (cell entrance potential) 16 V. Analises SRM (selected reaction monitoring)
foram realizadas para a deteccdo das tetraciclinas. Neste sentido, trés transicées de
cada antibiético foram selecionadas baseadas na intensidade do ion fragmento. A

Tabela 13 apresenta as transicfes das tetraciclinas utilizadas nas analises.

Tabela 13. Parametros de andlises por SRM (Selected reaction monitoring).

Primeira CE* CXP" Segunda CE® CXP° Terceira CE* CXP°
transicdo (V) (V) transicdo (V) (V) transicdo (V) V)
TC 445>410 17 4 445>154 35 6 4455427 27 6
DC 445>428 21 6 445>98 65 4 445>267 49
oTC 461>426 23 6 461>443 17 6 461>201 49 4

& Collision energy, ® Cell exit potential.

Analito

3.6.7.1 Preparacéo das amostras de leite para anélise por LC-ESI-MS/MS

As amostras de leite bovino foram preparadas para analise por LC-ESI-MS/MS

utilizando o procedimento seguinte: um volume de 5 mL de leite foi transferido para
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um tubo de centrifuga de 50 mL e a amostra foi acidificada com 10 mL de acido
tricloroacético 20 %. Apos 5 min de agitacdo em vortex, a amostra foi centrifugada a
8000 rpm durante 10 min a 5 °C. O sobrenadante foi filtrado através de um filtro
Millex-AP (Millipore, Cork, Irlanda) e extraido mediante SPE utilizando cartucho
OASIS HLB previamente condicionado por lavagem sequencial com 4 mL de
metanol, 4 mL de H,O e 4 mL da solucdo de acido tricloroacético. As tetraciclinas
foram eluidas com 3 mL de metanol e o extrato de amostra foi evaporado até secura
sob uma corrente de nitrogénio. Na sequéncia, o residuo obtido foi diluido até 1 mL
com uma solucao aquosa contendo 0,1 % de acido férmico e 25 % de metanol para
posterior analise de SRM por LC-ESI-MS/MS.

3.7 Microextracdo liguido-liquido dispersiva assistida por ultrassom
(US-DLLME) e anédlise de injecdo em fluxo baseada em LWCC para a extracao e

determinacao de residuos de tetraciclinas em suplemento de ovos

3.7.1 Amostras de suplemento de ovos

Sete amostras de suplementos de proteina a base de ovos foram obtidas a
partir de lojas de suplementos esportivos locais na cidade de Araraquara (SP, Brasil)
e armazenadas em um ambiente adequado até a andlise. Todas as amostras foram
testadas antes de suas datas de validade e, as amostras que mostraram a auséncia

de tetraciclinas foram utilizadas como branco durante o estudo de validagao.

3.7.1.1 Preparacao das amostras de suplemento de ovos

O procedimento utilizado no preparo das amostras de suplemento de ovos se
descreve a seguir: 2,5 g de suplemento de proteina a base de ovos e 20 mL de agua
deionizada foram transferidos para um tubo de centrifuga de 50 mL, seguido por
agitacdo vigorosa em vortex até conseguir a dissolucdo da amostra. Em seguida,
foram adicionados 5 mL de acetonitrila e 5 mL de acido tricloroacético 5,0 % para a
precipitacdo de proteinas. Depois de agitar vigorosamente durante 1 minuto em
vortex, as amostras foram centrifugadas a 4 °C durante 10 min a 9000 rpm e, o

sobrenadante foi recolhido e reduzido para cerca de 4 mL por evaporacdo rapida
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sobre uma placa de aquecimento. Antes do procedimento de US-DLLME, a solucéo
resultante foi diluida até 5 mL com agua deionizada e, filtrou-se através de um filtro
Millex-HV (Millipore, hidrofilica PVDF de 0,45 um) para um tubo de centrifuga de 15

mL.
3.7.1.2 Procedimento de US-DLLME

O procedimento de US-DLLME utilizado aparece representado pela Figura 8.
Resumidamente, uma mistura de solventes contendo 300 pL de etanol (como
solvente dispersor) e 100 pL de cloroférmio (como solvente extrator) foram injetados
rapidamente na solucdo aquosa de 5 mL de extrato de suplemento de ovos obtido
anteriormente. A mistura foi agitada em vortex durante 1 min até a formacao de uma
solugéo turva com microgotas e, em seguida a solucéo foi colocada dentro de um
banho de ultrassom durante 4,0 min para viabilizar uma rapida extracdo das
tetraciclinas da solucdo aquosa para as microgoticulas de cloroférmio. A separacao
de fases foi realizada mediante centrifugacdo a 4 °C durante 8 min a 9000 rpm. A
seguir, a fase superior aquosa foi removida com auxilio de uma seringa e, a fase
sedimentada de solvente extrator (contendo os analitos) foi colocada em um baldo
volumétrico de 10 mL para ser evaporada até secura sob um fluxo de nitrogénio. Na
sequéncia, foram adicionados 4 mL de NaAc 5,0 x 102 mol L* e o volume foi

completado com agua deionizada.

- s le
< ’ | F';:‘(’g‘;e Sistema
y \ FIA
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e /' > —_—> e @
Agitagao Sonicagéo = Centrifugagéo Evaporagéao Analise =435 nm
Injecéo da Formacgéo da . . Fase Adicao de NaAc
mistura de solugdo turva Extragao assistida sedimentada 5,0 x 102 mol L'

solventes por ultrassom

Figura 8. Esquema representativo do procedimento de microextracao liquido-liquido dispersiva
assistida por ultrassom (US-DLLME).
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3.7.2 Preparo do reagente cromogénico

A solucdo de reagente cromogénico de 1,2 x 10“ mol L* em termos de

CeH;NO3S foi preparada segundo se descreve no tépico 3.6.2.

3.7.3 Otimizagé&o do sistema FIA com banho de aquecimento in-line

A Figura 7 apresenta o sistema LWCC-FIA de zonas coalescentes com banho
de aquecimento in-line, que foi utilizado para a determinacdo espectrofométrica de
tetraciclinas ap6s da microextracao liquido-liquido dispersiva assistida por ultrassom

(US-DLLME) em amostras de suplemento de ovos.

3.7.3.1 Planejamento composto central

As melhores condi¢cdes de analise, considerando o comprimento da bobina de
reacao e a velocidade de fluxo, com aquecimento in-line, foram obtidas por meio de
andlise multivariada, utilizando um planejamento composto central.’®* Os efeitos
destas variaveis no sinal de absorbancia foram estudados utilizando cinco niveis
(-v2,-1,0, 1, e ¥2). A codificacdo das variaveis € mostrada na Tabela 14. A matriz
correspondente foi gerada utilizando o software Minitab 16 e o diagrama de Pareto
foi construido utilizando o software Statistica 8.0. Todos o0s experimentos de
otimizacdo utilizando deteccdo espectrofotométrica baseada em LWCC foram
realizadas a 45 °C e, a concentracéo de tetraciclina analisada foi de 400 pg L™.

Tabela 14. Codificacdo das variaveis utilizadas no planejamento composto central.

Variavel Nivel (-1) Nivel (+1) Nivel (-1,41) Nivel (+1,41) Nivel (0)
Bobina reacional (cm) 200 400 159 441 300
Vazéo (mL min'l) 2,1 3,2 1,9 34 2,7

3.7.4 Otimizacgao do processo de US-DLLME

As condi¢cbes experimentais Otimas para a extracao de tetraciclinas mediante
US-DLLME foram estabelecidas considerando os parametros que afetaram

significativamente a eficiéncia da extragdo. Estes parametros incluiram os tipos e
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volumes de solventes dispersores e extratores, e 0s tempos utilizados para a
sonicacédo, extracdo e centrifugacdo. A otimizacéo foi realizada utilizando 5 mL do
extrato de suplemento de ovos previamente fortificado com os analitos nas
concentraces de 200 ug kgt. O desempenho da metodologia foi caracterizado em
termos de recuperacao de extracédo (R %), sendo calculado como a relacdo entre a
quantidade de analito extraido na fase sedimentada e a quantidade total fortificada

e, cada extracdo foi realizada em triplicata.

3.7.4.1 Selecao dos solventes extrator e dispersor

A extracdo de tetraciclinas foi avaliada utilizando diferentes combinacdes de
diclorometano (CH,Cl,), cloroférmio (CHCI3) e tetracloreto de carbono (CCl,) como
solventes extratores e, como solventes dispersores foram testados metanol (MeOH),
etanol (EtOH), acetona (ACT) e acetonitrila (ACN).

O efeito do tipo de solvente extrator foi avaliado utilizando 500 pL de
acetonitrila como solvente dispersor e 200 puL de cada solvente extrator. Enquanto,
diferentes combinagfes de cloroférmio com cada solvente dispersor foram avaliadas

utilizando a mesma proporgéao de volume.

3.7.4.2 Andlise multivariada para os parametros do processo de US-DLLME

Os efeitos dos parametros analiticos sobre o processo de US-DLLME de
tetraciclinas a partir de amostras de suplementos de ovos foram investigados
através de anélise multivariada, utilizando um planejamento fatorial fracionario 2
2152 As variaveis consideradas neste estudo foram o volume de solvente extrator,
volume de solvente dispersor, tempo de sonicacdo, tempo de extracdo e tempo de
centrifugacdo. Em DLLME, o tempo de extracdo é definido como o intervalo de
tempo decorrido entre a injecdo da mistura de solventes e o0 inicio da
centrifugac&o.®3140:147

Para cada parametro avaliado foram selecionados dos niveis (méaximo, +1 e,
minimo, —1), de acordo com o0s testes realizados com anterioridade. As variaveis e
seus niveis sao apresentados na Tabela 15. Dessa forma, oito experimentos foram

realizados aleatoriamente, utilizando uma concentracdo constante de tetraciclinas de
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200 pg kg™. O software Minitab 16 foi utilizado para gerar a matriz do planejamento
e o diagrama de Pareto foi construido utilizando o software Statistica 8.0.

Tabela 15. Variaveis e niveis do planejamento fatorial fracionado 2°.

Variavel Solvente Solvente  Sonicacdo Extracdo Centrifugacéo
extrator (uL) dispersor (uL)  (min) (min) (min)

Nivel =1 100 300 0 5 3

Nivel +1 200 500 4 10 8

3.7.5 Validacédo do método US-DLLME-FIA

O método de analise por injecdo em fluxo para residuos de tetraciclinas que
emprega microextracdo liquido-liquido dispersiva assistida por ultrassom a partir de
amostras de suplemento de ovos foi validada mediante a determinacdo dos
pardmetros analiticos seguintes: seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD),
limite de quantificacéo (LQ), precisao, recuperacéo e efeito de matriz.

3.7.5.1 Determinacéo dos parametros de desempenho

Os parametros de desempenho para o método proposto foram avaliados de
maneira similar segundo descrito no tépico 3.6.4. De modo que as curvas analiticas
padrdo foram preparadas no intervalo de concentracdo de 30 até 600 pg L™
Enquanto as curvas analiticas correspondentes a matriz foram preparadas pela
adicdo das quatro tetraciclinas estudadas (TC, OTC, CTC e DC) em amostras de

suplemento de ovos nos niveis de concentracdo de 100, 200, 300 e 400 pg kg™.

3.7.6 Aplicacdo do método US-DLLME-FIA

O novo método US-DLLME-FIA desenvolvido foi aplicado com sucesso em
sete amostras de suplemento de ovos. Para verificar a aplicabilidade do método
proposto, as amostras selecionadas foram fortificadas com tetraciclinas nos niveis
de concentracgéo 100, 200, 300 e 400 pg kg, sendo tratadas, extraidas e analisadas

pelos procedimentos correspondentes.
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3.7.7 Método comparativo

Os resultados obtidos pelo método US-DLLME-FIA proposto foram
comparados estatisticamente com o0s obtidos por um método de referéncia de
HPLC™, utilizando os testes F e t ao nivel de confianca de 95 %."° O equipamento
utilizado para a realizacdo destas andlises consistiu de um sistema HPLC-DAD da
SHIMADZU Prominence, descrito no tépico 3.1. A separacdo cromatografica foi
conseguida utilizando uma coluna de fase reversa OmniSpher C18 (250 x 4,6 mm, 5
um). A fase mével consistiu de &cido oxalico 1,0 x 102 mol L™ (solvente A) e
acetonitrila (solvente B) e, utilizou-se o gradiente de elui¢cdo seguinte: 0—-2,0 min (12—
20 % B); 2,0-4,0 min (20-27 % B); 4,0-10,0 min (27-30 % B); 10,0-14,0 (30-20 %
B); 14,0-15,0 (20-12 % B); 0-3,0 min (1,65 mL min™); 3,0-5,0 (1,65-1,20 mL min™);
5,0-10,0 min (1,20 mL min™); 10,0-14,0 (1,20-1,65 mL min™) e 14,0-15,0 (1,20 mL
min™). A Tabela 16 apresenta as condiges cromatograficas utilizadas.

Tabela 16. Condi¢des cromatogréficas para o método de referéncia.

Variavel Condicao
Temperatura da coluna 30°C
Volume de injecao 20 pL
Comprimento de onda 355 nm
Tempo de analise 15 min

3.7.7.1 Curvas analiticas para o método de referéncia - HPLC

As curvas analiticas pelo método de referéncia foram construidas de maneira
similar segundo se descreve no tépico 3.6.6.1, de modo que as solucdes padrdes de

tetraciclinas foram preparadas no intervalo de concentracéo de 0,5 até 10 ug mL™.

3.7.7.2 Preparacgéo das amostras para analise cromatografica

O procedimento utilizado na preparagdo das amostras para analise
cromatografica pelo método de referéncia se descreve a seguir: cerca de 1,0 g de
suplemento de ovos foi transferido para um tubo de centrifuga de 15 mL, para ser
tratado com 0,5 mL de &cido trifluoroacético 40 % e 5,0 mL de uma solucéo tampéao

de oxalato 0,4 mol L™ (pH=4).”* A mistura foi agitada durante 5 min em vértex,
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deixou-se repousar durante 15 minutos e, centrifugou-se a 4000 rpm durante 15 min
a 4 °C visando separar as proteinas da amostra. O sobrenadante foi extraido
mediante SPE utilizando cartuchos OASIS HLB pré-condicionados com 2 mL de
metanol e 2 mL de agua. A eluicdo foi realizada com uma mistura de metanol,
acetonitrila e &cido oxalico 1,0 x 10 mol L™ (30:30:40) e o extrato de amostra foi
evaporado até secura sob um fluxo de nitrogénio. Na sequencia, o residuo obtido foi

reconstituido em 100 pL de metanol para posterior analise cromatografica.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Esquema reacional proposto para a reacao de diazotacdo em estudo

O esquema reacional proposto para a reacdo de diazotagdo em estudo é
mostrado na Figura 9. De acordo com o0 que é observado, esse processo de
derivatizacdo pode ser dividido em duas etapas. Uma primeira ocorre quando a
temperatura ambiente, o acido p-sufanilico se faz reagir com nitrito de sédio em um
meio ligeiramente acidificado para formar o ion diaz6nio correspondente, composto
usado como reagente cromogénico. Em segundo lugar, sob uma condicdo béasica o
ion diazénio formado reage com tetraciclinas produzindo compostos azo coloridos

finais, que permitem determinar esses antibiéticos por espectrofotometria na regiao

visivel.
NH; N=
Antibidticos R, R, R, R,
Tetraciclina H CH, OH H NaNO,
Oxitetracicina OH CH; OH H H+
Clortetraciclina H CH, OH CI SO SOH
Doxiciclina OH CH; H H . .
: Acido p-sulfanilico lon diazénio
®
N=N Ry Ry R, B N(CHs)z
£ H H OH
+
CONH;
SOzH OH O OH O
fon diazénio Tetraciclinamodelo Azo composto colorido

Figura 9. Reacdo entre acido p-sulfanilico diazotado (lon diazonio) e a classe das tetraciclinas em
meio alcalino, produzindo azo compostos coloridos finais.

4.2 Experimentos preliminares

4.2.1 Escolha dos meios de reacéao

De acordo com a literaturat?812%:14°

, reacdes de diazotacdo séo favorecidas em
meios fortemente alcalinos e, nesse contexto, diferentes alternativas foram
consideradas. Os resultados obtidos utilizando NH,OH, NaOH, NaAc e Na,CO3;

como meio basico para a reacdo de diazotacdo em estudo sdo apresentados na
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Figura 10. Na mesma, observou-se que o teste realizado com NH4OH néo foi
favoravel devido a coloracdo amarela intensa do branco com respeito ao produto
final, tendo como resultado uma sobreposicdo dos espectros de absorcao tanto do
branco como do padrédo de tetraciclina (Figura 10 A). Com respeito ao teste
realizado com Na,COs, a banda correspondente ao produto colorido desejado nao
aparece no espectro de absor¢do obtido (Figura 10 D). Dessa forma, ndo foi

possivel a utilizacdo destes compostos nas analises.
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Figura 10. Espectros de absor¢éo obtidos a partir da reacao entre o ion diazdnio e as tetraciclinas na
presenca de NH,OH 5 mol L™ (A), NaOH 5 mol L™ (B), NaAc 2 mol L™ (C) e Na,CO3 5 mol L™ (D). As
concentracdes dos outros reagentes foram de 0,25 % para C¢H;NO3S, 0,09 mol Lt para HCI, e de
0,020 mol L™ para NaNO,. A concentracéo de tetraciclina utilizada foi de 10 mg L™t

Entretanto, o uso de NaOH e NaAc para alcalinizar o meio reacional favoreceu
a formacdo de produtos diazotados finais, obtendo-se brancos totalmente
descoloridos, o qual é adequado para a determinagdo espectrofotométrica de
tetraciclinas. O experimento realizado com NaAc foi 0 mais sensivel mostrando um
maximo de absor¢cdo em 426 nm associado a uma absorbéancia de 0,3945 (Figura 10
C), onde esse valor € maior do que o obtido com NaOH de 0,3535 a 384 nm (Figura
10 B). Dessa forma, o meio basico mais adequado para o presente estudo foi o

NaAc, pois apresentou melhores resultados.
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Considerando que a reacdo de diazotacdo estudada demonstrou ser mais
sensivel na presenca de NaAc, foi realizado um novo teste utilizando um solugéo
tamponada desse composto (neste caso, a pH=5,6). O espectro correspondente é
apresentado na Figura 11, onde se observa que a banda de maior intensidade foi
deslocada para comprimentos de onda menores de 400 nm, sendo pouco viavel
para a determinacdo espectrofotométrica de tetraciclinas. A seta vermelha indica
onde deveria aparecer a banda correspondente ao produto colorido desejado. Desse
modo, ndo sera necessaria a adicdo de acido acético (HAc), pois diminui o pH do

meio e, a concentracdo de NaAc deve ser otimizada.

0,75 -
0,6 -
P4
2 045 4 = Padrio + Tampao pH=5,6
2 .
s e Padrdio + Nafc 2 mol L
[T
£ 03
ef
0,15 -
ﬂ L L L 1

300 400 500 &00 700
Comprimento de onda, (nm)

Figura 11. Espectros de absor¢do obtidos a partir da reagdo entre o ion diaz6nio e as tetraciclinas na
presenca de NaAc 2 mol L'e solucdo tampéo de HAc/NaAc pH=5,6 (5,2 mL HAc 0,1 mol L +94,8
mL NaAc 0,1 mol L'l). As concentracdes dos outros reagentes foram de 0,25 % para CsH;NO3S, 0,09
mlol Lt para HCI, e de 0,020 mol L™t para NaNO,. A concentracao de tetraciclina utilizada foi de 10 mg
L.

Os espectros obtidos para os experimentos realizados na procura do meio
acido mais adequado para a formacgéo do ion diazénio sdo mostrados na Figura 12.
De maneira geral, observou-se uniformidade nas bandas de todos os espectros de
absorcdo obtidos, de acordo ao esperado. Os melhores resultados correspondem
aos testes realizados com HCIl e HNO3z com valores de absorbéncia de 0,3945 e
0,4062, respectivamente, enquanto os testes realizados com HAc (0,2618) e H,SO,
(0,3434) mostraram menor intensidade do sinal. Embora os experimentos realizados
com HCI e HNO3; apresentaram resultados muito similares, o HCI foi selecionado

como meio reacional para a formacdo do ion diazénio (sendo 0 mesmo composto
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utilizado para formar o reagente cromogénico que foi usado na procura do melhor
meio basico), pois o emprego de HNO3 pode produzir gases de 6xido nitroso, que

atrapalham as leituras espectrofotométricas devido a formacéo de bolhas.

s HC| 0,09 miol L

s HAc 0,09 mol L1
H2504 0,09 mol L1

e HN O3 0,02 mol L
0,2 -

Absorbancia

0,1 -

300 400 500 600 700

Comprimento de onda, (nm)

Figura 12. Espectros de absorcao obtidos a partir da reacéo entre o ion diaz6nio e as tetraciclinas
empregando HCI, HAc, H,SO, e HNO3; como meio acido para a formacdo do ion diazdnio. As
concentracdes dos outros reagentes foram de 0,25 % para CgH;NO;S, 0,09 mol L™ para HCI, e de
0,020 mol L™ para NaNO,. A concentracéo de tetraciclina utilizada foi de 10 mg L™t

A Figura 13 apresenta os espectros de absorcdo de todos os reagentes
envolvidos na reacdo de diazotagdo em estudo, bem como o espectro
correspondente ao produto final da reacdo. Na mesma, observou-se que nenhum
dos espectros desses compostos se sobrepe com o maximo de absorbancia do
produto colorido desejado e, dessa forma, a reacado fica livre de interferéncias

associadas aos componentes da sua sintese.
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Figura 13. Espectros de absorcdo de todos os reagentes envolvidos na reacdo de diazotacéo
utilizada para a determinacdo espectrofotométrica de tetraciclinas. As concentracdes dos reagentes
foram de 0,25 % para CgH;NO3S; 0,09 mol L™ para HCI; 0,020 mol L™ para NaNO, e 2 mol L™ para
NaAc. A concentracéo de tetraciclina utilizada foi de 10 mg L™.

4.2.2 Estudo preliminar das condi¢cbes dareacado colorimétrica

Uma vez definidos os meios adequados para a formacédo da reacdo de
diazotacdo em estudo, os efeitos das concentracdes de &cido cloridrico, nitrito de
sédio, acido p-sulfanilico e acetato de sédio sobre a sensibilidade da reacdo foram
cuidadosamente avaliados e os resultados obtidos aparecem representados na
Figura 14. De acordo com 0 que é observado, a resposta de absorbancia mais
elevada foi alcancada para os niveis de concentracédo de HCI 0,07 mol L™ (Figura 14
A), NaNO, 0,02 mol L™ (Figura 14 B) e de CgH;NO3S 0,25 % (Figura 14 C). Por outro
lado, a sensibilidade da reacdo aumentou gradualmente com o aumento da
concentracdo de NaAc (0,05 - 0,25 mol L) e manteve-se praticamente constante a
partir de 0,50 mol L™* (Figura 14 D). Dessa forma, os valores de concentracdo
selecionados para o estudo adicional foram de 0,07 mol L™ para HCI; 0,02 mol L*
para NaNO,; 0,25 % para CsH;NO3S e de 0,50 mol L™ para NaAc.
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Figura 14. Efeito das concentracbes de HCI (A), NaNO, (B), CsH;NO3S (C) e NaAc (D) sobre a
sensibilidade das andlises. A concentracéo de tetraciclina utilizada foi de 10 mg L™

4.2.3 Estabilidade 6ptica do reagente e do produto de reacao

Nas condicfGes analiticas previamente otimizadas, o sal de diazénio utilizado
como reagente cromogénico na determinacdo espectrofotométrica de tetraciclinas
permaneceu estavel como uma solugdo transparente por pelo menos 72 h. Isto
representou uma grande vantagem para 0 presente estudo considerando a
instabilidade de compostos diazotados reportada na literatura.*>>**’

O produto final da reacéo de diazotacdo (azo composto) apresentou cor laranja
intensa com um maximo de absorbancia em 426 nm. Os resultados obtidos a partir
do estudo de estabilidade do azo composto formado demonstraram que ndo houve
variacao significativa no valor da absorbancia com o tempo. As medi¢cdes podem ser

feitas a temperatura ambiente e permanecer estavel por pelo menos 1 h.
4.2.4 Teste usando um sistema FIA de fluxo continuo

A Figura 15 mostra os resultados obtidos quando se testaram as condigdes

otimizadas da reacgédo de diazotagdo utilizando um sistema de analise por injegédo em
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fluxo (FIA) continuo (Figura 5). No espectro de absorcao obtido com o sistema FIA
(Figura 15 B) foi observado um pequeno descolamento batocrémico do maximo de
absorbancia de 426 nm para 434 nm, enquanto se define melhor a forma da banda
do produto final de reacdo se comparando com o teste do sistema estatico (Figura
15 A). Além disso, evidenciou-se que para que o sistema FIA alcance uma
sensibilidade similar & obtida pelo sistema estéatico, deve-se duplicar a concentracdo
de tetraciclina, considerando que a concentracdo de tetraciclina utilizada no teste

com o sistema FIA foi de 20 mg L™ e no teste com o sistema estatico de 10 mg L™.

. A : - . B ,
0.4 — Sistema estatico 0.4 — Sistema FIA
TC (10 mg L1) TC (20 mg L1)
m 03 - £ 03 A
i i
& 3
= =
2 0,2 - 2 0.2 A
4 4
= =
0,1 - 0,1 -
0 T T T 0 T T T
250 350 450 550 650 250 350 450 550 650
Comprimento de onda, (nm) Comprimento de onda, (nm)

Figura 15. Espectros de absorcdo obtidos mediante o sistema estatico (A) e o sistema FIA de fluxo
continuo (B) utilizando concentrag@es de tetraciclinas de 10 e 20 mg Lt respectivamente.

4.2.5 Estratégias analiticas para melhorar a sensibilidade na determinacéo
4.2.5.1 Efeito de surfactantes

A Figura 16 mostra os resultados obtidos para os testes realizados na auséncia
e presenca de surfactantes. Os valores de absorbancia média obtidos foram de
0,3938 £ 0,0015 para o teste realizado na presencia de SDS (Figura 16 B) e de
0,4094 + 0,0021 para o teste realizado com DTAB (Figura 16 C), enquanto o teste
realizado na auséncia de surfactantes mostrou um valor de absorbéancia de 0,4045 +
0,009 (Figura 16 A). Para as faixas de concentragdo dos surfactantes ndao houve
diferencas nas leituras de absorbancia. Na Figura 16 C, observou-se que o teste
com DTAB descolou o0 maximo de absorbéncia de 426 para 439 nm, porém o valor
de absorbéancia alcancado de 0,4094 nao foi significativamente diferente de 0,4045.
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Portanto, pode ser concluido que a presenca de surfactantes na reacdo de
diazotagdo nao favoreceu 0 aumento da sensibilidade na determinagao

espectrofotométrica de tetraciclinas.

044 A 044 B 044 C

= Teste sem surfactantes = Teste com SDS =—=Teste com DTAB

A= 10,4085 (A=426 nm) A=0,3938 (A-428 nm A= 0,409 (A-439
03 03 - 3938 ( ) 03 4094 nm}

0,2 A 0,2 0,2 A

Absorbancia
Absorbancia
Absorbancia

0,1 A 0,1 0,1 A

300 400 500 600 700 300 400 500 600 700 300 400 500 600 700
Comprimento de onda, (nm) Comprimento de onda, (nm) Comprimento de onda, (nm)

Figura 16. Espectros de absorcao obtidos na auséncia de surfactantes (A), e na presenca de SDS
(B) e DTAB (C). A concentracéo de tetraciclina utilizada foi de 10 mg L™.

4.2.5.2 Efeito do aumento do caminho 6ptico

Os resultados obtidos para os testes realizados com a cela capilar de longo
caminho Optico (b=100 cm) mediante o sistema FIA de zonas coalescentes
representado pela Figura 6, sdo apresentados na Figura 17. O espectro de absorcao
mostrado na Figura 17 A (sem parada de fluxo), indica que o produto final da reacao
chega ao detector antes da formacdo completa dos azo compostos desejados. Isto
pode ter ocorrido devido a baixa concentracdo dos reagentes, o que retarda a
velocidade da reacdo. No entanto, os espectros de absorcdo obtidos realizando
paradas de fluxo de 30, 40 e 60 s (Figura 17 B-D), respectivamente, mostraram um
aumento significativo da sensibilidade com o aumento do tempo da parada de fluxo.
Para os testes realizados com paradas de fluxo acima de 60 seg ndo houve
aumento do sinal de absorbancia. O valor de absorbé&ncia maxima de 0,815 a 435
nm foi alcangcado com a parada de fluxo de 60 s, a qual foi utilizado em todos os
experimentos subsequentes.

Assim, os beneficios combinados da parada de fluxo de 60 s e o0 uso do
dispositivo LWCC resultaram em um aumento significativo na sensibilidade analitica
em 45,6 vezes quando comparado com o teste realizado utilizando o sistema de

fluxo continuo (Figura 5).
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Figura 17. Espectros de absor¢cdo obtidos com o dispositivo LWCC acoplado ao sistema FIA de
zonas coalescentes realizando paradas de fluxo de 0, 30, 45 e 60 seg (A-D), respectivamente. Os
espectros foram registrados utilizando a concentracéo dos reagentes seguinte: 2,9 x 10™ mol L™ de
CeH/NO;S; 5,0 x 10* mol L™ de HCI; 6,0 x 10 mol L™ de NaNO, e 5,0 x 10% mol L™ de NaAc. A
concentragéo de tetraciclina utilizada foi de 1 mg L™,

4.2.5.3 Efeito da temperatura no meio reacional

A Figura 18 mostra os resultados obtidos para os testes realizados aquecendo

a bobina reacional do sistema de fluxo (Figura 7).

0,6 -
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0,4 -
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Figura 18. Efeito da temperatura sobre a sensibilidade da reagéo. A concentracdo dos reagentes
utilizada foi a seguinte: 1,2 x 10 mol L™ de CgH,NO3S; 2,0 x 10 mol L™ de HCI; 2,4 x 10” mol L™ de
NaNO, e 5,0 x 10” mol L™ de NaAc. A concentracdo de tetraciclina utilizada foi de 500 pg L™.



96

Os resultados mostraram um aumento significativo da absorbancia a partir de
30 °C durante a variacdo da temperatura de 5 em 5 °C até alcancar a resposta
maxima de 0,563 (absorbéancia corrigida) a 45 °C. Em seguida, a absorbancia
diminuiu gradualmente com maior aquecimento, provavelmente devido a
degradacdo do produto da reacdo. Além disso, observou-se que o branco da reacdo
nao foi afetado pelo aquecimento, indicando que o aumento na absorbancia foi
devido mesmo a medicdo do produto desejado, e ndo a presenca de interferéncias
espectrais. Assim, a temperatura de 45 °C foi escolhida para os estudos posteriores.

Os dados experimentais analisados mediante analise de variancia (ANOVA)
permitiram verificar que para o nivel de confianca de 95 %, ndo houve diferengas
significativas (p=0,925; F=0,301) entre os brancos das analises medidos a diferentes
temperaturas, enquanto para os produtos de reacdo houve diferencas significativas
(p<0,0001, F=2,647) ao aquecer a bobina reacional.

De maneira geral, o efeito da temperatura influenciou significativamente na
sensibilidade da reacdo de acoplamento diazo estudada em 5,12 vezes quando
comparado com as analises realizadas sem aquecimento, provavelmente devido ao
maior movimento das moléculas que é alcancado quando se aumenta a temperatura
da reacdo, o qual favorece as colisbes efetivas entre as mesmas. As colisdes
efetivas apresentam energia suficiente (energia de ativagdo) no momento do
impacto para quebrar as ligacdes pré-existentes e formar novas ligacdes.™® Por
conseguinte, aumenta a taxa de reacédo e a formacdo dos produtos ocorre em um

tempo mais curto.

4.3 Método de injecdo em fluxo para a determinacdo de tetraciclinas em

medicamentos veterinarios
4.3.1 Otimizacgao dos parametros do sistema em fluxo continuo
4.3.1.1 Planejamento fatorial fracionario 2"
A Tabela 17 mostra a matriz do planejamento fatorial fracionario 2”2 que

considera diferentes combinacdes de fatores e niveis, assim como, 0s respectivos

valores de absorbancias obtidos em cada corrida experimental. Os valores de
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desvios padrdo (SD) calculados mostram uma adequada precisdo nas medidas de
absorbancia. O diagrama de Pareto correspondente aos resultados experimentais

obtidos aparece representado pela Figura 19.

Tabela 17. Matriz do planejamento fatorial fracionario 2"% com os respectivos valores de
absorbéancias.

Exp. [CeH/NO3S] [HCI] [NaNO,] [NaAc] Alca Amost. Bobina Vazao ADbS 434nm

(mol L)  (molL™ (molL™ (molL™ (uL) (cm) (mLmin") A#SD.
1. -1 -1 +1 -1 -1 +1 +1 0,202 £ 0,001
2. -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 0,136 + 0,002
3. +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 0,151 £ 0,002
4, +1 -1 +1 +1 +1 -1 +1 0,306 £ 0,010
5. +1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 0,208 + 0,007
6. -1 +1 -1 +1 +1 +1 +1 0,089 = 0,001
7. -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,165 £ 0,004
8. +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 0,388 £ 0,001
9. -1 -1 -1 +1 +1 -1 +1 0,215 + 0,001
10. +1 +1 -1 +1 +1 -1 -1 0,235 £ 0,005
11. +1 -1 +1 -1 -1 -1 -1 0,360 + 0,008
12. -1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 0,131 £ 0,001
13. -1 -1 +1 +1 +1 +1 -1 0,359 + 0,001
14. +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1 0,293 £ 0,003
15. -1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 0,095 + 0,002
16. +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 0,274 £ 0,004

A Figura 19 ilustra os efeitos dos parametros individuais investigados, onde o
comprimento de cada barra € proporcional ao valor absoluto do coeficiente de
regressao associado ou efeito estimado. A ordem na qual as barras sdo exibidas
corresponde a ordem do tamanho do efeito. Além disso, o grafico também inclui uma
linha vertical vermelha que indica o limite de significancia estatistica de 95 %, de
maneira que um efeito € considerado significativo quando a barra correspondente
ultrapassa esta linha vertical. Nesse contexto, observou-se que as interagcbes entre
os parametros ndo foram significativas e, por tanto, foram excluidas do grafico para

uma melhor visualizacédo dos efeitos individuais.



98

QHCl | ///// -8,6621
(1)CeHNOsS | /// 7.3635
(4)NaAc | //// 2,8750
(5)Alga Amost. | //2,52{}5
(T\Vazdo | /%a,mm
(3)NaNO, | /%2,4532

(6)Bobina / 2.2201

p=0,05
Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 19. Diagrama de Pareto dos efeitos para a otimizacé@o de variaveis.

A andlise do grafico de Pareto (Figura 19) mostrou que as variaveis com maior
influéncia nas andlises foram as concentracfes de HCI e CgH;NO3S, com fatores
relativamente baixos. De acordo ao gréfico, a faixa de concentracéo de HCI utilizada
nao incluiu o valor otimizado de concentracdo, podendo ser diminuida por um fator
de 8,66. Da mesma forma, a concentragdo de CsH;NO3S deve ser incrementada por
um fator de 7,36. Os resultados mostraram que os efeitos combinados dessas
variaveis devem ser novamente investigados ampliando as faixas de concentracao.

As outras variaveis, ou seja, concentracdo de NaAc, alca de amostragem,
vazao, comprimento da bobina reacional e a concentragdo de NaNO,, mostraram
fatores que variaram entre 2,87 e 2,22, indicando menor significancia estatistica
sobre as medidas de absorbéncias para o nivel de confianca de 95 %. Por
conseguinte, os valores destas variaveis foram ajustados nos niveis que eram mais
adequados para a metodologia e que ajudaram a reduzir o consumo de reagentes.

Através do grafico de Efeitos principais (Figura 20) foi possivel verificar que as
variaveis que apresentam maior coeficiente angular da reta, ou seja, maior diferenca

nos resultados de absorbancia quando comparados os niveis -1 e +1 do
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planejamento realizado s&o as concentragbes de HCl e CgH;NO3S, segundo o
previsto pelo gréfico de Pareto. Para as demais variaveis, os resultados de
absorbancia representados nado diferem muito entre se, mostrando retas com leve
inclinacdo associadas a baixos coeficientes angulares, o qual € indicativo de efeitos
menos significativos. As variaveis de menor significAncia atingiram os valores 6timos
de modo que foram ajustados no nivel méximo (+1) a concentracdo de NaAc, alca
de amostragem e o comprimento da bobina reacional e, no nivel minimo (-1) a

concentracdo do NaNO; e a vazao de fluxo.
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Figura 20. Gréfico de Efeitos principais onde a importancia relativa das variaveis é analisada pela
inclinagcéo da reta tracada entre os niveis -1 e +1 de cada variavel.

4.3.1.2 Planejamento composto central

As concentragdes de CgH7NO3S e HCI foram otimizadas mediante a realizagao
de um planejamento composto central.**?> Os valores codificados e ndo codificados
das variaveis investigadas juntamente com 0s seus respectivos valores de

absorbéancia sao apresentados na Tabela 18.
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Tabela 18. Variaveis codificadas e nédo codificadas com seus respectivos valores de absorbancias.

CODIFICADAS NAO CODIFICADAS

Exp [CeH/NO3S] [HCI] [CeH/NO3S] [HCI] ADS 434 nm

' (mol L™ (mol L™ (mol L™ (mol L™ A+SD;

(n=3)
1. -1 -1 5,8 x 107 1,0 x 10 0,427 + 0,001
2. +1 -1 2,3x 107 1,0 x 10 0,382 + 0,002
3. -1 +1 5,8 x 10° 5,0 x 107 0,251 + 0,001
4. +1 +1 2,3 %107 5,0 x 107 0,333 + 0,004
5. -1,41 0 2,2x10° 3,0 x 102 0,237 + 0,001
6. +1,41 0 2,7 x 107 3,0 x 1072 0,324 + 0,004
7. 0 -1,41 1,4 x 107 1,7 x 1073 0,379 + 0,003
8. 0 +1,41 1,4 x 107 5,8 x 10? 0,271 + 0,001
9. 0 0 1,4 x 1072 3,0 x 107 0,391 + 0,003
10. 0 0 1,4 x 107 3,0 x 107 0,387 + 0,003
11. 0 0 1,4 x 107 3,0 x 107 0,377 + 0,002
12. 0 0 1,4 x 1072 3,0 x 107 0,385 + 0,001
13. 0 0 1,4 x 102 3,0 x 107 0,394 + 0,005

As Figuras 21 e 22 mostram os graficos de superficie de resposta
tridimensional e suas respectivas curvas de nivel, respectivamente, obtidos por
ajuste dos dados experimentais. Neles, a area mais escura (vermelha) corresponde
a maxima resposta de absorbancia, indicando os niveis de concentracédo dos fatores
que proporcionaram maior sensibilidade nas andlises. O modelo de regressao

guadratica esta descrito pela equacéao:

Z =0,3426 + 0,7480 x - 1,8620 x* - 2,0266 y - 49,3706 y* + 10,5245 xy,

onde Z é o fator resposta medido correspondente ao valor de absorbancia e, os

fatores de x e y sdo as concentragdes de CgH7NO3S e HCI, respectivamente.
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Figura 21. Superficie de resposta para os resultados de absorbancia obtidos em funcdo das
concentracdes de CsH;NO3S e HCI.
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Figura 22. Curvas de nivel obtidas a partir da superficie de resposta.
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A andlise das Figuras 21 e 22 mostrou que as regides de concentracao 6tima
para as determinacées foram de 5,8 x 10 até 1,4 x 102 mol L™ para CgH/NOsS e
de 0 até 1,0 x 10 mol L™ para HCI, com valores criticos de 1,2 x 10%e 1,0 x 10
mol L, respectivamente. No entanto, os valores criticos ndo foram considerados
porque o ion diazdnio (acido p-sulfanilico diazotado) ndo se forma na auséncia de
HCI ou quando a concentracéo do mesmo é muito baixa (1,0 x 10°mol L™). No caso
de CsH7NO3S, observou-se maior sensibilidade nas medi¢des da absorbancia para o
nivel inferior (-1) desde reagente. A absorbancia maxima de 0,427 foi alcancada
quando a concentracéo de CgH/NOsS era de 5,8 x 10™ mol L™ e a concentracéo de
HCI era de 1,0 x 102 mol L™, de acordo ao resultado obtido pelo Experimento 1
(Tabela 18).

Finalmente, os valores otimizados das variaveis envolvidas nos experimentos
realizados mediante andlise por injecdo em fluxo continuo sdo apresentados na
Tabela 19.

Tabela 19. Variaveis otimizadas mediante analise em fluxo continuo.

Variavel investigada Valor otimizado
[CeH;NO5S] (mol L™ 5,8 x 107
[HCI] (mol L™ 1,0 x 107
[NaNO,] (mol L™ 1,2 x 107
[NaAc] (mol L™) 5,0 x 10™
Alca de amostragem (pL) 603
Bobina reacional (cm) 204
Vazao do reagente cromogénico (mL min™) 1,7
Vazao do carregador/amostra (mL min'l) 1,4

4.3.2 Validacdo do método em fluxo continuo proposto
4.3.2.1 Curvas analiticas e limites de deteccéo e quantificacao

Nas Figuras 23 e 24 aparecem representadas as curvas analiticas para
tetraciclina e oxitetraciclina, respectivamente, construidas em triplicata a partir dos
correspondentes sinais transientes. Ambas as figuras mostram boas relacdes
lineares entre a absorbancia e a concentragédo das tetraciclinas no intervalo de 1,0 -

40,0 mg L?, associadas a excelentes coeficientes de determinaco (r*>0,99).
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Figura 23. Sinais transientes (A) para a constru¢éo da curva analitica (B) e respectiva curva analitica
para a determinacgéo de tetraciclina. As concentragdes do padréo utilizadas foram: A. 1, B. 2, C. 3, D.
4,E.5,F.6,G.8,H.10,1.15,J. 20, K. 25, L. 30, M. 35e N. 40 mg L™
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Figura 24. Sinais transientes (A) para a construgédo da curva analitica (B) e respectiva curva analitica
para a determinacéo de oxitetraciclina. As concentra¢cées do padréo utilizadas foram: A. 1, B. 2, C. 3,
D.4,E.5,F.6,G.8, H.10, .15, J.20,K. 25, L. 30, M. 35 e N. 40 mg L™".

As figuras de mérito do método proposto sédo apresentadas na Tabela 20. Os
valores de ¢ (absortividade molar) obtidos através das medidas de absorbancia
foram de 9,4 x 10° L mol™* cm™ para tetraciclina e de 9,7 x 10° L mol* cm™para

oxitetraciclina.

Tabela 20. Figuras de mérito do método em fluxo continuo proposto.

) . 5 5 LD LQ Comprimento
Analito Intervalo linear r Equacédo dareta 1 1
(mgL™) (mglL™) de onda
TC 40,9999 A=0,0212C: + 0,0036 0,40 1,35
1-40mgL 434 nm

oTC 0,9997 A =0,0203Corc + 0,0011 0,95 3,18
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Os resultados obtidos indicam que o método em fluxo proposta proporcionou
adequada linearidade e sensibilidade para determinar tetraciclinas (TC e OTC) em

formulacdes farmacéuticas de uso veterinario.

4.3.2.2 Estudo de interferéncias

Os efeitos das possiveis interferéncias descritas no topico 3.5.4.1 foram
cuidadosamente avaliados. Os resultados mostraram que a presenca destes
compostos em proporgdes de 1:1 e 1:10 de analito:interferente n&o apresentou
interferéncias significativas para o método proposto considerando uma variacdo do
sinal sem exceder de + 5 %.2°® As recuperacdes encontradas nas matrizes de
medicamentos simuladas estavam nos intervalos de 98,04 até 101,23 % e 97,86 até
102,75 % para TC e OTC respectivamente, demonstrando assim, que o método
espectrofotométrico desenvolvido é seletivo para as tetraciclinas estudadas.

4.3.2.3 Estudo de adicdo de padréo e recuperacao

A Tabela 21 apresenta os resultados obtidos a partir do estudo de adicéo de
padrdo e recuperacdo em amostras de medicamentos veterinarios. Na mesma,
observou-se que os valores de RSD obtidos para cada nivel de concentracéo

fortificado resultaram menores que o limite escolhido de 7,3 %!

, indicando uma
adequada precisdo do método proposto em condicdes de repetibilidade.

As recuperacfes médias obtidas para as amostras farmacéuticas variaram de
98,87 até 101,87 % para TC e de 98,98 até 101,65 % para OTC, encontrando-se
dentro do critério estabelecido (critério aceitavel, 90-107 %)™! o qual indica a
auséncia de efeitos de matriz e, uma boa exatiddo para o método em fluxo continuo
proposto. Dessa forma, o presente método pode ser aplicado com sucesso para a
quantificacdo de tetraciclina e oxitetraciclina em medicamentos veterinarios,

independentemente do estado fisico (sélido ou liquido) do produto.



Tabela 21. Resultados obtidos a partir do estudo de adicao de padréao e recuperacao.

C. Fortificada C. Encontrada RSD Recuperacéo
Amostra 1 e c
(mg L) (mgL™) (%) (%)
Tetraciclina
5 5,05+ 0,07 1,46 101,08 + 1,48
A2 10 9,89 + 0,05 0,52 98,87 + 0,52
15 14,93 £ 0,06 0,38 99,51 +0,38
20 19,93 £ 0,05 0,23 99,66 * 0,23
5 5,04 + 0,02 0,44 100,80 £ 0,44
Bo 10 10,19 £ 0,05 0,48 101,87 £ 0,48
15 15,14 £ 0,06 0,37 100,92 + 0,37
20 19,94 + 0,04 0,21 99,69 + 0,21
5 4,99 + 0,08 1,64 99,83+ 1,63
o 10 10,18 £ 0,10 0,96 101,77 £ 0,98
15 15,19+ 0,12 0,76 101,30 £ 0,77
20 19,87 £ 0,10 0,48 99,33 +0,48
Oxitetraciclina
5 5,09 + 0,06 1,09 101,65 + 1,56
D 10 10,12 £ 0,13 1,31 101,16 +1,32
15 15,07 £ 0,02 0,11 100,45+ 0,11
20 19,20+ 0,25 1,26 99,52 + 1,25
5 4,98 +0,12 2,47 99,57 + 2,46
b 10 10,10+ 0,16 1,56 101,04 + 1,58
15 15,20 £ 0,04 0,26 101,32 + 0,27
20 20,23 £ 0,06 0,28 101,45+ 0,28
5 4,95+0,11 2,21 98,98 + 2,19
e 10 10,02 £ 0,01 0,09 100,19 + 0,09
15 15,26 £ 0,16 1,04 101,75+ 1,06
20 20,01 + 0,03 0,13 100,03 + 0,13

4 Amostras liquidas.
® Amostras solidas.
¢ Valor médio + desvio padr&o considerando trés determinacées independentes (n=3).

4.3.3 Aplicagdo do método em fluxo continuo proposto
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Na Tabela 22 se apresentam os dados experimentais obtidos a partir da

quantificacdo de tetraciclina e oxitetraciclina nas amostras de medicamentos

veterinarios comerciais. Os resultados verificaram que os contetdos de TC e OTC

encontrados nos produtos farmacéuticos analisados estavam acima dos contetdos

nominais indicados nos rotulos dos remédios, entre 10,58 e 23,52 % (TC) e entre
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9,20 e 18,18 % (OTC). Esses niveis de discrepancia sugerem que a qualidade dos

produtos farmacéuticos veterinarios comerciais é questionavel.

Tabela 22. Determinacéo de tetraciclina e oxitetraciclina em medicamentos veterinarios.

Amostra Réplicas

Absorbancia®

A% SD -

Contetdo encontrado Conteldo rotulado

no medicamento®

no medicamento

Tetraciclina

Aa

0,237 + 0,001
0,238 +£ 0,001
0,238 + 0,002

11,03 £ 0,03 g /100 mL

10 g / 100 mL

0,240 + 0,003
0,240 £ 0,001
0,241 + 0,004

1,12+0,01g/7¢g

1g/79

Cb

N P |W N PFP WN B

w

0,242 + 0,001
0,240 £ 0,001
0,241 + 0,001

12,11 +0,05g/100¢g

10g/100g

Oxitetraciclina

Da

0,446 + 0,001
0,447 £ 0,003
0,443 + 0,002

22,00 £ 0,10 g/ 100 mL

20 g /100 mL

0,452 + 0,002
0,447 £ 0,007
0,435 + 0,002

6,04+0,129g/100¢g

559/100¢g

Fa

N P W DN PFPIWNDN

3

0,442 + 0,003
0,449 + 0,117
0,447 £ 0,002

22,04 £0,18 g/ 100 mL

20 g / 100 mL

¢ Amostras liquidas.
® Amostras solidas.

¢ Valor médio + desvio padrdo considerando trés determinacées independentes (n=3).

4.3.4 Método comparativo de referéncia (HPLC-UV)

4.3.4.1 Curvas analiticas para o método de referéncia

As curvas analiticas pelo método de HPLC para a determinacéo de tetraciclina

e oxitetraciclina mostraram boa linearidade no intervalo de concentracdo de 1,0 -

40,0 mg L™* e aparecem representadas na Figura 25 A e B, respectivamente. A

Tabela 23 apresenta 0s principais parametros das curvas analiticas obtidas pelo

meétodo de referéncia (HPLC).
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Figura 25. Curvas analiticas obtidas pelo método de HPLC para tetraciclina (A) e oxitetraciclina (B).
As concentracdes dos padrdes utilizadas foram: 1,0; 5,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 40,0 mg L™

Tabela 23. Principais parametros das curvas analiticas pelo método de HPLC.

) ) 5 Comprimento
Analito Intervalo linear r Equacédo dareta
de onda

TC 1 0,9995 A =50683C;c + 8185,5
1,0-40mgL 400 nm
oTC 0,9999 A =84388Cqorc +9981,7

4.3.4.2 Aplicacdo do método de referéncia

As amostras de medicamentos veterinarios descritas no topico 3.4.5 foram
analisadas pelo método cromatografico de referéncia® a fim de realizar uma
comparacao estatistica com os resultados obtidos utilizando o0 método em fluxo
proposto, através dos testes F de Fisher e t de Student.™* A Tabela 24 apresenta os
resultados obtidos por ambos os métodos. Considerando critérios de precisdo e

exatidao*>®

, 0s valores de F e t respectivamente calculados sdo menores do que 0s
valores tabelados para o nivel de confianca de 95 %, indicando que nao houve
diferenca significativa entre os métodos estudados. Tais resultados demonstraram a
confiabilidade do novo método de injecdo em fluxo desenvolvido, podendo ser
aplicado com sucesso para a determinagdo de tetraciclina e oxitetraciclina em

amostras de medicamentos veterinarios.
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Tabela 24. Comparacao dos resultados obtidos pelos métodos estudados.

Conteudo Método Método de R ¢
Amostra d . . q Teste-t” Teste-F
rotulado proposto referéncia
Tetraciclina
A 10% 11,03+0,03 11,14+0,07 3,787 7,95
B 1° 1,12+0,01  1,07+0,02 3,883 4,33
C 10° 12,11+ 0,04 12,26 +£0,10 1,750 5,85
Oxitetraciclina
D 202 22,00+£0,0 21,45+0,33 2,199 10,94
E 5,5° 6,04 £ 0,12 6,42 +£0,10 3,418 1,39
F 20° 22,04+0,18 21,79+0,38 0,980 4,66

“gem100mL, gem 7g, °gem 100 g.

4 Valor médio + desvio padrdo considerando trés determinac6es independentes (n=3).
®Valor tabelado de teste-t para o nivel de confianca de 95 % (t = 4,303).

"Valor tabelado de teste-F para o nivel de confianga de 95 % (F = 19,00).

Em comparacdo com o método de referéncia utilizado®, a metodologia de
injecdo em fluxo proposta prevé uma frequéncia analitica de 52 amostras por hora
(1,15 min por analise) e consome baixas quantidades de reagentes e amostras
(consumo por analise: 1,91 mg de CgH;/NOsS; 1,57 mg de NaNO,; 65,63 mg de
NaAc e 603 pL de amostra), gerando por analise 3,5 mL de residuos aquosos, que
sdo facilmente tratados pelo processo de foto-fenton.'®® Além disso, o sistema FIA,
apresenta possibilidade de automacdo, minimizando assim, o contato entre o
analista e os residuos. Enquanto o método cromatografico de referéncia requer
tempos de andlise mais longos para a separacdo dos componentes da matriz,
gerando por andlise 7,0 mL de misturas de solventes orgéanicos, tais como
acetonitrila e metanol, que séo prejudiciais para a saide humana e o ambiente e, 0
seu tratamento adequado néo é facil.

Outras vantagens do método proposto incluem o baixo custo das andlises, a
simplicidade operacional e permite a quantificagdo direta das amostras, preparadas
simplesmente por diluigdo. No entanto, técnicas por HPLC apresentam alto custo de
equipamento e precisam de pessoal especializado, de maneira que se encarecem
as analises. Além disso, usualmente requerem etapas morosas de pré-tratamento de
amostra, que envolvem aquecimento, método de extracdo, assim como, 0 emprego
de compostos toxicos.

Diante do exposto acima, conclui-se que o método em fluxo proposto esta em

135-137

conformidade com principios da quimica verde e, oferece uma alternativa
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analitica ambientalmente mais segura para o uso dos métodos tradicionais (HPLC).
Por outro lado, possibilita ser empregada como analisador no decurso do processo
industrial, com a capacidade de realizar medi¢cées mais rapidas fornecendo dados
em tempo real, o que permite controlar o parametro de pureza dos produtos
intermediarios durante todas as fases do processo produtivo. Por tanto, evita-se a
producdo de formulagbes farmacéuticas fora das especificacdes, proporcionando
assim, uma grande flexibilidade para o processo de fabricacdo e, uma consideravel
economia de tempo e investimento.** Dessa forma, a método por FIA desenvolvido
apresenta viabilidade imediata para o controle de qualidade na industria
farmacéutica, facilitando o monitoramento da producdo em tempo real durante todo

0 processo produtivo de formulacdes contendo tetraciclinas para uso veterinario.

4.4 Método de screening para residuos de tetraciclinas em leite bovino
empregando um sistema de injecdo em fluxo acoplado a uma cela de longo

caminho optico
4.4.1 Otimizacao das condi¢cdes de analise em fluxo com zonas coalescentes
4.4.1.1 Planejamento fatorial fracionario 2"

Na Tabela 25 aparecem as variaveis estudadas no planejamento fatorial
fracionario 2 e os respectivos valores de absorbancias obtidos para cada corrida
experimental. As medidas de absorbé&ncia mostraram valores de desvio padrédo
relativamente baixos, indicando uma adequada precisdo em termos de

repetibilidade.
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Tabela 25. Matriz do planejamento fatorial fracionario 2% com os respectivos valores de absorbancia.

Exp. [CeH/NO3S] [HCI] [NaNO;] [NaAc] Alca Amost. Alca Reag Bobina ADbS 434nm

(mol L") (molL™) (molL™) (molL™ (uL) (cm) (cm) A+SDs
1. +1 -1 -1 +1 +1 +1 -1 0,194 + 0,005
2. -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 0,127 £ 0,004
3. -1 +1 -1 +1 +1 -1 +1 0,135 = 0,002
4, -1 -1 +1 -1 +1 +1 +1 0,146 + 0,004
5. -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1 0,098 + 0,005
6. +1 +1 -1 -1 -1 +1 +1 0,112 £ 0,005
7. +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 0,146 + 0,006
8. +1 +1 +1 -1 +1 -1 -1 0,224 £ 0,010
9. +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 0,051 + 0,007
10. -1 +1 +1 +1 +1 -1 -1 0,200 £ 0,018
11. -1 +1 +1 -1 -1 -1 +1 0,055 £ 0,006
12 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 0,149 + 0,012
13 +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1 0,300 + 0,019
14, +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 0,204 £ 0,017
15. -1 +1 -1 -1 -1 +1 -1 0,076 £ 0,004
16. -1 -1 -1 +1 +1 +1 +1 0,417 + 0,010

A partir do gréfico de Pareto mostrado na Figura 26, observam-se os efeitos
significativos das variaveis investigadas com uma confiabilidade de 95 %. A analise
do mesmo permitiu verificar que os niveis considerados atingiram os valores 6timos
de cada variavel analisada, de maneira que nenhum dos efeitos (barras) ultrapassou
a linha vermelha que correspondente a um p-valor = 0,05. Entretanto, a
concentracdo de NaAc e o volume de amostra injetado foram as varidveis que
apresentaram maior influéncia nas leituras de absorbancia.

A construcdo do gréfico de Efeitos principais, representado pela Figura 27,
permitiu confirmar os resultados anteriormente descritos. De acordo com a
inclinagdo das retas mostradas neste gréfico, podemos selecionar o nivel (inferior, —
1 ou superior, +1) de cada variavel que proporcionou maior sensibilidade na medigéo

de absorbancia.
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Figura 26. Diagrama de Pareto otimizado para os efeitos das variaveis.
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Figura 27. Grafico de Efeitos principais do planejamento fatorial fracionario 273,

A partir da Figura 27, verificou-se que os efeitos de maior significancia foram

relacionados com o volume de amostra e a concentragcdo de NaAc, mostrando a

melhor resposta de absorbancia quando se utilizam os niveis superiores (+1).
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Embora o volume de reagente e o comprimento da bobina reacional n&o
apresentaram maior inclinagdo das retas, essas variaveis influenciaram claramente
na sensibilidade da reacdo de acordo aos dados experimentais obtidos e, portanto,
foram estabelecidos nos niveis superiores (+1), segundo o previsto pelo grafico de
Pareto. Enquanto os fatores de menor significancia, como as concentracdes de
CeH/NO3S (-1), HCI (-1) e NaNO; (-1), foram ajustados de acordo com o valor de
absorbancia maxima alcancado de 0,417 (Experimento 16).

Finalmente, a Tabela 26 apresenta os valores 6timos das variaveis estudadas
durante o desenvolvimento do método analitico por analise em fluxo com zonas
coalescentes. Os niveis otimizados tém contribuido para reduzir o consumo de
reagentes, fazendo com que a metodologia de screening proposta seja mais segura

ambientalmente.

Tabela 26. Variaveis otimizadas mediante analise em fluxo com zonas coalescentes

Variavel investigada Valor otimizado

[CeH;NO5S] (mol L™) 1,2 x10™*

[HCI] (mol L™ 2,0x10™

[NaNO,] (mol L™ 2,4 x10"

[NaAc] (mol L™) 5,0 x 10”
Alca de amostragem (pL) 401
Alca de reagente (uL) 603
Bobina reacional (cm) 200
Vazao do carregador (mL min™) 1,7
Tempo de parada de fluxo (s) 60

4.4.2 Parametros de desempenho para o método de screening proposto

4.4.2.1 Curvas analiticas e limites de detecc¢édo e quantificagdo

As curvas analiticas para tetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina aparecem
representadas nas Figuras 28, 29 e 30, respectivamente. A analise das linhas de
tendéncia das curvas analiticas mostrou uma relacéo linear entre a absorbancia e a
concentracéo das tetraciclinas (TC, OTC e DC) no intervalo de 50 - 400 pg L™ com

excelentes coeficientes de determinacéo (r>>0,99). Os sinais transientes (fiagrama)
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obtidos em triplicata que deram lugar a construcado das curvas analiticas também
podem ser visualizados nas mesmas Figuras.

Na Tabela 27 se apresentam 0s principais parametros das curvas analiticas
(figuras de mérito) para o0 método de screening proposto. Através das medidas de
absorbancia realizadas foi possivel determinar o valor do € (absortividade molar)
para cada tetraciclina estudada. Assim, o valor do € obtido para tetraciclina foi de
4,7 x 10° L mol* cm™, para oxitetraciclina foi de 3,8 x 10° L mol* cm™ e para
doxiciclina foi de 3,5 x 10° L mol™ cm™. Estes resultados demonstram a consisténcia

do novo método desenvolvido.
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Figura 29. Sinais transientes (A) para a construgdo da curva analitica (B) e respectiva curva analitica
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Figura 30. Sinais transientes (A) para a construcdo da curva analitica (B) e respectiva curva analitica
para a determinacao de doxiciclina. As concentra¢des do padréo utilizadas foram: A. 50, B. 60, C. 70,
D. 80, E. 90, F. 100, G. 125, H. 150, I. 175, J. 200, K. 250, L. 300, M. 350 e N. 400 ug L™

Tabela 27. Figuras de mérito do método de screening proposto.

) ) ) 5 LD LQ Comprimento
Analito Intervalo linear r Equacéo dareta 1 1
(MgL?) (MgLo) de onda
TC 0,9996 A =0,0011C+c + 0,0024 8,62 28,75
OTC 50 -400 ug LY 0,9997 A=0,0010Corc +0,0210 10,28 34,25 435 nm
DC 0,9998 A =0,0010Cpc +0,0164 12,20 40,67

Segundo se observa na Tabela acima, os limites de deteccao variaram de 8,6
até 12,2 pug L™ e os limites de quantificagéo estiveram no intervalo de 28,8 até 40,7
ug L. Estes valores foram inferiores ao MRL de 100 pg L™ para tetraciclinas no
leite, estabelecido pelas entidades reguladoras'****°, demonstrando assim, que o
método proposto é suficientemente sensivel para detectar residuos de tetraciclinas
neste tipo de matriz.

Resultados muito semelhantes foram obtidos para as curvas de calibracéo
construidas adicionando solucdes padrbes de cada tetraciclina na matriz de leite. O
valor de t calculado (2,236) para a comparacgéo das inclinagdes das curvas analiticas
(padréo e padrao na matriz) resultou menor do que o valor critico de 2,776 (g.l. =4 e
p-valor = 0,05), indicando que nao houve diferengas estatisticamente significativas
entre os coeficientes angulares no nivel de confianca de 95 % e, portanto, efeitos de
matriz estavam ausentes.

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que o método de screening
proposto apresenta adequada linearidade e sensibilidade para a analise de

tetraciclina, oxitetraciclina e doxiciclina em amostras de leite bovino.
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4.4.2.2 Estudo de interferéncias

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo das possiveis interferéncias
descritas no topico 3.6.4.1 sdo apresentados na Tabela 28. A presenca destes
compostos em proporgdes de 1:1 e 1:10 de analito:interferente n&o apresentou
interferéncias significativas para o método de screening proposto considerando
variacbes do sinal sem exceder de + 5 %.*® Os valores de RSD calculados
resultaram menores que 15,0 %3, indicando uma boa precisdo nas medidas de
absorbancia. As recuperacdes médias encontradas nas matrizes de leite simuladas
estiveram dentro do intervalo de 96,15 até 103,69 %. Os resultados demonstraram

gue o método de screening proposto é seletivo para a classe das tetraciclinas.

Tabela 28. Resultados obtidos a partir do estudo de interferéncias.

Possivel Proporcéo de Desvio do sinal RSD Recuperacéo (%)
interferente Analito/interferente A (%) (%) R+ SD-¢)

. _ 11 -0,96 7,77
Sulfaquinoxalina 101,25 +£ 2,95

1:10 +3,21 6,87

, 11 +4,81 3,18
Sulfatiazol 103,69 + 1,59

1:10 +2,56 8,86

_ _ 1:1 +4,17 2,82
Sulfadimetoxina 103,21 £ 1,36

1:10 +2,24 1,09

) 11 -2,88 0,99
Sulfasalazina 96,15+ 1,36

1:10 -4,81 3,03

- 11 +0,64 4,52
Gentamicina 102,08 + 2,04

1:10 +3,53 1,07

- 11 -4,81 1,01
Estreptomicina 97,92 £ 3,85

1:10 +0,64 7,96

4.4.2.3 Otimizacao do preparo de amostra

7

A preparagdo de amostra é, frequentemente, o aspecto mais critico no
desenvolvimento de um método para andlise de residuos.”® O tipo de tratamento
depende da natureza da matriz, do método e das propriedades quimicas dos
analitos. De maneira geral, a extragdo de antibidticos a partir de amostras de leite
inclui um passo de precipitacdo de proteinas com solventes organicos*, ou

combinando estes solventes com compostos acidos, tais como acido acético®®, acido
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succinico™ e é&cido tricloroacético®**'%

, dentre outros, seguido por pré-
concentracéao utilizando cartuchos de SPE.

A Figura 31 representa as recuperacdes obtidas pelos tratamentos de amostra
avaliados utilizando é&cido acético, acido succinico, e acido tricloroacético no
intervalo de concentracdo de 0,5 - 10,0 %. De acordo com o0 que é observado, o
acido acético ndo foi adequado para tratar as amostras de leite porque recuperagdes
muito baixas (abaixo de 30 %) foram obtidas quando utilizado este composto. O uso
de &cido succinico e o acido tricloroacético em concentracdes de 0,5-5,0 % resultou
em recuperagdes globais de 61,9 % e 72,7 %, respectivamente, enquanto para as
concentracdes acima de 5 % foram obtidas baixas recuperacdes utilizando ambos
compostos. Observou-se também que os valores de SD das recuperacdes
aumentaram com 0 aumento da concentracdo do agente de precipitacdo, o qual
poderia ser devido as interferéncias espectrais observadas na regido de 400-600 nm
quando utilizado o dispositivo LWCC. Finalmente, a melhor recuperacdo de 82,3 %
foi conseguida com 1 % de acido tricloroacético e, portanto, estas condicfes foram

estabelecidas para as analises subsequentes.
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Figura 31. Efeito dos diferentes agentes precipitantes sobre a recuperacgéo de tetraciclinas.

Considerando a complexidade da matriz de leite, os resultados obtidos com
acido tricloroacético 1 % foram muito favoraveis. Entretanto, o processo de preparo
de amostra foi simplificado utilizando apenas um tratamento acido para precipitar as

proteinas do leite, evitando assim, o emprego de procedimentos de extracdo que
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podem resultar caros e demorados. Dessa forma, o método proposto fornece um
pré-tratamento de amostra simples, rapido e barato para a analise de tetraciclinas
em amostra de leite bovino.

O meétodo de screening desenvolvido com deteccdo espectrofotométrica
baseado em LWCC representa uma grande melhoria para os métodos existentes,
uma vez que etapas de extracdo sdo normalmente requeridas nas analises de

amostras complexas como o leite bovino.

4.4.2.4 Estudo de adicdo de padréo e recuperacéao

O estudo de adicdo de padréo e recuperacdo em diferentes tipos de amostras
de leite foi realizado segundo se descreve no topico 3.5.4.3. A Tabela 29 apresenta
0s resultados obtidos para as amostras de leite fortificadas com concentracdes
conhecidas de tetraciclinas (70-300 pg L™).

Tabela 29. Precisfes e recuperac¢des intra-dia e inter-dia para a deteccao de tetraciclinas.

. C. Fortificada C. Encontrada (ug L'l) Precisdo, RSD (%) Recuperacgéo (%)

Analito (ug L'l) Intra-dia Inter-dia Intra-dia Inter-dia Intra-dia®  Inter-dia®
70 50,1 51,7 9,3 9,5 715+6,7 739+7,0

TC 100 78,5 180,5 6,4 7,2 785+51 805+5,8
200 155,5 150,8 3,6 6,3 778+2,8 754+4,7

300 237,6 222,6 4,9 8,7 79,2+3,9 742+6,5

70 49,7 52,7 8,4 10,4 71,059 752+7,8

oTC 100 80,3 82,0 4,4 7,8 80,3+35 820+64
200 142,0 143,0 3,2 4,2 71,0+23 715+3,0

300 247,0 239,2 2,5 45 82,3+2,1 79,7+3,6

70 541 55,4 7,5 9,0 77,2+58 79,1+7,1

bC 100 73,4 72,2 6,8 8,1 73,4+50 722+5,8
200 142,1 146,4 3,5 6,3 71,0£25 73,2+4,6

300 226,1 222,6 2,5 4,1 754+19 742+31

# Valor médio + desvio padrdo considerando trés determinagdes independentes (n = 3).
® \valor médio + desvio padréo considerando nove determinagfes independentes (n = 9).

Para cada nivel de concentracdo analisado, observou-se que o0s valores de
RSD correspondentes ao estudo de precisdo intra-dia sdo menores do que 0s
valores do estudo de preciséo inter-dia, o qual € razoavel, pois de um dia para outro

podem ocorrer variagbes ambientais, erros na preparacdo das solugbes ou
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simplesmente o equipamento ndo apresenta a mesma sensibilidade, entre outras,
resultando em possiveis flutuacdes nas medidas de absorbancia.

As precisfes intra-dia e inter-dia para as tetraciclinas estudadas foram dentro
dos intervalos 2,5-9,3 % e 4,1-10,4 %, respectivamente e, a recuperacdo global foi
de 76,0 £ 3,1 % para TC, de 78,0 £ 3,4 % para OTC e de 74,7 £ 3,1 % para DC.
Todos os resultados obtidos estavam dentro dos critérios aceitaveis para a precisdo
intermediaria (<15 % RSD) e recuperacdo (70-110 %), de acordo com as
recomendacées do Codex Alimentarius*®®, indicando que o desempenho do método
proposto foi satisfatorio em termos de precisédo e exatiddo e, que o tratamento de
amostra otimizado foi eficiente para a precipitacdo de proteinas a partir de amostras

de leite. Dessa forma, verificou-se também a auséncia de efeitos de matriz.

4.4.3 Aplicacdo do método de screening proposto em amostras de leite

Nos métodos de screening, a concentracdo de corte ou o chamado limite de
decisdo é o limite que depende da definicAdo de um determinado nivel de
probabilidade para garantir a obtencdo de uma resposta binaria correta.’®® No
presente trabalho, foi utilizada uma concentracdo de corte de 100 pg L™, uma vez
que este valor € o limite de tolerdncia para residuos de tetraciclinas no leite,
considerado como téxico para a saude humana, de acordo com a legislacdo
vigente.1®*%° A regido sem confiabilidade em um método de screening é

pY

considerada como o intervalo localizado préximo a concentracdo de corte, que
depende da probabilidade estatistica que é assumida pelo analista.*®*%*

A resposta binaria do método de screening desenvolvido foi obtida a partir do
sinal de absorbancia correspondente a cada nivel de concentracdo fortificado,
permitindo classificar as amostras de leite por apresentar uma resposta negativa
quando as tetraciclinas estavam abaixo ou no limite de tolerancia (100 pg L™), ou
uma resposta positiva quando as tetraciclinas estavam acima do limite de tolerancia
(100 pg L™Y). Nesse contexto, um resultado falso negativo ocorre quando uma
resposta negativa € obtida para uma solucdo de amostra de leite contendo
tetraciclinas a um nivel acima da concentragdo de corte. Um resultado falso positivo
ocorre quando uma resposta positiva € obtida para uma solugéo de amostra de leite

contendo tetraciclinas a um nivel abaixo da concentracéo de corte.*®%6!
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A Figura 32 mostra os sinais transientes obtidos para as amostras de leite sem
fortificag@o e fortificadas com tetraciclina nos niveis considerados. Os valores de
absorbancia obtidos a partir da realizacdo dessas analises sdo apresentados na
Tabela 30, juntamente com os resultados de screening associados. Na sequéncia,
as Tabelas 31 e 32 mostram os resultados de absorbancia obtidos apds a
fortificacdo das amostras de leite com oxitetraciclina e doxiciclina, respectivamente,

nas concentracdes de 70, 100 e 150 pg L™, seguindo o mesmo procedimento.
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Figura 32. Sinais transientes obtidos antes e depois da fortificacdo das amostras de leite com
tetraciclina. Os sinais identificados por A — I: correspondem as nove amostras de leite analisadas. As

fortificacbes nas concentracbes de 70, 100 e 150 pg L™ estdo identificadas por 1, 2 e 3,
respectivamente.
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Tabela 30. Resultados de screening obtidos para a fortificacdo com tetraciclina.

Amostras analisadas Fortificacfes Absorbancia 435nm Resultado de

(ABranco * SD(nZS)) (Hg L-l) A L sD(n:3) Screening
A2 70 0,669 + 0,009 (=) Negativo
100 0,695 + 0,006 (=) Negativo
(0,615 £ 0,002) -
150 0,736 = 0,004 (+) Positivo
Bo 70 0,691 + 0,007 (=) Negativo
100 0,723 £ 0,006 (=) Negativo
(0,642 £ 0,006) -
150 0,771 + 0,003 (+) Positivo
e 70 0,500 £ 0,005 (=) Negativo
100 0,531 + 0,006 (=) Negativo
(0,447 £ 0,007) -
150 0,574 + 0,007 (+) Positivo
D 70 0,561 + 0,008 (=) Negativo
100 0,594 + 0,008 (=) Negativo
(0,506 £ 0,015) -
150 0,623 + 0,005 (+) Positivo
- 70 0,591 + 0,006 (-) Negativo
100 0,617 £ 0,004 (=) Negativo
(0,546 £ 0,009) -
150 0,664 + 0,006 (+) Positivo
£ 70 0,572 + 0,007 (-) Negativo
100 0,597 £ 0,007 (=) Negativo
(0,521 + 0,008) -
150 0,636 + 0,005 (+) Positivo
b 70 0,535 + 0,007 (-) Negativo
100 0,564 + 0,006 (=) Negativo
(0,483 + 0,007) -
150 0,605 + 0,006 (+) Positivo
He 70 0,558 + 0,008 (=) Negativo
100 0,585 + 0,006 (=) Negativo
(0,505 £ 0,013) -
150 0,634 + 0,005 (+) Positivo
e 70 0,442 + 0,009 (=) Negativo
100 0,476 £ 0,005 (=) Negativo
(0,383 £ 0,008) .
150 0,509 + 0,010 (+) Positivo

% Amostras de leite desnatado, semi-desnatado e integral, respectivamente.
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Tabela 31. Resultados de screening obtidos para a fortificacdo com oxitetraciclina.

Amostras analisadas Fortificacfes Absorbancia 43snm Resultado de

(ABranco * SD(nZS)) (Hg L-l) A L sD(n:3) Screening
A2 70 0,648 + 0,005 (=) Negativo
100 0,672 £ 0,006 (=) Negativo
(0,615 £ 0,002) -
150 0,721 + 0,006 (+) Positivo
Bo 70 0,660 £ 0,004 (=) Negativo
100 0,694 + 0,008 (=) Negativo
(0,642 £ 0,005) -
150 0,740 + 0,003 (+) Positivo
e 70 0,477 £ 0,005 (=) Negativo
100 0,500 £ 0,007 (=) Negativo
(0,447 £ 0,007) -
150 0,552 + 0,004 (+) Positivo
D 70 0,537 £ 0,006 (=) Negativo
100 0,576 £ 0,005 (=) Negativo
(0,506 £ 0,015) N
150 0,610 + 0,007 (+) Positivo
- 70 0,579 + 0,007 (-) Negativo
100 0,603 £ 0,006 (=) Negativo
(0,546 £ 0,009) -
150 0,645 + 0,004 (+) Positivo
£ 70 0,556 + 0,006 (-) Negativo
100 0,584 + 0,009 (=) Negativo
(0,521 + 0,008) -
150 0,622 + 0,003 (+) Positivo
b 70 0,516 + 0,004 (-) Negativo
100 0,540 £ 0,007 (=) Negativo
(0,483 + 0,007) -
150 0,578 + 0,006 (+) Positivo
He 70 0,534 + 0,004 (=) Negativo
100 0,564 + 0,004 (=) Negativo
(0,505 £ 0,013) -
150 0,596 + 0,008 (+) Positivo
e 70 0,416 + 0,005 (=) Negativo
100 0,442 + 0,003 (=) Negativo
(0,383 £ 0,008) .
150 0,485 + 0,004 (+) Positivo

% Amostras de leite desnatado, semi-desnatado e integral, respectivamente.
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Tabela 32. Resultados de screening obtidos para a fortificacdo com doxiciclina.

Amostras analisadas Fortificacfes Absorbancia 435nm Resultado de

(ABranco * SD(nZS)) (Hg L-l) A L SD(n:3) Screening
A2 70 0,655 + 0,006 (=) Negativo
100 0,670 £ 0,008 (=) Negativo
(0,615 £ 0,002) -
150 0,716 + 0,006 (+) Positivo
Bo 70 0,680 £ 0,004 (=) Negativo
100 0,699 £ 0,005 (=) Negativo
(0,642 £ 0,005) -
150 0,750 + 0,006 (+) Positivo
e 70 0,480 £ 0,004 (=) Negativo
100 0,514 + 0,004 (=) Negativo
(0,447 £ 0,007) -
150 0,559 + 0,007 (+) Positivo
D 70 0,540 £ 0,006 (=) Negativo
100 0,563 + 0,004 (=) Negativo
(0,506 £ 0,015) N
150 0,611 + 0,009 (+) Positivo
- 70 0,584 + 0,005 (-) Negativo
100 0,615 £ 0,006 (=) Negativo
(0,546 + 0,009) -
150 0,657 + 0,006 (+) Positivo
£ 70 0,554 + 0,005 (-) Negativo
100 0,582 + 0,005 (=) Negativo
(0,521 + 0,008) -
150 0,626 + 0,005 (+) Positivo
b 70 0,517 + 0,004 (-) Negativo
100 0,543 £ 0,006 (=) Negativo
(0,483 + 0,007) -
150 0,578 + 0,007 (+) Positivo
He 70 0,540 + 0,006 (=) Negativo
100 0,564 + 0,005 (=) Negativo
(0,505 + 0,013) -
150 0,609 + 0,006 (+) Positivo
e 70 0,420 + 0,005 (=) Negativo
100 0,448 + 0,005 (=) Negativo
(0,383 £ 0,008) N
150 0,484 + 0,005 (+) Positivo

% Amostras de leite desnatado, semi-desnatado e integral, respectivamente.

Resumidamente, os resultados de screening para todas as amostras
fortificadas com tetraciclinas individuais sdo apresentados na Tabela 33. Para uma
melhor visualizacdo dos dados apresentados, a Figura 33 ilustra os resultados de
screening obtidos para algumas das amostras analisadas (fortificadas e né&o
fortificadas), mostrando o valor médio de absorbancia medido para cada amostra em
triplicata e a concentragao do analito correspondente. Na Figura 33, a linha vermelha
representa o valor de absorbancia correspondente a concentracéo de corte (100 pg
L"), de modo que os valores de absorbancia abaixo de este valor de corte foram
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considerados resultados negativos e os valores de absorbancia acima do valor de

corte foram considerados resultados positivos.

Tabela 33. Resultados de screening para as amostras de leite fortificadas com

tetraciclinas individuais.

TC (ug L) OTC (ug L) DC (ug L™)
Amostra

70 100 150 70 100 150 70 100 150
A B 6 ® I G NN G B 6O ™
B B 6 ® O I G I G5 B 6O ®
c’ B 6 ® I G NN G B 6O ™
D B 6 ® I G NN G I I ¢
E® B 6 ® O I G I G5 B 6O ®
F B 6 ® I G NN G O I I ¢
G* B 6 ® I G NN G I I ¢
H° B 6 ® O I G I G5 B 6O ®
I° CHCING) CHRCING) QI INC

# Amostras de leite desnatado, semi-desnatado e integral, respectivamente.
Nota: () resultado negativo, (+) resultado positivo.

Desnatado ; ; Semi-desnatado , Integral

0,90 - ' 300
= Sem fortificagao * Fortificagdao em 100 pg L’
« Fortificagao em 70 pg L = Fortificagdo em 150 ug L™
0,75 4 H - . — Concentragao L 250
0,60 BN - 200
.E | . H : - - | ]
U . H * L] "
S 0,45 L HE 150
o AR E i
S : g
(o) i = i N —_
m — — —— —_
2 -
< 0,30 —- 100
0,15 T T — 50
0,00 I T T T T 'I T T L T 'I 'I T LA B LI I 0

Amostras de leite analisadas

5-7 8-10 11 12-14 15-17 18-20 21 22-24 25-27 28-30

Concentragdo (ug L")

Figura 33. Resultados de screening obtidos para amostras de leite com e sem adi¢&o de tetraciclinas.
As amostras 1-10, 11-20 e 21-30 correspondem a amostras de leite desnatado, semi-desnatado e
integral, respectivamente. As amostras 2-4, 12-14 e 22-24 correspondem a amostras de leite
fortificadas com TC. As amostras 5-7, 15-17 e 25-27 correspondem a amostras de leite fortificadas
com OTC. As amostras 8-10, 18-20 e 28-30 correspondem a amostras de leite fortificadas com DC.
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Os resultados obtidos pelo método de screening proposto mostraram que as
amostras de leite analisadas sem a adi¢ao de tetraciclinas resultaram negativas para
a presenca desta classe de antibioticos (Figura 33, amostras 1, 11 e 21), indicando
gue as amostras de leite estdo isentas de residuos de tetraciclinas ou que as suas
quantidades nas amostras ndo ultrapassam os limites de detec¢cdo do método (8,6-
10,2 pg L™Y). Dessa forma, as amostras analisadas podem ser declaradas como
produtos com adequada qualidade para o consumo humanao.

Resultados negativos também foram obtidos para as amostras contendo 70 e
100 pg L™ de tetraciclinas individuais (Tabela 33 e Figura 33), indicando que n&o
houve resultados falsos positivos nas analises. Entretanto, todas as amostras
fortificadas com tetraciclinas individuais em 150 pg L mostraram resultados
positivos (Tabela 33 e Figura 33), eliminando assim, a possibilidade de obter
resultados falsos negativos pelo método de screening.

A analise de amostras fortificadas combinando dois e trés tetraciclinas foi
utilizada para avaliar o comportamento de cada tetraciclina na presenca da outra,
considerando-se a determinacdo da soma delas. Duas amostras de leite de cada
tipo (desnatado, semi-desnatado e integral) foram utilizadas para estas analises e as
combinacgdes de tetraciclinas empregadas foram de TC/OTC, TC/DC, OTC/DC e
TC/OTC/DC.

Os resultados de screening a partir da combinacdo de tetraciclinas séo
apresentados na Tabela 34. Nestes casos, resultados positivos foram observados
apenas para combinacdes de dois e trés tetraciclinas a 150 pg L™, de modo que
todas as outras combinagbes deram resultados negativos. Um comportamento
semelhante foi observado para as amostras fortificadas com tetraciclinas individuais
nos trés niveis de concentracdo considerados. As amostras de leite que resultaram
positivas pelo método de screening proposto foram analisadas também utilizando
um método cromatografico oficial.>®

A auséncia de resultados falsos positivos e falsos negativos nas amostras
fortificadas mostrou a viabilidade pratica da aplicacdo do método de screening

desenvolvido para o controle de qualidade do leite bovino na industria alimenticia.



Tabela 34. Resultados de screening obtidos para as fortificacdes combinadas das tetraciclinas.

Amostra C. Fortificada Fortificagdes combinadas Absorbancia 435 nm Resultado de
(Agranco) (g L'l) das tetraciclinas A+ SD(:-3 screening
o 70 3Bug L' TC+35ug Lt OTC 0,537 + 0,007 (-) Negativo
(0,506) 100 50 ug L* TC + 50 ug L* OTC 0,565 + 0,008 (-) Negativo
' 150 75ug Lt TC+75pug L OTC 0,602 + 0,005 (+) Positivo
25ug L*TC + 25 ug L*OTC ,
70 + 25 ug L DC 0,575 + 0,004 (-) Negativo
Hg
E? 33,33 ug L' TC +33,33 ug L™ _
100 3 0,594 + 0,006 (-) Negativo
(0,546) OTC +33,33ug L™ DC
50 ug L*TC +50 pg L*OTC N
150 +50 ug L DC 0,644 + 0,006 (+) Positivo
Hg
e 70 35ug L*TC+35pug L' DC 0,549 + 0,008 (-) Negativo
©521) 100 50 ug L* TC+50 pg L* DC 0,571 + 0,010 (-) Negativo
’ 150 75ug LT TC + 75 pug L' DC 0,625 + 0,002 (+) Positivo
25ug L' TC +25 ug L* OTC _
70 425 ug L DG 0,510 + 0,004 (-) Negativo
Hg
Gb
33,33 pug L*TC +33,33 ug L™ .
(0,483) 100 B 0,544 + 0,006 (-) Negativo
OTC +33,33ugL " DC
50 ug L* TC +50 pg L*OTC N
150 +50 ug L DC 0,581 + 0,007 (+) Positivo
Mg
e 70 35ug L*OTC +35ug L™ DC 0,534 + 0,008 (-) Negativo
(0,505) 100 50 ug L OTC +50 pug L™* DC 0,565 + 0,009 (-) Negativo
’ 150 75ug Lt OTC + 75 ug L™* DC 0,596 + 0,003 (+) Positivo
3Bug L' TC+35ug L' OTC 0,409 + 0,005 (-) Negativo
35ugL*OTC +35ug L DC 0,412 + 0,008 (-) Negativo
70 3/ug L' TC+35ugL"DC 0,414 + 0,006 (-) Negativo
25ug L' TC +25 ug L* OTC _
+25 g L2 DC 0,411 + 0,007 (=) Negativo
75ug L' TC + 75 ug L* OTC 0,434 +0,011 (-) Negativo
¢ 75ug L*OTC + 75 ug L* DC 0,443 + 0,009 (-) Negativo
(0.383) 100 75ug L TC + 75 ug L* DC 0,438 + 0,012 (-) Negativo
’ 33,33 pug L*TC +33,33 ug L™ _
1 0,447 + 0,008 (=) Negativo
OTC +33,33ug L™ DC
50 ug L' TC +50 g L OTC 0,487 + 0,004 (+) Positivo
50 ug L*OTC +50 ug L* DC 0,474 + 0,003 (+) Positivo
150 50 ug L' TC +50 pg L™ DC 0,471 + 0,006 (+) Positivo
50 ug L' TC +50 pg L' OTC B
0,480 + 0,006 (+) Positivo

+50 ug L* DC

% Amostras de leite desnatado, semi-desnatado e integral, respectivamente.
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4.4.4 Método oficial (HPLC)
4.4.4.1 Curvas analiticas para o método cromatografico oficial

A Figura 34 A-C ilustra as curvas analiticas pelo método oficial construidas a
partir da dependéncia linear da area do pico e a concentracdo de tetraciclina,
oxitetraciclina e doxiciclina, respectivamente. As principais caracteristicas das curvas
analiticas sdo apresentadas na Tabela 35, evidenciando-se boa linearidade no

intervalo de concentracéo de 0,2 - 5,0 ug mL™.

160000 - 200000 - .
a B 160000 7 -
140000 - 180000 7 140000
160000 -
120000 - 120000 |
140000 -
100000 - i 100000
£ £ 120000 £
£ 80000 A € 100000 | € 80000 |
= 5 5
g g E
& 60000 .5 80000 £ 60000 -
60000 |
20000 | 20000
20000 1
20000 | 20000 1 20000
0 . : . : . 0 : : : : . 0 : . : . .
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 00 1,0 2,0 3,0 2,0 50 0,0 10 2,0 3,0 4,0 5,0

Concentracio de oxitetracicling, (ug mLY) Concentracio de tetraciclina, (ug mL) Concentracio de doxicicling, (ug mLl)

Figura 34. Curvas analiticas obtidas pelo método cromatografico oficial para oxitetraciclina (A),
tetraciclina (B) e doxiciclina (C). As concentra¢gBes dos padrdes utilizadas foram: 0,2; 0,3; 0,5; 0,75;
1,0e 5,0 pg mL™.

Tabela 35. Principais parametros das curvas analiticas pelo método oficial (HPLC).

Comprimento

Analito Intervalo linear r’ Equacio da reta
de onda
oTC 0,9998 A = 28502Cqtc + 833,0
TC 02-50pugmL* 0,9997  A=36915Crc +597,8 355 nm
DC 0,9998 A =26644Cpc + 109,1

4.4.4.2 Aplicacdo do método oficial

As amostras de leite que apresentaram resultados positivos pelo método de
screening proposto foram analisadas também utilizando um método cromatografico
oficial para a determinacdo de residuos de tetraciclinas em leite.>® O cromatograma
correspondente a mistura padrdo dos analitos esta representado pela Figura 35,
onde se observa uma boa separacao das tetraciclinas analisadas, com tempos de
retencdo de 7,68; 8,03 e 11,20 min para oxitetraciclina, tetraciclina e doxiciclina,

respectivamente.
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Figura 35. Clromatograma obtido para a mistura padrdo das tetraciclinas preparada na concentracao
de 150 pg L™

A Figura 36 mostra o cromatograma obtido para uma amostra de leite bovino
isenta de antibioticos da classe das tetraciclinas e, a partir da Figura 37, verificou-se
a presenca de residuos desta classe de compostos em uma amostra de leite
fortificada com as tetraciclinas estudadas em 150 ug L™.

14000
12000
10000
8000
6000

4000

Areado pico

2000

0 2 4 B & 10 12 14

Tempao, (min)

Figura 36. Cromatograma obtido para uma amostra de leite (branco) isenta de residuos de
tetraciclinas.
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Figura 37. Cromatograma obtido para uma amostra de leite (branco) fortificada com tetraciclinas no
nivel de concentracdo de 150 pug L™

A Tabela 36 apresenta os resultados obtidos para as amostras de leite
analisadas pelo método oficial (HPLC), juntamente com os resultados positivos
obtidos a partir de amostras de leite fortificadas utilizando o método de screening
desenvolvido. Na mesma, observou-se boa concordancia entre ambos os métodos,
considerando que as amostras de leite com resultados positivos pelo método de
screening realmente apresentavam concentragdes das tetraciclinas acima do limite
permitido (100 pg L™).2***°° Nesse caso, as amostras analisadas seriam declaradas
como n&o aptas para 0 consumo humano.

Os resultados obtidos verificaram a confiabilidade do método de screening
proposto, indicando que a regido sem confiabilidade pode ser no intervalo de 100 até
130 ug L™
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Tabela 36. Resultados de screening obtidos para as amostras de leite fortificadas a 150 pug L™ com as

tetraciclinas estudadas e as concentracdes medidas pelo método oficial.

Composto C. Encontrada Resultado de  Método oficial
Amostra o d e ) e
adicionado (Mg L) screening (Mg L)

TC 111,9+ 3,7 Positivo 143,5+9,1
A? oTC 127,3+5,5 Positivo 145,7+0,2
DC 117,1+6,0 Positivo 150,6 £ 0,4
TC 123,3+3,5 Positivo 142,7+7,9
B oTC 118,7+ 3,1 Positivo 150,2+1,0
DC 124,4 +5,6 Positivo 144,2 + 0,3
TC 123,3+3,5 Positivo 138,0+7,1
ct OoTC 126,3+ 4,2 Positivo 145,7 + 0,7
DC 128,7 £ 6,7 Positivo 150,5+1,8

TC 108,8 + 4,1 Positivo 1425+11,1
D2 OoTC 124,7 + 6,8 Positivo 152,0+1,2
DC 121,4 £ 8,7 Positivo 1499+ 4,2
TC+OTC 117,3+4,9 Positivo 142,1+7,9

TC 109,5+5,7 Positivo 138,9+ 10,7
- oTC 120,0+£4,0 Positivo 149,6 £+ 0,4
DC 127,4 + 6,2 Positivo 151,1+0,1
TC+OTC+DC 119,0+5,6 Positivo 143,1+ 3,6

TC 107,0+4,1 Positivo 1385+11,4
£ OoTC 121,7+ 3,1 Positivo 149,4+1,0
DC 121,7+4,5 Positivo 150,3+0,6
TC+DC 125,3+2,3 Positivo 137,6 +5,8

TC 112,8£5,0 Positivo 138,1 £ 10,3
b OoTC 116,0+5,6 Positivo 148,9+0,3
G DC 111,1+7,1 Positivo 149,4 + 1,2
TC+OTC+DC 119,00+ 7,0 Positivo 144,7 £+ 4,2
TC 119,2+ 4.3 Positivo 146,0+ 0,9
c oTC 112,3+7,6 Positivo 149,1+0,1
3 DC 120,1+6,1 Positivo 149,8 £ 0,7
OTC+DC 112,3+2,5 Positivo 146,9+1,7
TC 117,0+£9,1 Positivo 138,0+7,8
oTC 123,3+£3,5 Positivo 1489+1,2
DC 117,7+5,0 Positivo 146,5+ 0,7
1° TC+OTC 125,0+ 3,6 Positivo 1453+ 1,4
OTC+DC 116,0+£ 4,6 Positivo 151,8+2,0
TC+DC 108,7+5,5 Positivo 144,0+ 3,5
TC+OTC+DC 118,0+5,6 Positivo 1426+ 24

% Amostras de leite desnatado, semi-desnatado e integral, respectivamente.

4 Tetraciclinas individuais e combinacdes de dois e trés tetraciclinas.

¢ Valor médio de trés determinagdes independentes (n = 3) + desvio padréo (SD).
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4.4.5 Confirmacédo de residuos de tetraciclinas por LC-MS/MS

A presenca de residuos de tetraciclinas nas amostras de leite fortificadas que
deram resultados positivos pelo método de screening proposto foi confirmada por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.®’ Os experimentos de
SRM (selected reaction monitoring) foram empregados para a identificacdo das
substancias de modo altamente seletivo, onde trés transi¢coes (ion precursor — ion
fragmento) foram monitoradas a partir de andlises prévias de solucdes padrées de
200 pg L™ de cada tetraciclina por separada. A escolha das transicbes se deu
através da otimizacdo automéatica dos parametros (Tabela 13), onde os trés ions
fragmentos mais intensos foram selecionados para as analises por SRM.

Os espectros de massa de varredura completa (full scan) obtidos para TC,
OTC e DC, mostraram picos em m/z 445,0; 461,0 e 445,2; respectivamente, que
correspondem aos ions moleculares protonados [M+H]*. A Figura 38 apresenta 0s
espectros de massas obtidos a partir dos experimentos de otimizacdo MS2
realizados para cada um dos padrdes. Apds a fragmentacdo dos ions [M+H]" na cela
de colisdo, os ions fragmentos de maior intensidade foram m/z 410,0 e 426,0 para
TC (Figura 38 A) e OTC (Figura 38 B), respectivamente, correspondendo a [M+H-
H,O-NHz]*. Entretanto para DC, o ion fragmento mais abundante foi m/z 428,2
(Figura 38 C), correspondente a [M+H-NHs]". Esses ions fragmentos,
correspondentes a primeira transicdo (SRM1), foram utilizados para monitorizar a
presenca de cada antibiético nas solucdes padrdes e nas amostras de leite
fortificadas. Enquanto a segunda (SRM2) e terceira (SRM3) transicdo foram
selecionadas para confirmar a deteccdo por SRM a fim de eliminar os erros de
identificacdo e falsos positivos nas amostras.

Os cromatogramas de ions extraidos (XICs) obtidos para a mistura padrédo dos
antibioticos sdo mostrados na Figura 39, observando-se boa separacdo das
tetraciclinas, com tempos de retencéo de 5,09; 5,91 e 9,74 min para as transi¢des de
OTC (Figura 39 A), TC (Figura 39 B) e DC (Figura 39 C), respectivamente. As
transicbes de cada analito possuem o0 mesmo tempo de retencdo e estédo
apresentadas no mesmo cromatograma de ion extraido (XIC), onde em preto trata-
se da SRM1, vermelho da SRM2 e verde de MRM3.
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Figura 38. Espectro de ions produtos obtidos pela fragmentacao dos ions [M+H]+: m/z 445,0 (TC);
m/z 461,0 (OTC) e m/z 445,2 (DC), respectivamente.
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Figura 39. Cromatogramas de ions extraidos (XICs) de (A) oxitetraciclina, (B) tetraciclina e (C)
doxiciclina, obtidos a partir de uma mistura padréo destes antibiéticos a 150 ug L™.

O cromatograma obtido para uma amostra de leite sem a adicdo de
tetraciclinas (Figura 40 A) mostrou a presenca de um pico em 9,76 min, o qual pode
estar associado a um interferente com a mesma massa e transicdo (SRM1) de
doxiciclina, ou bem a um problema de efeito de memdria (carryover). Esta ultima
possibilidade foi verificada pela analise do solvente (metanol), onde o cromatograma
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obtido (Figura 40 B) mostrou a auséncia do pico em 9,76 min. Além disso, as
transi¢cdes de confirmagédo (SRM2 e SRM3) para doxiciclina ndo foram detectadas
na analise da amostra (Figura 41 C), indicando assim, a presenca de um interferente
na amostra em branco. Dessa forma, confirmou-se que as amostras de leite

analisadas por LC-MS/MS estavam livres de antibi6ticos de tetraciclina.
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Figura 40. Cromatograma de ions totais (TIC) de (A) uma amostra de leite sem a adicdo de
tetraciclinas (Branco) e (B) do solvente (Metanol).
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Figura 41. Cromatogramas de fons extraidos (XICs) de (A) oxitetraciclina, (B) tetraciclina e (C)
doxiciclina para uma amostra de leite sem a adigdo de tetraciclinas (Branco).

Finalmente, a analise das amostras de leite fortificadas confirmou a presenca
de todos os antibidticos. Os cromatogramas para OTC, TC e DC apresentados na
Figura 42 A-C, respectivamente, confirmaram os tempos de retencdo para 0sS

diferentes compostos e a presenca de todas as transicoes.
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Figura 42. Cromatogramas de ions extraidos (XICs) de (A) oxitetraciclina, (B) tetraciclina e (C)
doxiciclina para uma amostra de leite fortificada com 150 pg L™ de cada tetraciclina.

De maneira geral, o método de screening proposto ofereceu uma rapida
resposta binaria do tipo Sim ou N&o a partir da presenca ou auséncia de antibiéticos
de tetraciclina em amostras de leite bovino, de acordo com o limite de residuo que
se considera toxico para saude humana. Nas analises, etapas de extracdo ou
complicados tratamentos de amostras nao foram requeridos, providenciando uma
frequéncia analitica de 42 amostras por hora, juntamente com um baixo consumo de

reagentes e amostras, eliminando o uso de solventes organicos. Dessa forma,
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tornou-se ambientalmente mais amigavel. Além disso, o método de screening pode
ser usado como um filtro, minimizando o nimero de amostras submetidas a analise
completa por métodos tradicionais, de modo que se reduzem o0s custos e tempo de
analises.

O novo método de screening desenvolvido mostrou um excelente desempenho
como ferramenta analitica para o controle de qualidade do leite bovino na industria

de alimentos, visando a protecao dos consumidores.

4.5 Determinacdo de residuos de tetraciclinas em suplementos de ovos
empregando andlise por injecdo em fluxo baseada em uma cela capilar de
longo caminho éptico apds microextracao liquido-liquido dispersiva assistida
por ultrassom (US-DLLME)

4.5.1 Otimizac¢ao do sistema FIA com banho de aguecimento in-line

Os parametros significativos para o sistema FIA de zonas coalescentes
baseado em LWCC representado pela Figura 7 sdo os seguintes: comprimento da
bobina de reacdo, temperatura, volume de amostra, volume de reagente, vazao
(velocidade de fluxo) e, as concentracdes de acido p-sulfanilico (CsH7NO3S), acido
cloridrico (HCI), nitrito de soédio (NaNO;) e acetato de sdédio (NaAc). Os valores
otimos para as variaveis quimicas envolvidas na reacdo de diazotacdo estudada
(concentracbes de CgH;NOsS, HCI, NaNO, e NaAc de 1,2 x 10 2,0 x 10
2,4 x 10% e 5,0 x 102 mol L, respectivamente), os volumes de amostra e de
reagente (402 e 603 L, respectivamente), bem como para a temperatura (45 °C) do
banho de aquecimento, foram estabelecidos em experimentos realizados com
anterioridade. Adicionalmente, os efeitos do comprimento da bobina reacional e da
vazao foram investigados para o novo método em fluxo utilizando um planejamento

composto central.>?
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4.5.1.1 Planejamento composto central

A Tabela 37 apresenta os valores codificados e ndo codificados do
comprimento da bobina de reacdo e da vazao, juntamente com 0S seus respectivos

valores de absorbancia.

Tabela 37. Variaveis codificadas e ndo codificadas com seus respectivos valores de absorbancias.

CODIFICADAS NAO CODIFICADAS
Exp. Comprimento da VazS\o_l Comprimento da Vazéu_)l :’-\bs 435 nm
bobina (cm) (mL min™) bobina (cm) (mL min™) A X SD( -3
1. 0 0 300 2,7 0,518 + 0,004
2. -1,41 0 159 2,7 0,355 + 0,012
3. 0 0 300 2,7 0,495 + 0,010
4, 0 0 300 2,7 0,507 + 0,007
5. 0 -1,41 300 1,9 0,593 + 0,002
6. +1,41 0 441 2,7 0,460 + 0,009
7. 0 +1,41 300 3,4 0,456 + 0,003
8. 0 0 300 2,7 0,535 + 0,005
9. +1 -1 400 2,1 0,540 £ 0,009
10. +1 +1 400 3,2 0,479 + 0,007
11. -1 +1 200 3,2 0,338 + 0,005
12. 300 2,7 0,536 + 0,003
13. 300 2,7 0,543 + 0,003
14. -1 -1 200 2,1 0,470 = 0,004

A superficie de resposta resultante e as curvas de nivel correspondentes sao
mostradas na Figura 43, como uma fung¢do do comprimento da bobina de reacéo e a
velocidade de fluxo para a deteccdo de absorbancia. A regido mais escura
(vermelha) dentro destes gréaficos a absorbancia méaxima obtida sob condi¢bes de
reagcdo Otimas, indicando, portanto, o niveis dos fatores aos quais as andlises foram
mais sensiveis. O modelo de regressdo quadratica obtido esta descrito pela
equacao:

A =0,226 + 0,003 x — 6,033 x 10°x* — 0,102 y — 0,015 y? + 3,056 x 10~*xy,
onde A é o fator resposta medido (absorbancia), x € a velocidade de fluxo (vazéo) e,
y é o comprimento da bobina reacional. O coeficiente de regressao calculada (r?) foi
de 0,96 %, indicando que a equacéao obtida foi capaz de explicar a relacao entre os

resultados experimentais e os efeitos dos fatores estudados.
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Figura 43. (A) Graficos de superficie de resposta e, (B) curvas de nivel obtidos para a influéncia do
comprimento da bobina reacional e a vazéo sob a sensibilidade da reacao.

A andlise dos graficos de superficie de resposta e a sua projecao, Figura 43 A

e B, respectivamente, permitiu identificar a regido 6tima para a deteccdo das



139

tetraciclinas, indicando que pontos abaixo do nivel —v/2 deveriam ser testados para a
velocidade de fluxo. No entanto, o nivel —2 foi selecionado levando em
consideracdo a vazdo minima de 1,9 mL min™ requerida para conseguir um fluxo
continuo no sistema FIA. Enquanto, o comprimento da bobina de reacdo foi
otimizado com sucesso no nivel central (0). O valor de absorvéncia maxima de 0,593
foi obtido utilizando uma velocidade de fluxo de 1,9 mL min® e 300 cm de
comprimento da bobina reacional, correspondendo-se com os niveis —J/2 e 0,
respectivamente. Os valores otimizados das variaveis forneceram picos uniformes e

uma linha base estavel durante as medicfes de absorbancia a 435 nm.
4.5.2 Otimizacao do procedimento de US-DLLME
4.5.2.1 Selecado dos solventes extrator e dispersor

A selecdo dos solventes (extrator e dispersor) apropriados para utilizagcdo em
um método de DLLME é um ponto critico para conseguir uma recuperacao
satisfatoria dos analitos. O solvente extrator tem que satisfazer varios requisitos que
incluem a baixa solubilidade em agua, boa capacidade de extracdo dos compostos
alvo, maior densidade que a agua, deve ser miscivel com o solvente dispersor e,
adequado para uso com a técnica analitica selecionada.'*® Na selecéo do solvente
dispersor, € importante garantir a sua miscibilidade tanto em agua (amostra) como
no solvente extrator (fase organica). *4°

A Figura 44 mostra os efeitos dos diferentes solventes extratores no
desempenho da extragcdo. Como pode ser observado, a extragdo mais eficiente foi a
obtida para CTC (85,7-92,3 %), provavelmente devido a maior afinidade deste
analito com os solventes clorados selecionados. O uso de diclorometano (79,0-85,7
%) e tetracloreto de carbono (76,2-92,3 %) para a extracao de tetraciclinas forneceu
recuperacdes satisfatérias em ambos os casos, embora fosse observado maior
dispersédo nos seus resultados. O solvente mais eficiente na extragao de tetraciclinas
foi o cloroférmio, com recuperagbes no intervalo de 86,3 até 90,7 % e a maior
recuperacédo global alcancada de 88,1 %. Dessa forma, o cloroformio foi o solvente

extrator selecionado.
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Figura 44. Efeitos dos diferentes solventes extratores na recuperagéo das tetraciclinas. Condi¢6es de
extracdo: 5 mL do extrato de suplemento de ovos, concentracéo fortificada de 200 ug kg'l, 200 pL do
solvente extrator, 500 uL de acetonitrila como solvente dispersor, 10 min de tempo de extracdo e 8
min de tempo de centrifugagéo.

As recuperacdes para a extracado de tetraciclinas utilizando metanol, etanol,
acetona e acetonitrila como solventes dispersores foram nos intervalos de 74,0-85,3
%,; 86,2-91,4 %, 62,5-74,3 % e 84,4-93,2 %, respectivamente, segundo se observa
na Figura 45. Os resultados mostraram que ndo houve uma boa separacdo das
fases (aguosa e organica) quando se utilizou acetona como solvente dispersor,
afetando o volume da fase sedimentada (organica) e, desse modo, uma recuperacao
global abaixo de 70 % foi obtida. As melhores recuperacdes globais foram obtidas
com metanol (89,2%) e acetonitrila (88,6%), o que pode ser atribuido a melhor
disperséo do solvente extrator (cloroformio) na fase aquosa. No entanto, o etanol foi
selecionado como o solvente dispersor mais adequado para os estudos posteriores,
uma vez que 0s seus resultados mostraram menores valores de SD, sendo
indicativo de boa precisdo. Além disso, o etanol € um solvente ambientalmente mais

amigavel e é mais barato.
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Figura 45. Efeitos dos diferentes solventes dispersores na recuperagdo das tetraciclinas. Condicdes
de extracdo: 5 mL do extrato de suplemento de ovos, concentracéo fortificada de 200 pg kg™, 200 uL
de cloroférmio como solvente extrator, 500 pL do solvente dispersor, 10 min de tempo de extragéo e 8
min de tempo de centrifugacao.

4.5.2.2. Otimizagcdo dos parametros de US-DLLME

A Tabela 38 apresenta os resultados obtidos para o planejamento fatorial
fracionario 2> realizado para avaliar os efeitos dos parametros no processo de US-
DLLME. Os resultados mostraram que o nivel —1 (baixo) de etanol foi suficiente para
dispersar eficazmente o solvente de extracdo (cloroférmio) tanto no seu nivel alto
(+1) como baixo (-1). Neste caso, a formagédo da solucéo turva com microgotas foi
mais bem sucedida, o que minimizou a solubilidade das tetraciclinas na fase aquosa
e melhorou a recuperacédo, devido ao aumento no coeficiente de distribuicdo. Este
comportamento foi auxiliado pela utilizacdo de sonicacdo imediatamente apds a
injecdo da mistura de solventes (extrator e dispersor).
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Tabela 38. Resultados obtidos a partir da realizagéo do planejamento fatorial fracionario 2°2.

Exp Solvente Solvente Sonicacdo  Extracdo Centrifugacdo Recuperacéo

extrator (uL) dispersor (uL) (min) (min) (min) R = SDn-3)
1. -1 -1 -1 +1 +1 90,3+6,6
2. +1 -1 +1 -1 +1 91,9+53
3. +1 +1 -1 +1 -1 67,1+7,0
4, +1 -1 -1 -1 -1 68,7 £ 3,8
5. -1 -1 +1 -1 +1 95,2+6,2
6. -1 +1 +1 +1 -1 72,0+£5,9
7. -1 +1 -1 -1 +1 88,4 +3,3
8. +1 +1 +1 +1 -1 76,1+54

As eficiéncias das extracfes obtidas com e sem 0 sonicacdo mostraram
recuperagdes nos intervalos de 92-95 % e 86-89 %, respectivamente, de modo que
o efeito da sonicagcdo melhorou a recuperacdes dos analitos cerca de 6 %. A
utilizacao da etapa de ultrassom promoveu a formacao da solucéo turva, levando a
uma rapida transferéncia de massa dos analitos a partir da solu¢do aquosa (extrato
de amostra) independentemente da viscosidade do solvente extrator. Portanto, a
superficie de contato entre as microgotas do solvente extrator e a amostra aquosa
foi consideravelmente aumentada, resultando em um menor tempo de equilibrio.
Estas observacdes demonstraram o papel importante da sonicacdo no presente
método de extracao.

A Figura 46 apresenta o diagrama de Pareto obtido a partir do ajuste dos dados
experimentais, mostrando os efeitos das variaveis investigadas na forma de barras
para o 95 % de confianca. A analise do gréafico de Pareto mostrou que o efeito mais
significativo esteve associado com o tempo de centrifugagéo, alcancando a melhor
resposta quando utilizado o seu nivel +1 (alto). As outras varidveis de menor
significAncia foram ajustadas de acordo com os resultados experimentais nos niveis
minimos (—1) para os solventes (extrator e dispersor) e o tempo de extragédo e, 0

tempo de sonicacao foi ajustado no nivel maximo (+1).



143

(5)Centrifugacéo (mi n) 6,5360

(2)Solvente dispersor (uL) }

(3)Sonicacao (min) 26713

(4)Extracdo (min)

(1)Solvente extrator (uL) §

p=0,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 46. Grafico de Pareto otimizado para os efeitos dos parametros investigados, utilizando um
planejamento fatorial fracionario 2%, Outras condi¢des de extracdo: 5 mL do extrato de suplemento
de ovos, concentracdo fortificada de 200 pg kg™; solvente extrator (cloroférmio) e solvente dispersor
(etanol).

A escolha dos valores minimos para os solventes extrator e dispersor foi
possivel devido a utilizacdo da etapa de ultrassom no processo de extra¢cdo. Embora
o tempo de sonicagcdo nédo tivesse um efeito significativo pelo grafico de Pareto, o
seu emprego foi essencial para o desenvolvimento deste novo procedimento de
extracdo. Entretanto, a recuperacéo das tetraciclinas néo foi afetada pelo tempo de
extracdo, de modo que os primeiros 5 min foram suficientes para atingir o equilibrio.

Finalmente, os valores 6timos das variaveis investigadas que proporcionaram a
melhor recuperacdo das tetraciclinas foram: 100 pL do solvente extrator
(cloroformio), 300 pL do solvente dispersor (etanol), 4 min para o tempo de
sonicacdo, 5 min para o tempo de extracdo e 8 min para o tempo de centrifugacao.
A otimizacdo dos parametros significativos melhorou o desempenho do novo método
de US-DLLME proposto e, minimizou o consumo de solventes organicos,

contribuindo assim, para os principios da quimica analitica verde.'®
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4.5.3 Parametros de desempenho para o método US-DLLME-FIA
4.5.3.1 Curvas analiticas e limites de deteccéo e quantificacao

Nas Figuras 47, 48, 49 e 50 aparecem representadas as curvas analiticas
construidas em triplicata a partir dos sinais transientes de tetraciclina, oxitetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina, respectivamente, mostrando boa linearidade no
intervalo de concentracdo de 30 - 600 ug L™, com coeficientes de determinacéo (r%)

superiores 0,9974.
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Figura 47. Sinais transientes (A) para a constru¢do da curva analitica e (B) respectiva curva analitica
para a determinacdo de tetraciclina. As concentracdes do padréo utilizadas foram: A. 30, B. 50, C.
100, D. 150, E. 200, F. 300, G. 400, H. 500 e I. 600 pg L™
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Figura 48. Sinais transientes (A) para a construgdo da curva analitica e (B) respectiva curva analitica
para a determinacdo de oxitetraciclina. As concentracdes do padrao utilizadas foram: A. 30, B. 50, C.
100, D. 150, E. 200, F. 300, G. 400, H. 500 e I. 600 ug L™
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Figura 49. Sinais transientes (A) para a constru¢do da curva analitica e (B) respectiva curva analitica
para a determinacao de clortetraciclina. As concentra¢gdes do padréo utilizadas foram: A. 30, B. 50, C.
100, D. 150, E. 200, F. 300, G. 400, H. 500 e I. 600 pg L™
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Figura 50. Sinais transientes (A) para a construcdo da curva analitica e (B) respectiva curva analitica
para a determinagdo de doxiciclina. As concentracdes do padrdo utilizadas foram: A. 30, B. 50, C.
100, D. 150, E. 200, F. 300, G. 400, H. 500 e I. 600 pg L™

A Tabela 39 resume as figuras de mérito do método US-DLLME-FIA
determinadas sob as condi¢cfes analiticas 6timas, mostrando que os limites de
deteccdo e quantificagdo variaram nos intervalos de 25,6 até 44,4 ug kg™ e de 85,2
até 148,0 pg L, respectivamente. Estes valores foram satisfatérios considerando os
MRL de tetraciclinas em ovos estabelecidos pelos regulamentos no Canada (400 pg
kg™h)*°, Unido Europeia (200 pg kg)*® e Codex Alimentarius (400 pg kg™t).*® O fator
de correlacdo considerado de pg L™ para pg kg™ foi de 1:4.
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Tabela 39. Figuras de mérito do método US-DLLME-FIA desenvolvido.

) Intervalo ) . LD LD LQ LQ
Analito ) r Equacédo dareta 1 1 1 1
linear (Mg L7) (Mo kg™) (Mg L) (Mg kg™)

TC 0,9992 A =0,00122C;c +0,0158 6,4 25,6 21,3 85,2

OTC 30-600 0,9991 A=0,00118Cqorc +0,0175 7,8 31,2 26,1 104,4
CTC Hg L™ 0,9974 A =0,00106Ccrc +0,0102 9,7 38,8 32,4 129,6
DC 0,9983 A =0,00103Cpc +0,0036 11,1 44,4 37,0 148,0

Possiveis alteracbes do sinal analitico devido a efeitos de matriz foram
avaliadas utilizando analise de variancia (ANOVA) para comparar os coeficientes de
inclinacdo das curvas analiticas construidas a partir de solu¢bes padrdes de cada
tetraciclina com os coeficientes de inclinacdo obtidos fortificando a matriz de
suplemento de ovos com as mesmas solucbes padrées. Os valores das
probabilidades (p-valor) calculados variaram de 0,07 até 0,23, sendo maiores que 0
valor fixado de 0,05; de modo que n&o houve diferengcas estatisticamente
significativas entre as inclina¢cdes das curvas analiticas com uma confiabilidade de
95 %, indicando a auséncia de efeitos de matriz. Os resultados mostraram que o
novo método US-DLLME-FIA desenvolvido apresenta sensibilidade suficiente para a

determinacao de residuos de tetraciclinas em amostras de suplementos de ovos.
4.5.3.2 Estudo de interferéncias

Os efeitos de possiveis interferéncias na reacdo de diazotacdo estudada a
partir da presenca de alguns compostos comumente encontrados em alimentos de
origem animal como leite e ovos foram investigados com anterioridade, segundo se
descreve no topico 4.4.2.2, observando-se variacdes do sinal sem exceder de + 5
%.1°® Adicionalmente, foi avaliada a influéncia da temperatura na reacdo
considerando a presenca desses compostos, mostrando que n&o houve
interferéncias significativas para os compostos testados em propor¢cdes de 1:1 e

1:10 de analito:interferente com o aquecimento, de acordo com o esperado.
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4.5.3.3 Estudo de adicdo de padré&o e recuperacgéo

A Tabela 40 apresenta os resultados obtidos a partir do estudo de adicao de
padréo e recuperacdo baseado na fortificacdo de amostras de suplemento de ovos
com quantidades conhecidas de tetraciclinas (100-400 pg kgl). As recuperacées
médias intra-dia e inter-dia das tetraciclinas estavam dentro dos intervalos 85,7-95,8
% e 88,2-96,4 %, respectivamente. Enquanto os valores de RSD para os estudos
intra-dia e inter-dia variaram de 2,5 até 9,6 % e de 3,2 até 9,8 %, respectivamente.
De acordo com as recomendacbes do Codex Alimentarius®? este valores estéo
dentro dos critérios estabelecidos para a precisdo intermédia (£15% RSD) e
recuperacdo (70-110 %). Os resultados indicaram que a composicdo dos
suplementos de ovos analisados nao interfere significativamente na determinacao de
tetraciclinas a niveis de tracos, confirmando-se a auséncia de efeitos de matriz. O
método US-DLLME-FIA proposto pode ser, portanto, usado para determinar esta
classe de antibioticos com adequada precisdo e exatiddo, ajudando a protecdo dos
consumidores a partir da exposicdo de residuos de tetraciclinas em amostras de

suplementos de proteinas a base de ovos.

Tabela 40. Resultados obtidos para as amostras de suplemento de ovos fortificadas.

. C. Adicionada Intra-dia (n=3) Inter-dia (n=9)
Analito (Mg kg™ Recuperacgéo (%) RSD (%) Recuperagéo (%) RSD (%)
100 85,7 8,0 88,5 6,4
200 94,1 4,4 91,0 7.2
e 300 90,5 3,6 90,3 4,8
400 93,8 6,1 94,1 53
100 88,8 9,6 88,2 8,7
oTC 200 90,2 7,1 91,0 55
300 92,1 25 93,4 3,2
400 93,7 8,3 94,2 6,1
100 92,5 6,2 89,3 9,2
cTC 200 94,0 5,0 92,8 6,4
300 95,8 3,5 93,5 7.3
400 93,2 4,6 96,4 52
100 86,6 9,3 89,2 9,8
bC 200 88,0 5,6 90,6 7.7
300 89,3 7,4 91,4 6,3

400 91,6 8,0 92,7 7,2
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4.5.4 Aplicacdo do método proposto em amostra de suplementos de ovos

A Tabela 41 apresenta os resultados de absorbancia obtidos a partir da
aplicacdo do método US-DLLME-FIA em amostras de suplemento de ovos. Os
resultados indicaram que nenhuma das amostras analisadas mostrou a presenca de
tetraciclinas em concentragOes superiores aos limites de deteccao (25,6 - 44,4 ug
kg') do método proposto. Portanto, as amostras estdo em conformidade com os
MRL (200-400 pg kg™), indicando que os suplementos de proteinas a base de ovos

analisados sdo adequados para o consumo humano.

Tabela 41. Valores de absorbancia obtidos na analise dos suplementos de ovos.

Amostra A, 4350m A, 435 nm Az nm Ayegia 5™
A 0,053 0,065 0,057 0,058 + 0,006
B 0,043 0,059 0,052 0,051 + 0,008
C 0,083 0,072 0,078 0,078 + 0,006
D 0,059 0,050 0,058 0,056 + 0,005
E 0,068 0,061 0,059 0,063 + 0,004
F 0,052 0,060 0,051 0,054 + 0,005
G 0,046 0,050 0,044 0,047 + 0,003

Os resultados obtidos a partir da fortificacdo das amostras de suplemento de
ovos selecionadas com tetraciclinas em diferentes niveis de concentracao (100 - 400
ng kg™) sdo mostrados na Tabela 42. Observou-se que todos os valores de RSD
obtidos foram menores que o critério estabelecido (£15 %)™, indicando boa

precisao no calculo das concentracdes de tetraciclinas.



149

Tabela 42. Resultados obtidos para as amostras de suplemento de ovos fortificadas.

Composto C. Adicionada C. Calculada RSD
Amostra

adicionado (Mg kg™) (Mg kg™) (%)

A TC 100 88,5 + 5,6 6.4
oTC 200 183,7+8,5 4,6

oTC 300 282,0 + 10,4 3,7

B CTC 200 188,1+9,5 5,0
CTC 300 287,4+ 10,0 35

c DC 100 91,8 + 10,3 11,2
5 TC 400 369,9 + 14,3 3,9
CTC 100 86,2+ 8,7 10,1

c TC 200 174,3+ 12,4 7.1
DC 200 1759+ 9,8 5,6

- oTC 400 380,3+8,5 2,2
DC 300 279,5+ 12,5 45

TC 200 188,5 + 8,3 4.4

oTC 100 88,2+7,7 8,7

G CTC 400 373,04 17,0 4,6
DC 100 86,6 + 8,1 9,3

4.5.5 Método de referéncia (HPLC)
4.5.5.1 Curvas analiticas para o método de referéncia

As curvas analiticas pelo método cromatografico de referéncia foram
construidas a partir da dependéncia linear entre a area do pico e a concentracéo de
tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina sdo representadas nas
Figuras 51 A-D, respectivamente. Os principais parametros das curvas analiticas
apresentados na Tabela 43 indicam uma adequada linearidade no intervalo de

concentrac&o de 0,5 - 10,0 pg mL™.
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Figura 51. Curvas analiticas obtidas pelo método cromatografico de referéncia para oxitetraciclina
(A), tetraciclina (B), clortetraciclina (C) e doxiciclina (D). As concentracdes dos padrdes utilizadas
foram: 0,5; 0,8; 1,0; 2,0; 5,0; 8,0 € 10,0 ug mL™.

Tabela 43. Principais parametros das curvas analiticas pelo método de HPLC.

) ) ) 5 Comprimento
Analito Intervalo linear r Equacédo dareta
de onda
OTC 0,9992 A =23888Corc + 1615,9
TC 4 0,9997 A =33239C;c +5273,9
0,5-10,0 pg mL 355 nm

CTC 0,9992 A =16577Ccrc +1131,8
DC 0,9994 A =23151Cpc + 363,8

4.5.5.2 Aplicacao do método de referéncia (HPLC)

Para fins de comparagao, as amostras de suplemento de ovos (fortificadas e

nao fortificadas) foram também analisadas por um método de HPLC de referéncia.’

A Figura 52 representa o cromatograma correspondente a mistura padréo das
tetraciclinas estudadas, mostrando uma boa separagéo entre elas, com tempos de
retencdo de 5,15; 5,92; 8,14 e 9,18 min para oxitetraciclina, tetraciclina, doxiciclina e

clortetraciclina, respectivamente.
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Figura 52. Cromatograma obtido para a mistura padréo das tetraciclinas (200 ug kg'l).

No cromatograma mostrado na Figura 53, correspondente a uma amostra de

suplemento de ovos sem a adicdo de tetraciclinas, foi possivel confirmar a auséncia

dos antibidticos procurados. A Figura 54 mostra o cromatograma obtido para uma

amostra de suplemento de ovos fortificada com 200 pg kg™ dos analitos.
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Figura 53. Cromatograma obtido para uma amostra de suplemento de ovos sem a adicdo de

tetraciclinas (branco).
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Figura 54. Cromatograma obtido para uma amostra de suplemento de ovos fortificada com 200 ug

kg™ de cada tetraciclina.

Os resultados obtidos pela aplicacdo de ambos os métodos sédo apresentados

na Tabela 44. Observou-se que os valores de F e t calculados n&o ultrapassaram os

valores criticos;

indicando que ndo houve diferencas significativas entre o0s

resultados fornecidos pelos métodos proposto (US-DLLME-FIA) e comparativo

(SPE-HPLC), com uma confiabilidade de 95 %. Esses resultados demonstraram a

eficacia do novo método de US-DLLME desenvolvido para a extracdo de residuos

de tetraciclinas a partir suplementos de proteinas a base de ovos e posterior analise

espectrofotométrica de injecdo em fluxo.

Tabela 44. Comparacéo dos resultados obtidos nas andlises das amostras de suplementos de ovos.

Analito  C. Adicionada Método Método Test-t” Test-F°
Amostra . 1 a a
adicionado (Mg kg ™) US-DLLME-FIA SPE-HPLC
A Nenhum 0 - - - -
B Nenhum 0 - - - -
C Nenhum 0 - - - -
D TC 200 187,5+7,0 179,2 £3,8 1,806 3,32
E oTC 400 380,3+8,5 382,4 + 13,7 0,219 2,58
F CTC 200 1936 +9,1 197,4 + 8,3 0,525 1,22
G DC 100 91,8 +10,3 85,0+12,1 0,747 1,39

% Valor médio de trés determinacgdes (n = 3) + desvio padréo (SD).
®valor critico para o teste-t = 2,776 (nivel de confianca de 95 %).
®Valor critico para o teste-F = 19,00 (nivel de confianca de 95 %).
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O procedimento de extracdo US-DLLME proposto foi facilmente integrado a um
sistema FIA com detecc¢do espectrofotométrica baseado em LWCC em linha com um
sistema de aguecimento com controle de temperatura. Sob as condi¢cfes analiticas
Otimas, 52 amostras por hora (tempo de analise de 1,15 min) puderam ser
analisadas pelo método proposto, enquanto a frequéncia analitica do método de
referencia’™ foi muito mais lenta, devido as corridas cromatograficas de 15 min de
duracéo.

O sistema FIA empregado oferece a possibilidade de automacao, melhor
precisdo, simplicidade operacional, baixos custos analiticos e, baixo consumo de
reagentes (cerca de 12,1 mg de acido p-sulfanilico; 10,0 mg de nitrito de sédio e
12,3 mg de acetato de sodio) e amostras (402 pL). Em contraste, a técnica
comparativa requer grandes volumes de solventes organicos, que podem ser
prejudicial para a saide e para o ambiente.’**%® Além disso, a analise por HPLC
envolve custos adicionais associados com o suporte técnico especializado
necessario.

Por outro lado, no método de referéncia, a extracdo de amostra foi realizada
através de extracdo em fase solida (SPE), que geralmente envolve procedimentos
tediosos e demorados e, cartuchos SPE costumam ser caros. Além disso, as
quantidades de solventes necessarios sdo muito maiores do que nos métodos de
microextracdo. No entanto, o procedimento US-DLLME proposto providenciou uma
extracdo simples, rapida, barata e eficiente de antibioticos de tetraciclinas a partir de
suplementos de ovos. Adicionalmente, o uso de solventes téxicos foi
consideravelmente reduzido (cerca de 0,1 mL de cloroférmio como solvente extrator)
e a utilizacdo de solventes ambientalmente mais amigaveis foi possivel (cerca de 0,3
mL de etanol como solvente dispersor).

De maneira geral, a implementacdo de novas metodologias que permitam a
eliminagdo ou reducdo dos solventes toxicos utilizados nas atividades analiticas é
essencial para a protegcdo da saude humana e o meio ambiente.’®*% Nesse
contexto, o método US-DLLME-FIA desenvolvido é ambientalmente mais amigavel e

contribui para esse objetivo.
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5 CONCLUSOES

+ A reacdo de acoplamento entre o acido p-sulfanilico diazotado e as tetraciclinas,
em meio basico, mostrou-se satisfatoria para a determinacao espectrofotométrica

desta classe de antimicrobianos.

+ A sensibilidade na deteccdo de tetraciclinas foi aumentada significativamente em
45,6 vezes mediante o emprego de uma cela capilar de longo caminho OGptico
(LWCC) juntamente com a parada de fluxo de 60 s, sendo melhorada em 5,12

vezes pela inclusao de um passo de aquecimento durante as analises em fluxo.

+ O método de injecdo em fluxo continuo desenvolvido permitiu a rapida
determinacdo de tetraciclinas em formulagBes comerciais para uso veterinario,

visando maior eficiéncia no controle de qualidade na industria farmacéutica.

+ O sistema de screening desenvolvido mediante andlise por injecdo em fluxo com
zonas coalescentes empregando uma cela capilar de longo caminho Optico
(LWCC) possibilitou a detecgéo de tetraciclinas a niveis de tragos em amostras de
leite bovino, sem a necessidade de passos de extracao dispendiosos e morosos

ou complicados tratamentos de amostras.

+ O novo método de microextracao liquido-liquido dispersiva assistida por ultrassom
(US-DLLME) apresentado ofereceu uma simples, rapida e eficiente extracdo de
residuos de tetraciclinas a partir de amostras de suplemento de ovos, para
posterior andlise por injecdo em fluxo baseada em uma cela capilar de longo
caminho optico (LWCC). A combinacédo destes procedimentos foi reportada pela
primeira vez no presente trabalho, mostrando-se inovadora, confiavel e com

sensibilidade suficiente para o seu propdésito.

+ A otimizacdo dos procedimentos FIA e US-DLLME proporcionou realizar
medi¢cdes ambientalmente mais limpas devido a reducdo consideravel do
consumo de reagentes e amostras, evitando o emprego de solventes téxicos e,

guando necessario, 0 seu uso foi minimizado quanto possivel.



155

+ Cabe enfatizar que os métodos de injecdo em fluxo desenvolvidos contribuiram
para a quimica analitica verde, ajudando a reduzir os efeitos nocivos das
atividades analiticas. Além disso, os métodos para analise de residuos
apresentados mostraram excelente desempenho para aplicagcdo na induastria
alimenticia, envolvendo o controle de qualidade de alimentos de origem animal

como leite bovino e suplementos de ovos, a fim de proteger os consumidores.
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