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RESUMO

Com o objetivo de avaliar a presenca e 0s niveis de residuos de antimicrobianos no musculo de
frangos de corte, por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (UPLC/MS-MS), foram utilizados 320 frangos de corte da linhagem Cobb
alojados em oito boxes experimentais contendo 40 aves cada. Os tratamentos, definidos de
acordo com o antimicrobiano fornecido as aves via agua de beber, foram os seguintes: A) aves
ndo receberam medicamento (controle); B) aves que receberam enrofloxacina na dgua de beber;
C) aves que receberam sulfaguinoxalina na agua de beber e D) aves que receberam
oxitetraciclina na dgua de beber. Os medicamentos foram fornecidos aos animais nos dias 32, 33
e 34 de criagdo. As aves dos grupos B, C e D foram abatidas nos dias 32, 33, 34, 35, 36, 38, 40,
42, 44 e 46 dias de criacdo, enquanto as aves do grupo A, foram abatidas nos dias 35, 36, 38, 40,
42, 44 e 46 para coleta de amostras do masculo do peito e da coxa para avaliacdo de residuos
dos antimicrobianos utilizados. A metodologia analitica por UPLC/MS-MS foi validada e
apresentou alta seletividade, linearidade (coeficiente de correlagdo superior a 0,99), exatiddo
adequada, com recuperacOes médias variando entre 86,40 e 107,08%, limites de deteccdo (LD)
entre 1,76 e 6,71, limites de quantificacdo (LQ) variando de 5,33 a 20,34, limite de decisdo
(CCa) e capacidade de deteccdo (CCP) variando de 111,34 a 120,86 ¢ de 122,67 a 141,72,
respectivamente. Os resultados das analises das amostras de musculo dos frangos de corte
demonstraram a presenca de residuos dos antimicrobianos, em concentra¢es acima dos limites
maximos de residuos (LMR) de cada droga, até o 36° de criagdo das aves, isto é, dois dias ap6s
0 término do tratamento dos animais. A partir do 38° dia de criacdo das aves, as concentragdes
de residuos observadas foram inferiores ao limite de quantificacio do método para 0s
medicamentos avaliados. Foi concluido que o método de UPLC/MS-MS apresenta as
caracteristicas de desempenho necessarias, sendo adequado para a pesquisa de residuos de
enrofloxacina, ciprofloxacina, sulfaquinoxalina e oxitetraciclina em musculo de frangos de
corte. Além disso, todos os antimicrobianos utilizados sdo rapidamente metabolizados pelos
frangos de corte, pois, quatro dias apds a retirada dos medicamentos, as concentragdes de
residuos encontradas foram inferiores ao limite de quantificagdo do método para todos os
analitos estudados.

Palavras-chave: carne de frango, residuos, antimicrobianos, UPLC/MS-MS
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ABSTRACT

In order to evaluate the presence and the levels of antimicrobial residues in the broiler chickens
muscle, by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC/MS-
MS), were used 320 broiler chickens from Cobb line, that were housed in 8 units (pens)
containing 40 birds each. The treatments, were defined according to the antimicrobial provided
to broilers via drinking water, and they were as follows: A) birds received no drug (control); B)
birds that received enrofloxacin in the drinking water; C) birds that received sulfaquinoxaline
via drinking water and D) birds that received oxytetracycline in drinking water. The drugs were
provided to the animals on days 32, 33 and 34 of rearing. The birds of groups B, C and D were
slaughtered on days 32, 33, 34, 35, 36, 38, 40, 42, 44 and 46 days of rearing, while birds in
group A were slaughtered on days 35, 36 , 38, 40, 42, 44 and 46 to collect thigh and breast
muscle samples for evaluation of antimicrobial residues used. The analytical method by
UPLC/MS-MS was validated and showed high selectivity, linearity (correlation coefficient
greater than 0.99), adequate accuracy, with recoveries ranging from 86.40 to 107.08%, limits
of detection (LOD) from 1.76 to 6.71, limits of quantification (LOQ) ranging from 5.33 to 20.34,
decision limit (CCa) and detection capability (CCpS) ranging from 111.34 to 120.86 and the
from 122.67 to 141.72 respectively. The results of the analysis of the broiler chicken muscle
samples showed the presence of residues of antimicrobials at concentrations above the
maximum residue levels (MRL) of each drug until the 36th day of rearing of the birds, that is,
two days after the discontinuation of the medication. At the 38th day of rearing, the residue
levels found were below the quantification limit of the method for the tested analytes. It was
concluded that the UPLC/MS-MS method has the performance characteristics adequate and is
suitable for detecting residues of enrofloxacin, ciprofloxacin, sulphaquinoxaline and
oxytetracycline in broiler chicken muscle. Also, the residues of all studied antimicrobials are
rapidly metabolized from broiler muscles, because after four days of withdrawal period, the
levels found were lower than the limit of quantification of the method for the studied analytes.

Keywords: broiler chicken meat, residues, antimicrobial, validation, UPLC/MS-MS
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1. INTRODUCAO

A produgdo brasileira de carne de frango, em 2014, foi de 12,7 milhdes de toneladas e, deste
total, 4,1 milh6es de toneladas foram destinadas ao mercado externo, 0 que manteve o Brasil
como maior exportador mundial deste produto (ABPA, 2015). Os elevados indices de
produtividade na avicultura estdo diretamente ligados aos avancos tecnoldgicos na selecao
genética e no manejo das aves e a busca pela maxima eficiéncia produtiva leva a uma continua
agregacdao de novas tecnologias pelo setor avicola. Essa caracteristica tem feito com que a
avicultura possua um dos melhores indices de produtividade entre os diversos segmentos da
pecuéria. Nesse sentido, a utilizacdo de antimicrobianos e quimioterapicos, contribui para a
busca de uma atividade mais rentavel.

Os agentes antimicrobianos sdo substancias quimicas capazes de inibir o crescimento de micro-
organismos ou elimina-los. Em medicina veterinria, sdo utilizados em animais de producéo na
forma de agentes terapéuticos, profilaticos e também como aditivos quimicos que funcionam
como promotores de crescimento. O uso desses medicamentos no tratamento ou profilaxia €
justificado pelo fato de os animais de producéo estarem sujeitos a infec¢des devido as situacoes
de confinamento e ao estresse a que sao normalmente submetidos. Aliado a esse fato, a reducéo
no custo dos antimicrobianos tornou compensatério o tratamento dos animais em massa
(Gustafson e Bowen, 1997; Doyle, 2006). No entanto, a utilizacdo desses medicamentos em
producdo animal tem sido questionada, pois a presenga de seus residuos em produtos de origem
animal pode provocar reacdes alérgicas e ocasionar o aparecimento de micro-organismos
resistentes aos antimicrobianos (Bogialli e Corcia, 2009; Bondi et al., 2009).

Seguindo uma tendéncia mundial, os érgdos oficiais de salde publica tém se posicionado contra
0 uso dos antimicrobianos na producdo animal e a proibicdo do uso destes em racles é
crescente, de acordo com as normas internacionais. Além das regulamentacBes que proibem a
utilizacdo de alguns farmacos na producdo animal, para garantir a seguranga no consumo da
carne de frango, é preciso respeitar o periodo de caréncia determinado para cada medicamento
para que ocorra sua eliminacdo completa ou de seus residuos pelo organismo do animal. As
caracteristicas farmacocinéticas, tais como a absorgdo, distribuicdo e eliminagdo, determinam as
diferencas entre o tempo de deplecdo de cada droga e, consequentemente, os periodos de
caréncia indicados para cada formulagdo (Cornejo et al., 2010). Apesar da sua importancia,
existem poucos estudos na literatura cientifica sobre a avaliagdo do tempo de deplecdo de
antimicrobianos em frangos de corte. A maioria dos trabalhos disponiveis utilizam materiais
radiomarcados e ndo empregam metodologias quantitativas e confirmatérias recomendadas
pelas agéncias regulatorias para o estudo de residuos de medicamentos veterinarios em produtos
de origem animal.

O calculo do periodo de caréncia é feito por um método estatistico proposto em 1995 pelo
Comité para Medicamentos Veterindrios (Commitee for Veterinary Medicinal Products -
CVMP), que atua e regulamenta os assuntos relativos a medicamentos veterinarios e refere-se
ao tempo necessario para que a concentracao de residuos de uma determinada droga, ou de seus
metabdlitos, seja reduzida a niveis iguais ou inferiores ao nivel de tolerancia nos tecidos de 99%
dos animais do lote (Paturkar et al., 2005; Doyle, 2006). Este nivel de tolerdncia é
compreendido como Limite Maximo de Residuos (LMR).
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Os LMR séo determinados por érgdos regulatérios, como o Codex Alimentarius e o Comité de
Produtos Alimentares da Agéncia Europeia de Medicina (EMEA). Valores de LMR cada vez
menores tém sido estabelecidos a medida que metodologias de analise mais sensiveis séo
desenvolvidas. A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-
MS/MS) é uma técnica analitica utilizada para anélises de alimentos, devido a sua alta
seletividade e sensibilidade. Esta técnica combina separacdo fisico-quimica, realizada pela
cromatografia liquida, com a analise de massas possibilitada pela espectrometria, e se tornou
promissora por permitir a identificagdo de residuos de antimicrobianos em niveis baixos.

Devido a preocupacdo com a seguranca alimentar e o comércio internacional, a validacdo de
métodos analiticos para utilizacdo na area de analises de alimentos tem recebido muita atencao.
Os resultados de analises obtidos por meio de métodos validados e confiaveis, subsidiam a
formulacdo de politicas de saude publica, visando a melhoria da qualidade dos alimentos
destinados a populagdo e possibilitando ao pais, do ponto de vista sanitario, atender as
exigéncias do comércio internacional (Souza, 2007).

2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

e validar um método analitico quantitativo e confirmat6rio para pesquisa de residuos de
enrofloxacina e seu metabdlito ciprofloxacina, sulfaquinoxalina e oxitetraciclina por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (UPLC/MS-MS);

e utilizar o método validado para realizar a pesquisa da presenca e dos niveis de residuos
de medicamentos em amostras de musculo de frangos de corte que foram tratados com
enrofloxacina, oxitetraciclina e sulfaquinoxalina e;

e determinar o periodo de deplecdo dos antibidticos utilizados para que ndo sejam
detectados residuos destes na carne, acima dos LMR.

3. REVISAO DE LITERATURA

Desde a descoberta e o desenvolvimento dos primeiros antibioticos, antes da Segunda Guerra
Mundial, essas drogas tém desempenhado um papel importante na medicina veterinaria e
humana, sendo utilizados desde 1950 como agentes antimicrobianos em animais de producao
para fins terapéuticos, profilaticos e também como aditivos promotores de crescimento.

3.1.  Enrofloxacina
A enrofloxacina é uma piperanil fluorociclopropil quinolona que possui amplo espectro de agdo
contra bactérias. Seu principal metabdlito formado em espécies de animais de producéo é a

ciprofloxacina, um antimicrobiano utilizado em medicina humana (Heitzman, 1997; Palermo-
Neto et al., 2011).
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3.1.1. Modo de acdo

O mecanismo de acdo das quinolonas se da pela inibicdo da atividade da DNA girase ou
topoisomerase |1, enzima essencial a sobrevivéncia bacteriana. A DNA girase torna a molécula
de DNA compacta e biologicamente ativa. Ao inibir essa enzima, a molécula de DNA passa a
ocupar grande espaco no interior da bactéria e suas extremidades livres determinam sintese
descontrolada de RNA mensageiro e de proteinas, levando a morte das bactérias. Também
inibem, in vitro, a topoisomerase 1V, porém nédo € conhecido se este fato contribui para a acéo
antibacteriana (BRASIL, 2007).

3.1.2. Apresentacdes comerciais

Os produtos comerciais a base de enrofloxacina com registro de uso no Ministério da
Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento (MAPA) sdo: Baytril (Bayer S/A), Enflox (Sanphar
Saude Animal Ltda), Enro Flec (Vansil Industria e Com. Representagdes Ltda), Enrofarm
(Farmabase Saude Animal Ltda), Enrofloxacina 98% (Indukern do Brasil Quimica Ltda),
Enrofloxacino solu¢cdo a 20% (Interchange Veterinaria Inddstria e Comércio Ltda),
Enrofloxacino Tortuga 10% (Fabiani Saude Animal Ltda), Enromaxi PS (Sauvet Industria
Farmacéutica e Veterindria Ltda), Enromic Oral (Laboratérios Microsules do Brasil S/A),
Enromicil 10% solucdo (Amicil S/A- Industria Comércio e Importa¢do), Enro-Sell (Poly Sell
Produtos Quimicos Ltda), Enrotec (Fatec Inddstria de Nutricdo e Saide Animal Ltda), Enrotril
(Formil Quimica Ltda), Enroxina (Agrofarm Importadora e Exportadora de Produtos
Veterinarios Ltda) e Neoflox (Hipra Satde Animal Ltda) (BRASIL, 2014).

3.1.3. Relagdes com outros medicamentos

A enrofloxacina possui efeito sinérgico quando associada aos aminoglicosideos, cefalosporinas
de terceira geracdo e penicilinas de amplo espectro contra algumas bactérias, como
Pseudomonas aeruginosa ou Enterobacteriaceae.

A utilizagdo de enrofloxacina associada a complexos vitaminicos ou solu¢Bes que contenham
ferro, zinco, manganés e calcio, deve ser evitado, pois estas substancias podem ser ligar ao
grupo carboxil das quinolonas e diminuir significativamente sua atividade (Palermo-Neto et al.,
2011).

3.1.4. Indicagdes de uso

A enrofloxacina, devido a seu amplo espectro de acdo, é recomendada para tratar aves de
infeccBes por Escherichia coli, Pasteurella multocida, coriza infecciosa das galinhas, infecgdes
por Ornithobacterium rhinotracheale, celulite por Gram-negativos, estafilococose,
salmoneloses, dentre outras infecgdes (Ito et al., 2005).

3.1.5. Periodo de retirada

Para avaliacdo do tempo de deplecdo da enrofloxacina, Heitzman (1997) realizou um estudo
utilizando 20 frangos de corte com 14 dias de idade que receberam enrofloxacina radiomarcada
na dosagem de 12 mg kg™ durante sete dias consecutivos. Ap6s a retirada do medicamento, os
animais foram eutanasiados em cinco periodos diferentes (seis horas, 24 horas, trés dias, sete
dias e dez dias). Em cada periodo foram eutanasiados quatro animais, e amostras de figado,
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musculo, pele e gordura foram coletadas para avaliacdo da presenca de residuos do
medicamento. As concentra¢fes medicamentosas observadas no figado foram de 2335 + 474,
194 + 82; 29 + 12; 12 + 4 pg kg™; no musculo foram encontradas as concentracdes de 748 *
178; 52 + 16; 11 + 3; 3 + 2 pg kg™, enquanto na gordura os valores obtidos foram de 181 * 58;
56 + 31; 30 + 33; 12 + 12 pg kg™ apds seis horas, 24 horas, trés dias e sete dias,
respectivamente. Aos dez dias, ndo foram detectados residuos do medicamento no figado,
musculo e gordura. Na pele, as concentracdes encontradas foram de 547 + 59; 391 + 39; 214 +
47, 90 + 37 e 94 + 37 g kg™ durante os cinco periodos de avaliagdo. Segundo Landoni e
Albarellos (2015) o periodo de retirada da enrofloxacina varia de trés a sete dias para frangos de
corte.

3.1.6. Legislagdo mundial e brasileira

O uso de enrofloxacina para animais de producdo é proibido nos Estados Unidos (Goetting et
al., 2011), e na Unido Europeia sua aplicacdo nédo é indicada para poedeiras (EC, 2009).

A autorizacdo de uso de enrofloxacina no tratamento de infeccbes em frangos de corte foi
suspensa pelo FDA em 2005, com a justificativa de que a utilizagdo de fluorquinolonas em
frangos de corte leva ao desenvolvimento de Campylobacter spp. resistentes a estes
antimicrobianos. A transferéncia de Campylobacter spp. resistentes as fluorquinolonas dos
frangos de corte para 0 homem é uma causa importante para 0 aumento do nimero de infecgdes
por Campylobacter spp. resistentes em seres humanos (FDA, 2005; Landoni e Albarellos,
2015).

3.1.7. Toxicidade

O produto pode ser administrado para frangos de corte com ampla margem de seguranga em
uma dosagem de 10 a 12 mg kg™ por via oral. Possui uma boa tolerancia geral, em todas as
espécies animais, sendo bem tolerado pelas aves (Landoni e Albarellos, 2015).

3.2. Sulfaquinoxalina

As sulfonamidas sdo farmacos derivados da sulfanilamida, que tem estrutura similar a do acido
para-aminobenzéico (PABA), e foram os primeiros antimicrobianos eficazes utilizados por via
sistémica, na prevencdo e cura das infeccOes bacterianas, tanto no homem quanto nos animais.
Embora sejam um dos mais antigos agentes quimioterapéuticos utilizados para a terapia
antimicrobiana, as sulfonamidas sdo ainda muito Uteis para o tratamento ou prevencao de
coccidioses em frangos de corte. As sulfonamidas e diaminopirimidinas, ambos inibidores da
sintese de &acido fdlico, sdo drogas bacteriostaticas, mas quando combinadas, sua acédo é
potencializada, agindo como bactericidas, sendo ativas contra E. coli e Pasteurella multocida
(Gérniak, 2011).

3.2.1. Modo de acao
Este quimioterapico é um analogo estrutural do PABA, que é uma substancia essencial para a
sintese de &cido fdlico, o qual, em sua forma reduzida (&cido tetraidrofélico) é fundamental para

a sintese de DNA e RNA dos micro-organismos. Desta maneira, as sulfonamidas atuam como
um antimetabdlito (De La Cruz, et al., 2011; Gorniak, 2011).
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3.2.2. Apresentacdes comerciais

Os produtos comerciais & base de sulfaquinoxalina com registros no MAPA e autorizados no
Brasil sdo Coccibac-SDT Premix (Interchange Veterinaria Industria e Comércio Ltda),
Coccidine (Sanphar Satde Animal Ltda), Coccimix (Chemitec Agro Veterinaria Ltda), Coccirex
SQX (Laboratério Bio-Vet S.A), Coccisal Solugdo Oral (Interchange Veterinéria Inddstria e
Comércio Ltda), Sulfacox Des-Vet (Des-Far Laboratérios Ltda), Sulfaquinoxalina 25%
(Interchange Veterinaria Industria e Comércio Ltda), Sulfaquinoxalina Duprat (Laborat6rios
Duprat Ltda), Sulfaguinoxalina Mcassab (M. Cassab Comércio e IndUstria Ltda) e
Sulfaquinoxalina Vansil (Vansil IndUstria e Com. Representagdes Ltda) (BRASIL, 2014).

3.2.3. Relagdes com outros medicamentos

Interagdo metabdlica entre iondforos e sulfonamidas ja foi relatada. Como os iondforos séo
inibidores das enzimas CYP3A, isto pode resultar em menor metabolismo das sulfonamidas
apos a co-medicagéo (Ershov et al., 2001).

Outras intera¢cbes medicamentosas Sdo 0 sinergismo com eritromicina e com o trimetoprim,
podendo também, potencializar os efeitos da fenilbutazona. Anestésicos locais, andlogos do
PABA, podem antagonizar seus efeitos (Costa-Batllori, 1996).

3.2.4. Indicag0es de uso

As sulfonamidas sdo indicadas para a prevenc¢do de coccidiose ou tratamento de surtos. Estes
medicamentos podem ser administrados também para o controle de pulorose, tifo aviario, colera
aviaria e coriza infecciosa das galinhas (Hoff, 2008).

3.2.5. Periodo de retirada

A associagdo da eliminacdo de sulfonamidas nas fezes e na urina com o hébito de coprofagia
dos frangos de corte pode levar ao aumento do tempo de permanéncia da droga no organismo
animal. Desta maneira, para evitar a presenca de residuos nos tecidos comestiveis, em
concentragdes acima do LMR, é aconselhdvel aumentar o periodo de retirada das sulfonamidas,
sendo indicado o periodo de caréncia minimo de dez dias (Landoni e Albarellos, 2015).

3.2.6. Toxicidade

As sulfonamidas tém, em frangos de corte, uma estreita margem de seguranca, desta forma, sua
utilizacdo é limitada. Efeitos tdxicos caracteristicos que podem ser observados em aves incluem
supressdao da medula 6ssea, trombocitopenia, depressdao linféide e imunolégica. Em
determinadas circunstancias podem causar diminuicdo da taxa de crescimento de frangos de
corte e perus; por esta razdo devem ser utilizadas com muito critério. AlteracGes post-mortem
incluem infartos hemorragicos no figado e no baco, medula dssea palida e hemorragias
petequiais ou equimoses nos muasculos (Daft et al., 1989).

A associagdo das sulfonamidas com as diaminopiridinas (trimetoprim e ormetoprim) reduz
riscos de toxicidade porque se pode diminuir a dose da sulfa. As diaminopiridinas sdo pouco
toxicas, mas podem causar, somente quando utilizadas em doses muito elevadas, deficiéncia de
acido folico e hipercalcemia (Furusawa and Tsuzukida, 1998; Furusawa and Hanabusa, 2002).
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3.3. Oxitetraciclina

As tetraciclinas mais comumente utilizadas na avicultura sdo clortetraciclina, tetraciclina e
oxitetraciclina. Estas substancias sdo ativas contra bactérias, protozoarios e micro-organismos
intracelulares anaerdbicos tais como Mycoplasma e Chlamydia spp. As diferencas quanto ao
espectro de acdo destas drogas sdo devidas, principalmente, a seu grau de solubilidade lipidica
(Landoni e Albarellos, 2015).

3.3.1. Modo de acdo

A oxitetraciclina € um antimicrobiano bacteriostatico que interfere na sintese de proteinas
(Landoni e Albarellos, 2015). As tetraciclinas se ligam a um sitio na subunidade 30S do
ribossomo bacteriano blogueando a ligacdo do aminoacil do RNA transportador ao complexo
ribossomo-RNA mensageiro, impedindo a adicdo de aminoacidos e, consequentemente, a
sintese proteica (Palermo-Neto et al., 2011; Shlaes, 2006).

3.3.2. Apresentagdes comerciais

Os produtos comerciais com registro de uso no MAPA sdo: Oxitac-200 (Fatec Industria de
Nutricdo e Salde Animal Ltda), Terramicina (Laboratorios Pfizer Ltda), Tormicina (Fabiani
Saude Animal Ltda), Otc 23% Mc (M. Cassab Comércio e Industria Ltda), Oxitetraciclina 50%
Ps (Industria Farmacéutica Vitalfarma Ltda), Oxitetraciclina 10 Premix (Des Far Laboratorios
Ltda) e Oxitetraciclina cloridrato (Des Far Laboratérios Ltda) (BRASIL, 2014).

3.3.3. Relagdes com outros medicamentos

A associacdo de oxitetraciclina, na concentracdo de 15 mg kg™ com écido-3-nitro ou com a
sulfaquinoxalina aumenta o tempo de coagulacdo sanguinea, podendo provocar hemorragias
musculares. Quando associado com monensina ou roxarsona pode causar diarreia metabdlica.
Além disso, as tetraciclinas podem formar quelatos com cations bivalentes e trivalentes,
particularmente calcio, magnésio, aluminio e ferro. Desta maneira, a concentracdo de calcio e
magnésio na dieta das aves € um dos principais fatores que pode interferir na absorcgéo intestinal
da droga (Harms Waldroup, 1961; Landoni e Albarellos, 2015).

3.3.4. Indicagdes de uso

As tetraciclinas sdo indicadas para o tratamento de infecgdes por Staphylococcus spp.,
colibaciloses, doenca cronica respiratoria, micoplasmoses, aerossaculites provocadas por E. coli,
infecgdes por Pasteurella multocida e Haemophilus paragallinarum (Landoni e Albarellos,
2015).

3.3.5. Periodo de retirada

Segundo Landoni e Albarellos (2015), o periodo de retirada da oxitetraciclina é de sete dias.
3.3.6. Toxicidade

Apesar de serem antimicrobianos farmacologicamente seguros para as aves, as tetraciclinas

podem provocar irritacdo gastrica e duodenal, aumentando a regurgitacéo enterogastrica quando
administradas por via oral, ou causando necrose tecidual quando administradas por via
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intramuscular ou subcutanea. Podem levar também a alteracdo da microbiota intestinal podendo
causar disbacteriose, candidiase (perus), diarreia e colonizagdo por salmonelas paratifoides.
Devido sua habilidade de se ligar ao célcio, podem causar problemas cardiovasculares e
interferir na mineralizacdo dos 0ssos. No rim, a oxitetraciclina pode levar a necrose tubular e,
favorecer a manifestacdo secundéria dos efeitos tdxicos sobre o figado, provocando esteatose
(Palermo-Neto et al. 2011).

3.4.  Regulamentacdes sobre a presenca de residuos de antimicrobianos em produtos de
origem animal

As regulamentacbes sobre a presenca de residuos nos produtos de origem animal foram
desenvolvidas no @mbito nacional e internacional e visam harmonizar os valores de LMR para
diferentes combinag6es de farmacos e matrizes. O estudo dos potenciais efeitos da ingestao de
alimentos contendo estas substancias em concentragcfes superiores aos limites estabelecidos é de
grande relevancia para a satde publica, assim como para o comércio internacional (Hoff, 2008).

Existem diversas organiza¢des envolvidas no desenvolvimento de mecanismos de controle da
utilizacdo de medicamentos veterindrios na producdo animal. Esses mecanismos incluem
controle da distribuicdo e 0 uso em animais, a determinacao de niveis seguros de residuos nos
alimentos de origem animal e as metodologias empregadas para detec¢do e quantificacdo de
residuos (Mitchell et al., 1998). Entretanto, as legislacdes podem diferir consideravelmente
entre diferentes paises, especialmente em regides em desenvolvimento, quando, em muitos
casos, orgaos reguladores ainda estdo sendo criados e desenvolvidos. Além disso, LMRs ndo
sdo estabelecidos para todos os antibidticos encontrados em produtos de origem animal
(Spinosa e Tarraga, 2011).

Com a finalidade de proteger a salude da populacdo, assegurando praticas equitativas no
comeércio regional e internacional de alimentos, foi criado, em 1963, o Codex Alimentarius, um
Programa Conjunto da Organizagdo das NagGes Unidas para a Agricultura e Alimentacdo
(FAO) e da Organizacdo Mundial da Satde (OMS), que trata da normalizagéo sobre alimentos.
O Codex é responsavel pela analise critica da literatura existente sobre a toxicidade de cada
antimicrobiano usado como medicamento veterinario fixando as ingestes didrias aceitaveis
(IDA) e os respectivos LMR (Paschoal et al., 2008; Cunha, 2009; Palermo-Neto et al., 2011,
Codex Alimentarius, 2015).

Na década de 70, o Brasil tornou-se membro deste Programa e em 1980 foi criado o Comité do
Codex Alimentarius do Brasil (CCAB), por meio das Resolugdes 01/80 e 07/88 do Conselho
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade Industrial (CONMETROQO). O CCAB tem
como principais finalidades a participacdo, em representagdo do pais, nos Comités
internacionais do Codex Alimentarius e a defesa dos interesses nacionais, bem como a utiliza¢éo
das Normas Codex como referéncia para a elaboragdo e atualizacdo da legislacdo e
regulamentacéo nacional de alimentos.

Outros 6rgdos internacionais incluem o Comité de Produtos Alimentares da Agéncia Europeia
de Medicina (European Agency for the Evaluation of Medical Products - EMEA) e a
Organizacdo Mundial de Saude Animal (Office International des Epizooties - OIE). Além
destes, alguns paises tém grupos de especialistas envolvidos, como a Administracdo de
Alimentos e Medicamentos (Food and Drugs Administration - FDA), nos Estados Unidos, o
Departamento de Medicamentos Veterinarios (Bureau of Veterinary Drugs), no Canada, e a
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Comissdo de Produtos Veterinarios do Ministério da Agricultura, Pesca e Alimentos (Veterinary
Products Committee of the Ministry of Agriculture, Fischeries and Foods), na Inglaterra
(Caldeira, 2012).

No Brasil, foi instituido o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes em
Produtos de Origem Animal (PNCRC) com o objetivo de inspecionar e monitorar, baseando-se
em andlise de risco, a presenca de residuos de substancias quimicas que podem ser nocivas ao
consumidor. Esse plano foi instituido pela Portaria Ministerial n® 51, de 06 de maio de 1986 e
adequado pela Portaria Ministerial n°® 527, de 15 de Agosto de 1995, e contém tabelas que
regulamentam o0 controle de antimicrobianos, de anabolizantes, de micotoxinas, de
sulfonamidas, de metabdlitos de nitrofuranos e de avermectinas, entre outros, nos produtos de
origem animal (BRASIL, 1986; BRASIL, 1995). Segundo a Instrugdo Normativa n® 42, de
1999, a competéncia para estabelecer os LMR em alimentos, seja de medicamentos veterinarios,
agrotoxicos, contaminantes e aditivos, é do Ministério da Saude, por meio da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (BRASIL, 1999). No caso de ndo estarem estabelecidos,
utilizam-se os internalizados no MERCOSUL, os recomendados pelo Codex Alimentarius, 0s
constantes nas Diretivas da Uni&o Europeia, ou ainda, os adotados pelo FDA (Cunha, 2009).

A Comissao Europeia, por meio do Regulamento n® 37/2010 estabeleceu os LMR em produtos
de origem animal relativos as substancias farmacologicamente ativas em diferentes matrizes
(Tab. 1) e em 2015, os LMR de medicamentos veterinarios em produtos de origem animal
foram atualizados pela Comisséo do Codex Alimentarius (Tab. 2) (EC, 2009; CODEX, 2015).

Tabela 1. Limites maximos de residuos para agentes antimicrobianos segundo o Regulamento
N.° 37/2010 da Unido Europeia em tecidos de aves

; N T
Substancia farmacologicamente ativa LMR de acordo com os tecidos-alvo de aves (ug kg™)

Musculo Tecido adiposo Figado Rim
Acido oxolinico 100 50 150 150
Amoxicilina 50 50 50 50
Ampicilina 50 50 50 50
Avilamicina 50 100 300 200
Benzilpenicilina 50 50 50 50
Kanamicina 100 100 600 2500
Clortetraciclina 100 - 300 600
Cloxacilina 300 300 300 300
Colistina 150 150 150 200
Danofloxacina 200 100 400 400
Dicloxacilina 300 300 300 300
Difloxacina 300 400 1900 600
Doxiciclina 100 300 300 600
Enrofloxacina 100 100 200 300
Espectinomicina 300 500 1000 1500
Espiramicina 200 300 400 -
Florfenicol 100 200 2500 750
Flumequina 400 250 800 1000
Lasalocida 60 300 300 150
Lincomicina 100 50 500 1500
Neomicina 500 500 5500 9000
Oxacilina 300 300 300 300
Oxitetraciclina 100 - 300 600
Sarafloxacina - 10 100 -
Sulfonamidas 100 100 100 100
Tetraciclina 100 - 300 600
Tiamulina 100 100 1000 -
Tianfenicol 50 50 50 50
Tilmicosina 50 50 1000 1000
Tilosina 100 100 100 100
Tilvalosina - 50 50 -
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Tabela 2. Antimicrobianos e seus respectivos Limites Maximos de Residuos (LMR) de acordo
com o Codex Alimentarius

e, -1
Antimicrobiano LMR de acordo com os tecidos-alvo de aves (ug kg™)

Musculo Tecido adiposo Figado Rim
Avilamicina 200 200 300 200
Benzilpenicilina 50 - 50 50
Oxitetraciclina
Clortetraciclina } 200 - 600 1200
Tetraciclina
Colistina 150 150 150 200
Danofloxacina 200 100 400 400
Dihidroestreptomicina } Soma 600 Soma 600 Soma 600 Soma 100
Estreptomicina
Eritromicina 100 100 100 100
Flumequina 500 1000 500 3000
Lincomicina 200 100 500 500
Neomicina 500 500 500 10000
Sarafloxacina 10 20 80 80
Espectinomicina 500 2000 2000 5000
Espiramicina 200 300 600 800
Tilmicosina 150 250 2400 600
Tilosina 100 100 100 100

O escopo analitico, os limites de tolerancia e a amostragem do PNCRC do MAPA, para 0 ano
de 2015, encontram-se descritos na Tab. 3 (BRASIL, 2015a).

Tabela 3. Antimicrobianos e seus limites de referéncia estabelecidos pelo Plano Nacional de
Controle de Residuos e Contaminantes para 0 ano de 2015

Matriz muasculo de ave Matriz rim de ave

Analito Limite de referéncia (ug kg™ Analito Limite de referéncia (ug kg™
Nitrofurazona 1@ Lincomicina 500
Furazolidona 1@ Eritromicina 100
Furaltadona 1@ Tilosina 100
Nitrofurantoina 1@ Neomicina 10000
Cloranfenicol 0,3@ Estreptomicina 1000
Oxitetraciclina Espectinomicina 5000
Tetraciclina } Soma igual a 200 Dihidroestreptomicina 1000
Clortetraciclina Kanamicina 2500
Doxiciclina 100 Apramicina 1000
Sulfaclorpiridazina Gentamicina 500
Sulfadoxina Tobramicina 500
Sulfamerazina Higromicina 500
Sulfadiazina Tilmicosina 600
Sulfametoxazol - - Amicacina 500
Sulfatiazol Soma igual a 100 Clindamicina 200
Sulfametazina Ampicilina 50
Sulfaquinoxalina Cefazolina 50
Sulfadimetoxina _ Oxacilina 300
Acido Oxolinico 100 Penicilina G 50
Acido Nalidixico 20 Penicilina V 25
Flumequina 500 Oxitetraciclina Soma 1200
Enrofloxacina . Tetraciclina
Ciprofloxacina } Soma igual a 100 Clortetraciclina }
Sarafloxacina 10 Doxiciclina 600
Difloxacino 300
Danofloxacina 200

(a) Substancia de uso proibido. O valor indicado na tabela corresponde ao Limite Minimo de Desempenho Requerido (LMDR) de
referéncia para a anlise. O LMDR é o limite de referéncia para tomada de acéo.
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3.5.  Métodos analiticos para pesquisa de residuos de antimicrobianos

Os métodos analiticos para a pesquisa de residuos de antimicrobianos em produtos de origem
animal devem ser capazes de detectar com segurancga a presenca de uma substancia de interesse,
determinar sua concentracdo e identificar de forma inequivoca o analito de interesse.

Métodos de triagem podem ser de natureza qualitativa ou semi-quantitativa, e sdo utilizados
para identificar a presenca (ou auséncia) de residuos, em amostras de um lote, cuja concentracdo
exceda o LMR ou outro limite que implique acOes regulatorias por parte de uma autoridade
competente. Esses métodos ndo fornecem informac@es estruturais suficientes para definir com
precisdo a concentracdo da substancia presente, no entanto, podem ser utilizados para
determinar rapidamente se as amostras analisadas requerem testes adicionais ou se podem ser
liberadas. Os métodos de triagem devem apresentar uma taxa de resultados falso-negativos
inferior a 5% de acordo com a Decisdo 2002/657/EC, e nao devem ser utilizados isoladamente
para fins de controle de residuos em amostras oficiais sem que haja disponibilidade de métodos
quantitativos e/ou confirmatérios devidamente validados para serem aplicados a quaisquer
amostras identificadas como potencialmente ndo conformes em relagdo a um LMR estabelecido
(EC, 2002; CODEX, 2009).

Os métodos quantitativos fornecem informacao quantitativa que pode ser usada para determinar
se 0s residuos presentes em uma determinada amostra excedem o LMR, mas ndo permitem a
confirmagdo inequivoca da identidade do residuo. Esses métodos devem apresentar um bom
controle estatistico dentro da faixa de trabalho na qual se enquadra o LMR ou limite de agdo
regulatéria (CODEX, 2009).

Os métodos confirmatdrios possibilitam a identificacdo inequivoca das substancias analisadas e
podem também confirmar a concentragdo presente. Os métodos de confirmacdo sdo baseados
em técnicas de cromatografia associadas a espectrometria de massas, tais como cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS). Tais métodos, quando usados para a
confirmacdo da identidade dos residuos, devem fornecer informagdes estruturais confidveis
dentro de limites estatisticos estabelecidos (CODEX, 2009).

3.5.1. Meétodos fisico-quimicos para pesquisa de residuos de antimicrobianos
3.5.2. Cromatografia

O processo cromatogréfico consiste na particdo dos componentes de uma mistura entre a fase
moével e a fase estacionaria. No caso da cromatografia gasosa o fluido é um gas e na
cromatografia liquida o fluido € um solvente. Na cromatografia liquida a fase estacionaria é
constituida de particulas sélidas empacotadas em uma coluna, a qual é percorrida pela fase
movel. As forgas fisicas e quimicas que atuam entre os solutos e as duas fases sdo responsaveis
pela retencdo dos solutos sobre a coluna cromatografica. A diferenca na magnitude dessas
forcas que determina a resolugdo e, portanto, a separacdo dos solutos individuais (Skoog et al.,
2002).

Na cromatografia liquida classica (CLC) o recheio da coluna é utilizado geralmente uma sé vez,
porque parte da amostra usualmente se adsorve de forma irreversivel. O enchimento da coluna
deve ser repetido para cada separacdo. A vazao de eluente na CLC é promovida pela agdo da
gravidade e as fragdes individuais da amostra sdo coletadas manualmente ou através de um
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coletor de fragcdes. As separacbes requerem, geralmente, varias horas e a deteccdo e a
quantificagdo das fracdes sdo realizadas por analise manual.

Na cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) é empregada uma coluna fechada,
reaproveitavel. Essas colunas s&o muito eficazes, mas oferecem uma grande resisténcia a vazéo
da fase mdvel, por esta razdo é necessario empregar sistemas de bomba de alta pressdo que
fazem a fase mével migrar a uma velocidade razoavel através da coluna. A vazdo da fase movel
é controlada resultando em operagdes mais reprodutiveis, que tornam as analises executadas
mais precisas. Varios tipos de detectores, que podem ser colocados na saida da coluna,
proporcionam uma identificacdo e quantificacdo continua dos componentes da amostra. Desta
maneira, a HPLC tem a capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de uma
grande quantidade de compostos presentes em Vvarios tipos de amostras, em escala de tempo de
poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (Lancas, 1993).

A fase estacionaria deve ser imiscivel com a fase movel e estas duas fases séo escolhidas de
modo que 0s componentes da amostra se distribuam entre elas de modo distinto. Os analitos
fortemente retidos pela fase estaciondria movem-se mais lentamente na fase movel e,
consequentemente, sdo eluidos posteriormente aos componentes com baixa interacdo com a fase
estacionaria. Essa retengdo seletiva dos componentes da amostra pela fase estacionaria é uma
importante caracteristica e resulta em migracGes diferenciadas dos compostos de interesse
(Penteado et al., 2008).

O sistema HPLC é constituido basicamente por um reservatorio e sistema de bombeamento da
fase movel, um sistema de introducdo da amostra, coluna cromatografica, sistema de deteccéo e
um sistema de registro e tratamento dos dados (Fig. 1). Por meio da valvula de introdugdo ou
injecdo, a amostra é carreada pela fase movel até a coluna, onde é realizado o processo de
separacao. O efluente da coluna segue entdo para um detector, que acusa a presenca dos analitos
eluidos da coluna. O sinal gerado pelo detector é captado, tratado no computador, e um
cromatograma é montado, mostrando a variagcdo do sinal do detector em funcdo do tempo de
analise (Dong, 2006; Snyder e Kirkland, 2009).

Figura 1. Diagrama esquematico de um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia

7] Coluna cromatogréfica
T —— |

Injecdo da
[ amostra . -

Detector Dados
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Na HPLC, podem ser utilizados varios detectores, como: ultravioleta (UV), indice de refracéo,
espalhamento de luz, fluorescéncia e eletroquimico, que aliados a softwares dedicados,
permitem a analise quantitativa dos componentes das misturas em concentracdes extremamente
baixas. No entanto, apesar de tais caracteristicas, a utilizacdo desta como técnica de
identificacdo é bastante limitada, pois mesmo com grandes esforcos obtidos pelo uso de colunas
de diferentes polaridades, desenvolvimento de sistemas de indices de retengdo e outros
artificios, a andlise qualitativa pode estar sujeita a erros devido a utilizacdo dos tempos de
retencdo para a identificacdo dos analitos. Apesar do tempo de retencdo ser caracteristico de um
composto em um determinado método, ele ndo é Unico, ou seja, outros compostos podem ter o
mesmo tempo de retencdo nas condi¢des cromatograficas empregadas. Assim, pode ocorrer
coeluicdo de varios analitos e o pico a ser identificado pode ndo corresponder apenas ao analito
de interesse (Lancas, 2009).

Buscando a melhoria na seletividade, a tentativa inicial foi de se utilizar um detector
fotométrico que pudesse ser operado nas regides ultravioleta e visivel (UV-vis) do espectro e
fosse capaz de monitorar dois comprimentos de onda diferente (normalmente 220 nm e 254
nm). Nesse processo, a razdo entre o sinal obtido com um padrdo analitico nos dois
comprimentos de onda deveria ser a mesma que aquela obtida na analise das amostras contendo
0 analito de interesse. A necessidade de conhecimento prévio do analito alvo é uma das
limitagbes dessa técnica, pois ela ndo pode ser utilizada para a deteccdo de compostos
desconhecidos. O desenvolvimento dos detectores UV-vis de comprimento de onda varidvel
permitiu a obtencdo de espectros completos de analitos alvo nesta regido espectral. Apesar de
ter representado um avanco em relagdo as situagdes anteriores, 0s espectros obtidos para uma
grande quantidade de analitos presentes em amostras complexas eram de pouco auxilio devido a
falta de seletividade dos mesmos e a similaridade entre varios dos compostos em analise
(Lendia e Meyer, 2005).

O desenvolvimento dos detectores baseados em arranjos de fotodiodos (DAD), nos quais sao
gerados espectros tridimensionais de absorbancia dos analitos alvo foi considerado um avanco
por permitir avaliar a pureza de picos cromatograficos. Apesar desta evolugdo em relacdo a
situacdo existente no inicio do desenvolvimento da técnica, a identificacdo positiva dos picos
cromatograficos ainda era uma situacao dificil, na maioria dos casos (McMaster, 2005; Niessen,
2006).

3.5.3. Cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC)

O desenvolvimento da cromatografia liquida de ultra eficiéncia (UPLC) representou um avango
das técnicas de HPLC, e surgiu da necessidade de analises cromatograficas mais rapidas, sem o
comprometimento do desempenho analitico. A reducdo do tamanho das particulas da fase
estacionaria e das colunas foi, inicialmente, a alternativa mais atrativa, porém estas alteracdes
ficaram limitadas devido a elevada presséo resultante desta reducdo, que ndo é compativel com
os sistemas HPLC convencionais. Entretanto, com o desenvolvimento dos sistemas de UPLC, o
uso de colunas com particulas menores que 2 um tornou-se possivel, aumentando a eficiéncia
das analises (Maldaner e Jardim, 2011).

Dentre as principais caracteristicas dos sistemas de UPLC, que permitiram a utilizacdo de
colunas com menores tamanhos de particula, estdo a capacidade de trabalhar em altas pressdes,
volumes internos reduzidos, a presenca de sistemas de bombeamento robustos, o
desenvolvimento de detectores com alta taxa de aquisicdo, colunas resistentes e injetores com
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precisdo na faixa de volumes pequenos. Outra vantagem dos sistemas UPLC, é que a reducédo do
tempo de andlise, devido a maior eficiéncia do sistema, proporciona uma consideravel economia
de solvente (Maldamer e Jardim, 2009; Novéakova e Vickova, 2009; Nufiez et al., 2012).

3.5.4. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS)

A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC/MS) é uma metodologia
analitica para a determinacdo de compostos organicos. Os compostos presentes em matrizes
complexas, tais como amostras ambientais, fluidos biolégicos e alimentos podem ser
determinados sem a presenca de interferentes e com limites de deteccdo muito baixos (Ardrey,
2003). A cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (HPLC/MS-MS) permite um aumento de seletividade e sensibilidade,
proporcionando 0 monitoramento de centenas de residuos em uma Unica analise. Apesar do alto
custo de aquisicdo e manutencao destes equipamentos, eles apresentam uma série de vantagens,
como a alta eficiéncia analitica, menor tempo no desenvolvimento de métodos e elevada
robustez (Prestes et al., 2009). Além disso, a técnica fornece a massa molar, informagdes
estruturais e permite a andlise quantitativa do analito (Skoog et al., 2002). Os componentes
bésicos de um espectrdmetro de massas sdo a fonte de ionizagdo, o analisador de massas e 0
detector (Fig. 2).

Figura 2. Componentes béasicos de um sistema de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas

[ Sistema de dados ]

Sistema de
insercdo
(HPLC/UPLC)

Alto vacuo: 10°— 108 mbar

[ Fonte de ionizacdo ]—>

O acoplamento da HPLC a MS, foi um processo demorado devido a algumas
incompatibilidades, tais como o fluxo normalmente empregado nos sistemas de HPLC. As
vazdes utilizadas em HPLC sdo relativamente grandes (da ordem de 1,0 mL min™), portanto a
transferéncia direta do eluente da coluna cromatogréfica para a fonte de ionizacdo do
espectrdbmetro de massas, que é operado em um sistema de vacuo, era impossibilitada. Além do
problema relacionado a vazdo, os compostos separados por HPLC sdo normalmente pouco
volateis e/ou sensiveis a temperatura. Desta maneira, foi necessario o desenvolvimento de
interfaces e de formas de ionizacdo compativeis com esta técnica (Vékey, 2001; Ardrey, 2003;
Lacorte e Fernandez-Alba, 2006).

3.5.4.1. Fontes de ionizacao
Dentre as fontes de ionizacdo desenvolvidas, as mais empregadas para as analises de residuos
em alimentos sdo as fontes de ionizacdo & pressdo atmosférica (API, Atmospheric pressure

ionization), que incluem a ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI, electrospray), a ionizacao
quimica a pressao atmosférica (APCI, Atmospheric pressure chemical ionization) e a
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fotoionizacdo a pressdo atmosférica (APPI, Atmospheric pressure photoionization) (Vékey,
2001; Smeraglia et al., 2002; Bos et al., 2006).

Na ESI, a fase mdvel eluente do sistema de HPLC, na qual se encontram os analitos de
interesse, passa por um capilar, a pressdo atmosférica, mantido sob alta voltagem. O ESI pode
ser operado no modo positivo ou negativo, dependendo do sinal da tensdo aplicada. Na saida do
capilar sdo formadas goticulas altamente carregadas que sdo dessolvatadas ao se deslocarem em
sentido contrario ao posicionamento de um eletrodo em uma regido de pressdo atmosférica. A
medida que ocorre a dessolvatacdo, que € assistida por um fluxo continuo de gas seco
(geralmente N,), o tamanho das goticulas é reduzido até o ponto em que a forca de repulséo
entre as cargas similares fica maior que as forcas de coesdo da fase liquida (tensdo superficial).
Neste momento ocorre a chamada "fissdo couldmbica”, que gera goticulas com tamanhos
equivalentes a 10% do tamanho das gotas iniciais. Este processo continua até que sejam
produzidos ions do analito, os quais sdo transferidos para o analisador por uma série de
dispositivos de focalizagdo (Vékey, 2001; Smeraglia et al., 2002; Ardrey, 2003).

Como a ESI ocorre diretamente no capilar, esta fonte de ionizacdo pode ser utilizada para
compostos sensiveis a temperatura, que podem ser ionizados sem sofrer degradacdo. Além
disso, podem ser gerados ions com mdultiplas cargas, o que permite sua utilizacdo para
compostos com massas molares relativamente grandes (Vékey, 2001; Ardrey, 2003). Esta fonte
de ionizagdo, ideal para a analise de moléculas mais polares, &€ muito aplicada para
determinagdes de proteinas, aminoacidos e varias substancias de interesse na area da

bioanalitica, alimentos e farmacéutica (Lancas, 2009).

Na utilizacdo desta fonte de ionizacéo, o emprego de divisores de fluxo, que tem como funcéo
diminuir a vazdo do eluente para o interior da interface, é necessario quando o fluxo utilizado no
cromatografo for superior a 1 ou 0,5 mL min™ no caso de fase movel com elevada porcentagem
de 4gua em sua composic¢do. Como a ESI é dependente da concentragdo do analito no eluente da
coluna cromatografica, o uso desses divisores de fluxo, ndo afeta, de forma notavel, sua
detectabilidade (Vékey, 2001).

Outra técnica de ionizagdo disponivel é a APCI, que tem sido utilizada principalmente para a
analise de moléculas ndo polares e mais volateis, as quais ndo apresentam as caracteristicas
desejaveis para serem convertidas em ions na fase gasosa a partir de uma fase condensada,
como o eluente de um sistema de HPLC. Nesta técnica, os analitos provenientes da coluna de
cromatografia liquida sdo introduzidos na sonda (normalmente um tubo capilar o qual é
circundado e continuamente lavado com um gas denominado gas auxiliar, como o N,) cuja
extremidade é circundada por um sistema de aquecimento, na qual é utilizado um gas
nebulizador para volatilizar a amostra e solvente (Langas, 2009). O "spray" formado passa por
uma regido aquecida na qual o vapor é seco, formando espécies neutras que passam através de
uma corona de descarga. Um campo suficiente para gerar ionizagao € aplicado na corona. Como
0 solvente, proveniente do sistema de HPLC, encontra-se em maior concentragcdo no “spray"
que o analito, este é ionizado preferencialmente e passam a ocorrer reacdes entre estes ions em
fase gasosa e as moléculas neutras do analito, 0 que da origem aos ions do analito (Vékey, 2001;
Smeraglia et al., 2002; Ardrey, 2003). Esta técnica de ionizacdo suporta a utilizacdo de fluxos
mais altos (0,5 a 2,0 mL min-1) no sistema cromatografico quando comparado a ESI (Ardrey,
2003).
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Tanto a ESI quanto a APCI séo consideradas ionizaces brandas, ou seja, a partir destas técnicas
sdo formados fons pseudo-moleculares intactos, [M*H]" no modo positivo ou [M"H] no modo
negativo, porgue a energia empregada nestas fontes de ionizagdo ndo é suficiente para gerar
uma fragmentacdo significativa das moléculas do analito (Vékey, 2001; Smeraglia et al., 2002;
Ardrey, 2003).

A APPI é muito semelhante a APCI, pois € constituida por um nebulizador aquecido que
transforma o eluente da coluna cromatografica em um "spray" e gera sua dessolvatacéo parcial.
Entretanto, na APPI, ao contrario da corona de descarga utilizada na APCI, é empregada uma
lampada UV com poténcia de 10,2 eV, cuja funcdo € ionizar as moléculas do analito presentes
nas goticulas do "spray". A ionizacdo ocorre pela absor¢cdo de um féton por uma molécula,
seguida da ejecdo de um elétron, formando um cation radicalar do tipo M™. Este processo é
denominado fotoionizacdo direta. A probabilidade de ocorrer a fotoionizacdo direta é baixa,
uma vez que os fotons de UV tém uma baixa penetracdo numa mistura densa de gases e vapores
a pressdo atmosférica. Entretanto, se for empregada uma alta concentracdo de uma substancia
que ¢ facilmente ionizada (um dopante) é possivel aumentar significativamente o nimero de
ions gerados pela fotoionizacéo inicial do dopante e subsequente troca de carga com o analito,
desde que a afinidade eletronica do analito seja maior que a do dopante. Mas, se a afinidade
protdnica do analito € maior que a afinidade protdnica do ion dopante desprotonado, moléculas
do solvente ou clusters podem agir como intermediarios entre o ion dopante e o analito pela
abstracdo de um préton do ion dopante, passando este para o analito. No entanto, a APPI ndo é
limitada ao modo de ionizacdo positivo. A formacdo de ions negativos na APPI é iniciada pela
formacéo de elétrons térmicos durante a fotoionizagdo do solvente e do géas oxigénio por meio
da transferéncia de préton ou troca de carga, ou ainda por captura de elétrons ou reacGes de
substituicdo. Portanto, tanto na formacgéo de ions positivos quanto negativos por APPI, o analito
é analisado de forma indireta, por meio de reaces quimicas foto-iniciadas (Bos et al., 2006).

A APPI permite a analise de compostos apolares e de baixa polaridade, como hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos. A detectabilidade em APPI é compardvel a APCI, quando sdo
empregadas altas vazdes do eluente e é superior, quando sdo utilizadas baixas vaz@es. Esta fonte
de ionizacdo é também menos suscetivel & supresséo idnica induzida pela matriz e interferéncias
quimicas ocasionadas pela presenca de tampdes no eluente que a ESI e a APCI (Bos et al.,
2006).

3.5.4.2. Analisadores de massas

O efluente da coluna cromatogréfica, apds ser ionizado, geralmente a pressdo atmosférica (API)
por um dos processos descritos no item anterior (ESI, APCI ou APPI), é direcionado para o
analisador de massas. Os analisadores de massas separam o0s ions de acordo com a relagdo entre
suas massas e cargas, ou seja, a razdo m/z (Langas, 2009).

As caracteristicas de construcdo e operagdo diferem de um analisador para outro, assim como
seus beneficios e limitagcGes. Apesar da existéncia de diferentes analisadores de massas, a
escolha do mais apropriado deve ser efetuada considerando-se a aplicacdo, como, por exemplo,
a faixa de massas desejada, o desempenho desejado, relacionado principalmente a resolucgéo e o
custo, que pode variar em funcdo do tipo de analisador e das interfaces de cada equipamento.
Dentre os analisadores disponiveis, os mais aplicados nas analises de residuos em produtos de
origem animal s&o do tipo quadrupolo, tempo de voo (ToF) e ion trap (Lancgas, 2013).
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3.5.4.2.1. Quadrupolo

O quadrupolo tem como principal vantagem a simplicidade, facilidade de operacdo, prego
relativamente baixo e a boa linearidade em analises quantitativas. Apesar de usualmente
utilizado com resolucédo baixa (tipicamente R = 1.000), esta pode ser aumentada em condi¢bes
favoraveis para valores superiores a 4.000. Sua exatiddo de massas encontra-se, geralmente,
entre 0,1 e 0,2 unidades de massa atbmica (Dalton) e a faixa de massas, usualmente entre 10 e
4.000 Da (Lancas, 2013).

O quadrupolo é composto de quatro barras metélicas cilindricas dispostas em dois pares, sendo
um par de barras mantido em um potencial elétrico positivo e o outro par a um potencial
negativo. Uma combinacdo de corrente continua (DC) e radiofrequéncia (Rf) é aplicada nas
barras. O par positivo de barras atua como um filtro para massas mais elevadas, enquanto o par
negativo funciona como um filtro para massas menores. Os quadrupolos operam a uma
resolucdo constante que é dependente da razdo Rf/DC. Considerando-se uma dada amplitude
para as voltagens Rf e DC, somente 0s ions que apresentarem determinada razdo massa/carga
(m/z), estardo em ressonancia com o campo aplicado e irdo passar pelas barras do quadrupolo e
atingir o detector. Os demais ions que entrarem no quadrupolo terdo suas trajetdrias instaveis e,
como consequéncia, atingirdo as barras e serdo eliminados pela bomba de vécuo (Fig. 3)
(Langas, 2009).

Figura 3. Esquema de um analisador quadrupolar
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Fonte: Lancas, 2009

3.5.4.2.2. Analisador de tempo de voo (Time of flight) — ToF

Em um analisador do tipo tempo de voo (ToF, time of flight), os ions formados na fonte de
ionizagdo sdo extraidos e acelerados em alta velocidade por um campo elétrico em um tubo
longo denominado usualmente “drift tube”, ap6s o qual atingem o detector. A velocidade
alcancada pelo ion acelerado é proporcional a raiz quadrada de sua razdo m/z — por
simplicidade, assume-se ser inversamente proporcional a massa. De forma analoga, o tempo
necessario para um ion atravessar o tubo serd inversamente proporcional & raiz quadrada da
razdo m/z — também por simplicidade, é comum assumir-se que o mesmo é proporcional a
massa — uma vez que a distancia entre a formacdo do ion e o detector é fixa (depende do
comprimento do tubo) (Lancas, 2013).
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O principio de operacdo do ToF baseia-se na medida do “tempo de voo” de um ion dentro do
espectrometro de massas. Uma vez que as dimens@es do tubo e a energia cinética dos ions sao
bem conhecidas, o calculo da razdo m/z torna-se simples (Langas, 2009). O desenvolvimento de
um refletor (também conhecido como espelho de ions, espelho eletrénico ou reflectron) e o uso
de técnicas ortogonais de introducdo dos ions (0-ToF) contribuem para a melhoria da resolucéo,
por meio de um aprimoramento no controle ou compensacdo do espalhamento inicial de
energia, e na distribuicdo espacial dos ions.

O reflectron utiliza um campo elétrico aplicado a uma série de grades ou eletrodos (também
denominados pratos ou discos) para reverter a direcdo da trajetoria dos ions que nele entram.
Por meio desse dispositivo, 0s ions de mesma razdo m/z chegam ao mesmo tempo no detector,
ainda que apresentem diferengas em sua energia cinética.

A Fig. 4 ilustra o0 esquema genérico de um analisador do tipo ToF com refletor. A parte “a” da
figura mostra um ion formado na fonte sendo acelerado no tubo em direcdo ao detector, sem
ajuda do reflectron. Na parte “b” da mesma figura, o reflectron é ligado, observando-se que a
trajetoria do ion agora seré curva, a dispersdo dos ions de mesma razdo m/z é diminuida e a
resolugdo aumentada, e os ions retornam ao drift tube antes de serem detectados (Lancas, 2013).

Vaérios desenvolvimentos conduziram a refletores modernos com elevado desempenho, com
consideravel reducdo no tamanho do equipamento e melhoria da focalizagdo dos ions, sendo
amplamente empregados nos analisadores do tipo ToF mais modernos (Lancas, 2009).

Além do uso do reflectron, outra forma de aumentar a resolucdo utilizando analisador do tipo
ToF é com o uso de geometria ortogonal (0-ToF). Nesse sistema 0s ions sdo produzidos de
forma continua na fonte de ionizacédo (electrospray, por exemplo), acelerados e focalizados com
ajuda de lentes apropriadas. A seguir, aplica-se uma aceleracdo pulsada ortogonal (perpendicu-
lar) ao movimento dos ions (0a, ortogonal acelleration), os quais irdo adquirir velocidades que
sdo independentes das velocidades adquiridas por sua aceleragdo na fonte (Lancas, 2013).

Figura 4. Esquema simplificado de um ToF com o reflectron fora de operacdo (a) e em operacéo
(b), ilustrando a curva na trajetdria dos ions provocada pelo refletor
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Fonte: Lancas, 2009

O desempenho do oa-ToF pode ser ainda melhorado com a adi¢do de um gas. Esse colide com
0s fons em um guia de varios polos (usualmente, um quadrupolo ou hexapolo operando apenas
com radiofrequéncia — modo rf-only), diminuindo a energia (“resfriando”) dos ions antes de eles
entrarem na regido de aceleragdo ortogonal, também denominada pulser, resultando na focaliza-
cao dos ions em um feixe de diametro menor. Na regido de alto vacuo situada antes do pulser,
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um conjunto de lentes eletrostaticas torna o feixe de ions paralelo, minimizando problemas de
divergéncia na direcdo de aceleracdo. A combinacdo desses sistemas — aceleracdo ortogonal e
resfriamento por colisdo com gas, juntamente com o reflectron, aumentaram a resolucdo dos
atuais ToF-MS sem diminuir sua sensibilidade (Lancas, 2013).

A Fig. 5 ilustra o esquema de um ToF-MS de alta resolugdo, com aceleracdo ortogonal e
reflectron. Os hexapolos e quadrupolos servem de guia para os ions no modo ToF, podendo ser
utilizados para uma montagem em tandem (MS-MS) do tipo Q-ToF, empregando dois anali-
sadores (quadrupolo-tempo de voo). Esses equipamentos possuem elevada resolugdo (no modo
linear a resolucdo é limitada), boa sensibilidade, velocidade de varredura muito rapida (impor-
tante para picos cromatograficos estreitos). Porém exigem eletr6nica bastante sofisticada, bom
controle do tempo, da energia inicial e da distribuicdo espacial dos ions. Sua aplicagdo é
bastante ampla, especialmente quando alta resolucdo é necessaria. A faixa de massas que analisa
é ampla, mas na pratica, massas muito elevadas — muito superiores a 500.000 Da — sdo dificeis
de serem determinadas com boa precisao e exatidao (Langas, 2009).

Figura 5. Analisador do tipo ToF com sistema de aceleracdo ortogonal (oa) e reflectron,
podendo operar no modo LC/MS-MS na configuracdo Q-ToF (quadrupolo -ToF) ou no modo
LC-ToF utilizando o quadrupolo apenas como filtro de massa, ao invés de analisador, ou seja,
aplicando apenas radiofrequéncia, Rf (Rf-only mode)
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Fonte: Lancas, 2009

3.5.4.23. lontrap

Os analisadores do tipo ion trap, também denominados de quadrupolos tridimensionais ou
quadrupolos ion trap, “capturam” todos os ions que sdo introduzidos em seu interior ¢ os
mantém “aprisionados” até que uma determinada radiofrequéncia seja aplicada e torne os ions
de determinada razdo m/z instaveis, liberando-os do trap (Ardrey, 2003; Hager e Le Blanc,
2003). Nos analisadores do tipo ion trap um eletrodo hiperbolico na forma de um anel
(denominado ring electrode) é colocado entre dois eletrodos hiperbolicos denominados
eletrodos end cap. Uma voltagem Rf (corrente alternada, AC), de amplitude variavel V e com
frequéncia ao redor de 1 MHz, é aplicada ao ring electrode, enquanto que os eletrodos end cap
sdo aterrados (Fig. 6).
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Figura 6. Eletrodos que formam a parte principal de um analisador do tipo ion trap. O eletrodo
central é utilizado para aprisionar os ions, enquanto os outros dois servem um para focalizar a
entrada dos ions provenientes da fonte de ionizacdo no eletrodo central e o outro para focalizar a
saida dos ions em direcdo ao detector

Fonte: Langas, 2009

Os dois eletrodos end cap apresentam um orificio no centro; o eletrodo superior permite a
passagem dos ions provenientes da fonte de ionizagdo (eletrodo de entrada) e os direciona para
o0 ring electrode, enquanto que o orificio do eletrodo de saida serve para direcionar os ions
ejetados para deteccdo. Nesse tipo de analisador normalmente ndo se aplica voltagem DC
(corrente direta); apenas a Rf. Tipicamente, o filamento é ligado e os ions dentro do trap
(armadilha), ali formados ou nele introduzidos — com um valor de m/z acima de um limite
estabelecido por V —serdo aprisionados (trapped) por um tempo ao redor de 1 ms
(milissegundo). O filamento ¢é entdo desligado e uma varredura de V é executada para obter-se
um espectro de massas. Os ions de razdo massa/carga igual a m/z serdo acelerados na direcdo do
eixo z e ejetados pelo eletrodo end cap de saida dos ions sendo, entdo, detectados. As equacdes
gue descrevem o movimento dos ions do ion trap sdo similares as descritas para o quadrupolo
linear (Langas, 2013).

Juntamente com o quadrupolo linear, o ion trap é um dos analisadores de ions mais populares
no momento devido a seu custo relativamente baixo e pequeno tamanho, podendo ser utilizado
na obtencdo de analisadores que ocupam pouco espaco. Sua resolucdo é similar & do quadrupolo
linear (unitéria), podendo ser aumentada empregando-se varreduras mais lentas em uma faixa de
massas menores. Nessas condicdes, resolucdes proximas de 5.000 podem ser obtidas. As
aplicagdes tipicas desse analisador sdo similares aquelas do quadrupolo (Lancas, 2013).

3.5.4.2.4. Orbitrap

O orbitrap é um analisador do tipo ion trap que consiste basicamente de trés eletrodos,
conforme mostrado na Fig. 7. Neste analisador, os ions aprisionados oscilam ao longo e ao
redor de um eletrodo em forma de espiral. A frequéncia dessa oscilagdo é proporcional a raiz
guadrada da razdo massa/carga e pode ser determinada e convertida em um espectro de massas,
utilizando a transformada de Fourier, com alta precisdo (Hu et al., 2005; Walther e Mann, 2010;
Zubarev e Makarov, 2013). Devido ao seu desempenho analitico, com amplo intervalo
dindmico da precisdo de massas, alta resolucédo, sensibilidade e estabilidade do sistema, o
orbitrap tem intmeras aplicagdes, tais como a identificacio de compostos em misturas
complexas para a andlise em niveis tracos, em estudos de protedmica, metabolémica, controle
de doping e deteccdo de contaminantes em alimentos e ragdes. O orbitrap pode ser combinado
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de maneira eficaz a varios sistemas de cromatografia liquida e também pode operar com
equipamentos individuais com fontes de lonizagdo e Dessor¢do a Laser Assistida por Matriz
(MALDI), devido a alta resolucéo oferecida (Pic6, 2015).

Figura 7. Analisador do tipo orbitrap

Fonte: adaptado de Zubarev e Makarov (2013)

3.5.,5. Espectrometria de massas sequencial

A espectrometria de massas sequencial (MS-MS) emprega duas fases de andlise de massas, com
0 objetivo de avaliar seletivamente a fragmentagdo de ions particulares em uma mistura de ions.
Diferentes tipos e combinacfes de instrumentos e formas de varredura de ions podem ser
utilizados para realizagdo desta técnica de acordo com o tipo e 0s objetivos da anélise
(Hoffmann, 1996).

3.56.,5.1.1. Triplo quadrupolo

Este instrumento é constituido por trés quadrupolos em série, sendo que o segundo quadrupolo
ndo é utilizado para separar ions de mesma razdo m/z, mas sim como cela de colisdo, na qual
ocorre a fragmentacdo dos ions selecionados no primeiro quadrupolo geralmente por

dissociagdo induzida por colisdo com um géas inerte (DIC), e também é empregado como
direcionador dos ions produzidos ao terceiro quadrupolo.

Na DIC, o ion precursor proveniente do primeiro quadrupolo é acelerado por um potencial
elétrico para uma regido de alto vacuo no interior do segundo quadrupolo, onde sofre repetidas
colisBes com um gas inerte de elevada energia (geralmente Ar, He ou N;), o que leva a um
aumento na energia potencial deste ion até ocasionar sua fragmentag&o, conduzindo a formagéo
dos ions produto. Quando a DIC é realizada em baixa energia, as reacfes de fragmentagdo
levam geralmente a perda de fragmentos neutros (H,O, MeOH, CO, CO; etc.), dependendo da
natureza do fon precursor. Esta perda de fragmentos neutros é muito importante na
determinagdo estrutural da molécula do analito, uma vez que fornece informagdes acerca de
grupos funcionais presentes na molécula. Quando a DIC é realizada sob elevada energia, as
reacOes de fragmentagdo geram informagOes estruturais mais significativas, uma vez que pode
levar & quebra das moléculas em posicOes caracteristicas. Porém, quando a energia € muito
elevada pode levar a uma fragmentacgdo excessiva. Além de informacGes estruturais, a DIC pode
melhorar a detectabilidade do método quando usada para gerar um ion caracteristico de uma
molécula e assim realizar sua detecgdo a partir deste ion fragmento quando a molécula do
analito de interesse se encontra em presenca de outras moléculas de mesma massa molar
nominal, uma vez que reduz o ruido e aumenta a detectabilidade. Todos os quadrupolos sdo
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controlados para transmitir ions de uma Unica razdo m/z ou de um intervalo de raz6es m/z para
gerar informacg&o analitica mais exata (Chiaradia et al., 2008).

3.5.5.1.2. Quadrupolo-tempo de voo (Q-ToF)

E um instrumento em que o ultimo estagio do triplo quadrupolo é substituido por um ToF
disposto ortogonalmente ao segundo quadrupolo (Fig. 8). Este instrumento, ao invés de varrer
sequencialmente um intervalo de razGes m/z selecionadas e gerar 0 espectro das massas
selecionadas, detecta todos os ions que entram no tubo de voo em um tempo especifico, o que
s é possivel devido a sua alta velocidade de varredura (Chiaradia et al., 2008).

Figura 8. Esquema de um espectrémetro de massas quadrupolo-tempo de voo (Q-ToF)
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Fonte: Langas, 2009

3.5.5.2. Técnicas de varredura

No modo de varredura dos ions produto (product-ion scan), considerando-se um espectrémetro
de massas do tipo triplo quadrupolo, no primeiro estagio (EML1) é isolado o ion de interesse que,
em seguida, é fragmentado na cela de colisdo. No segundo estagio do espectrdmetro de massas
(EM2) é feita a varredura dos ions produzidos a partir da fragmentacdo do ion de interesse
isolado em EM1 para obtencdo do espectro de massas. Esta técnica também pode ser realizada
no “ion-trap” (Chiaradia et al., 2008).

A varredura do ion precursor (precursor-ion scan) é realizada quando o EM1 ¢ ajustado para
transmitir fons dentro de um intervalo de m/z de interesse, 0s quais sdo fragmentados na cela de
colisdo, para que em EM2 sejam transmitidos ions de uma Unica razdo m/z (ion produto de
fragmentagdo). O sinal s6 é gerado no detector quando EM1 e EM2 estdo transmitindo, isto é,
quando um ion transmitido por EM1 se fragmenta na cela de colisdo gerando o ion produto
selecionado que atravessa EM2 (Chiaradia et al., 2008).

A varredura da constante perda de fragmentos neutros (constant-neutral-loss scan) permite
observar ions que se fragmentam perdendo uma massa de estrutura quimica especifica e neutra.
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E realizada no triplo quadrupolo varrendo-se todos os estagios da MS-MS simultaneamente para
comparar as diferencas entre as massas varridas por eles (Chiaradia et al., 2008).

Na varredura do monitoramento seletivo de reagdes (selected-reaction monitoring) é monitorada
a fragmentacdo de um ion precursor selecionado no triplo quadrupolo por EM1 aos seus
correspondentes ions produtos que atravessam EM2. Quando se monitora a fragmentacdo de
varios ions precursores simultaneamente, este modo de varredura é denominado
“monitoramento de rea¢Ges multiplas” (multiple-reaction monitoring) ou MRM (Chiaradia et
al., 2008).

3.6.  Pesquisa de residuos de antimicrobianos em carne de frango

Para garantir a seguranca no consumo de produtos de origem animal pela populacéo, agéncias
regulatérias de todo o mundo instituiram normas para o controle da presenca de residuos e
contaminantes nos alimentos, estabelecendo LMR de diferentes substancias e nas mais diversas
matrizes, para que 0s mesmos ndo provoguem danos a satde dos consumidores. Desta maneira,
as metodologias analiticas utilizadas para a determinacdo de substancias téxicas em alimentos
devem ser capazes de quantificar os residuos em concentragbes muito baixas, assim como
identifica-los de maneira inequivoca. A técnica de HPLC/MS-MS possibilita a obtencdo de
informacGes estruturais acerca do analito, 0 que assegura sua identificagdo com maior exatiddo
do que quando ela é feita apenas com base nas caracteristicas do tempo de retencdo dos
compostos analisados, como ocorre nas outras técnicas de deteccdo cromatograficas. Além
disso, quando existem compostos que ndo podem ser totalmente separados pela técnica
cromatografica empregada, utilizando HPLC/MS-MS é possivel detecta-los individualmente se
possuirem diferentes massas molares ou gerarem diferentes espectros de massas.

Devido a essa elevada seletividade, os efeitos da interferéncia de componentes da matriz sobre o
sinal obtido sdo minimizados, de forma que procedimentos mais simples de preparo das
amostras podem ser empregados, eliminando, muitas vezes, a necessidade de realizar varias
etapas de purificacdo da amostra. Isto diminui o custo e 0 tempo necessarios para a realizacao
das andlises, de forma que possam ser aplicadas como procedimentos de rotina em laborat6rios
de controle da qualidade de alimentos. Além disso, a HPLC/MS-MS possibilita a obtencdo de
menores limites de detec¢do e quantificacdo quando comparada a HPLC/MS, devido aos modos
de varreduras possiveis de serem realizados, o que pode favorecer sua aplicacdo a analise de
residuos em niveis tragos (Chiaradia et al., 2008).

Shen et al. (2010) validaram uma metodologia por UPLC/MS-MS para pesquisa de quinolonas,
tetraciclinas e sulfonamidas em musculo de frango. Os autores utilizaram a metodologia
validada para a pesquisa de residuos destes medicamentos em 103 amostras de carne de frango,
coletadas diretamente de uma industria de processamento, na regido norte da China. Foram
encontradas duas amostras positivas para ciprofloxacina (18,1 + 1,1 pg.kg™ e 22,0 + 2,1 pg.kg
1, duas amostras positivas para doxiciclina (7,8 + 0,6 pg.kg™ e 5,4 + 0,3 pg.kg™) e uma amostra
positiva para enrofloxacina (12,4 + 0,8 ug.kg™).

Cetinkaya et al. (2012), utilizando a técnica LC/MS-MS, realizaram a pesquisa de residuos de
tetraciclina, doxiciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina em 60 amostras de carne de frango
provenientes do comércio varejista na regidao de Bursa, na Turquia. Os autores encontraram
quatro amostras positivas para doxiciclina, com concentragdes variando entre 19,9 a 35,6 pg.kg
', e uma amostra positiva para tetraciclina, na concentracéo de 17,2 pg.kg™.
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Gibson et al. (2012) avaliaram a presenca de residuos dos antimicrobianos espiramicina,
tilosina, virginiamicina e bacitracina, pela técnica LC/MS-MS no musculo do peito de frango de
corte, que receberam 0s medicamentos na ra¢do durante um periodo de seis dias. Apos zero, um,
dois, quatro e sete dias de retirada, quatro aves de cada grupo foram eutanasiadas para avaliacdo
da presenca de residuos. Bacitracina e virginiamicina ndo foram detectadas, indicando um
periodo de retirada zero. As concentracBes de espiramicina variaram entre 21,9 e 49,8 ug.kg™
no dia zero de retirada, e entre 0,4 e 0,8 pg.kg™ ap6s sete dias de retirada da ragdo contendo os
medicamentos. No dia zero de retirada, os niveis de tilosina variaram entre 0,4 e 0,8 ug.kg™ e
nas avaliacOes subsequentes, as concentragdes encontradas ficaram abaixo do limite de deteccéo
do método.

3.7.  Validacao de métodos analiticos

A validacdo de métodos analiticos tem como objetivo demonstrar que um método de ensaio, nas
condi¢bes em que € praticado, tem as caracteristicas necessarias para assegurar a obtengdo de
resultados com a qualidade exigida, garantindo confiabilidade dos resultados. Este processo é
necessario quando o método a ser empregado ainda nao é reconhecido e aprovado por 6rgaos
reguladores e deve ser realizado sempre que um método existente for modificado para atender a
requisitos especificos, ou quando um método totalmente novo for desenvolvido visando
assegurar que as caracteristicas de desempenho do método atendam aos requisitos para as
operagOes analiticas pretendidas. Nestes casos, todas as varidveis do método devem ser
consideradas, incluindo procedimento de amostragem, preparo da amostra, manipulagcdo dos
insumos e equipamentos, andlise laboratorial propriamente dita, interpretacdo e analise dos
dados. (Lancas, 2004; Ribani et al., 2007; Souza, 2007; INMETRO, 2011).

De uma maneira geral, pode-se distinguir os procedimentos de validagdo de métodos analiticos
em duas categorias. A primeira € a valida¢do no laboratdrio, também conhecida como “in house
validation”, que consiste nas etapas de validagdo dentro de um Unico laboratério, seja para
validar um método novo que tenha sido desenvolvido localmente, seja para verificar se um
determinado método estd sendo bem conduzido. A validacdo no laboratério é utilizada nas
etapas preliminares do desenvolvimento de uma metodologia e na publicacdo de artigos para
revistas cientificas, em que sdo avaliadas todas as caracteristicas de desempenho da validacdo da
metodologia, porém sem verificar a reprodutibilidade interlaboratorial. A segunda € conhecida
como validagdo completa, ou “full validation”, e envolve todas as caracteristicas de
desempenho e um estudo interlaboratorial que é utilizado para verificar como a metodologia se
comporta com uma determinada matriz em varios laboratérios, estabelecendo a
reprodutibilidade interlaboratorial da metodologia e a incerteza expandida associada a
metodologia como um todo. Pode-se considerar a validagdo no laboratério como sendo uma
etapa preliminar a validacdo completa (Thompson et al., 2002; Ribani et al., 2007).

Na literatura, muitas diretrizes de validacdo de métodos analiticos que sdo aceitas por 6rgéos
reguladores estdo disponiveis. A Decisdo 2002/657/CE fornece as informagdes gerais sobre os
parametros de desempenho necessarios para a validacdo de métodos analiticos para a pesquisa
de residuos em produtos de origem animal (EC, 2002). Para a validacdo do método podem ser
utilizadas caracteristicas de desempenho, tais como linearidade, seletividade, preciséo, exatidao,
limite de deteccéo, limite de quantificacdo, limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccéo
(CCB) (EC, 2002).
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3.7.1. Linearidade

A linearidade é a capacidade do método de obter resultados diretamente proporcionais a
guantidade do analito presente na amostra, em um intervalo especificado (EURACHEM, 1998;
Thompson et al., 2002). A linearidade de um método pode ser observada pelo gréfico dos
resultados dos ensaios em funcdo da concentragdo do analito e € verificada a partir de uma
equacdo de regressao linear, determinada pelo método dos minimos quadrados. Em geral, sdo
necessarios Varios niveis de concentracdo, no minimo cinco, para construir a curva analitica. O
numero de replicatas deve ser, no minimo, de duas a sete em cada nivel de concentracao (Souza,
2007; INMETRO, 2011). Para as andlises em nivel de tracos, é recomendado adotar o limite de
guantificagdo como a concentracdo mais baixa da curva analitica (INMETRO, 2011).

A equacdo da reta que relaciona resposta obtida no ensaio em fungdo da concentracdo do analito
é:
y=axzh

Sendo:

y = resposta medida (area do pico);

X = concentracéo;

a = interse¢cdo com o eixo y, quando x = 0;

b = inclinacdo da curva analitica (sensibilidade).

A estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um conjunto de medic¢des
experimentais pode ser efetuada usando o0 método matematico conhecido como regressao linear.
Além dos coeficientes de regressdo a e b, também é possivel calcular, a partir dos pontos
experimentais, o coeficiente de correlagdo (r). Este pardmetro permite uma estimativa da
qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de 1,0, menor a dispersdo do conjunto de
pontos experimentais e menor a incerteza dos coeficientes de regressdo estimados. Um
coeficiente de correlacdo maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos
dados para a linha de regressdo. A ANVISA recomenda um coeficiente de correlagdo maior ou
igual a 0,99 e 0 INMETRO um valor acima de 0,90 (Ribani et al., 2007).

3.7.2. Seletividade

A seletividade relaciona-se a capacidade que o método possui em identificar o composto em
pesquisa mesmo na presenca de outros componentes como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz. Significa que o valor medido provém somente do analito, assegurando
que ndo ha interferentes (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A seletividade pode ser avaliada através de ensaios com padrdes ou materiais de referéncia,
andlise de amostras com e sem a presenca do analito (padrdo) ou utilizacdo de outra técnica
especifica para a substancia de interesse que permite comprovar a seletividade (INMETRO,
2011).

A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um método instrumental
de separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante a validacdo e subsequente uso do
método. Algumas amostras podem sofrer degradacdo, gerando compostos que ndo foram
observados inicialmente, que podem coeluir com a substancia de interesse. Se a seletividade ndo
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for assegurada, alguns pardmetros como linearidade, exatiddo e precisdo serdo seriamente
comprometidos (Ribani et al., 2007).

3.7.3. Limite de detec¢do

O limite de detecgdo € a menor quantidade do analito que pode ser detectada pelo método
analitico, mas ndo necessariamente quantificada (EURACHEM, 1998; Thompson et al., 2002).
Existem vérias maneiras de se determinar o limite de deteccdo, dentre eles, o0 método visual,
método da relacédo sinal-ruido e 0 método baseado em pardmetros da curva analitica.

O método visual baseia-se na adi¢do de concentragdes conhecidas do analito, de modo a
distinguir sinal analitico de ruido, pela visualizacdo da menor concentracgao visivel que pode ser
confiavelmente detectado. O método da relagcdo sinal-ruido s6 pode ser aplicado aos
procedimentos analiticos que apresentam ruido da linha de base e € realizada comparando sinais
medidos a partir de amostras com baixas e conhecidas concentra¢es do analito com os sinais de
amostras em branco. Geralmente, um sinal-ruido entre 3:1 ou 2:1 é considerado aceitavel para a
estimativa do limite de deteccdo (Brito et al., 2003; INMETRO, 2011).

A determinacdo do limite de deteccdo é feita com base no desvio padrdo da resposta e na
inclinacdo ou coeficiente angular da curva analitica. Assim o limite de detec¢do pode ser
calculado como (Ribani et al., 2004):

LD=33xs/S

Em que:

LD = limite de deteccao
s = coeficiente linear da curva analitica
S = inclinacdo da curva analitica

3.7.4. Limite de quantificacao

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito presente na amostra que pode ser
guantificada com precisdo e exatiddo aceitaveis pelo método analitico (Thompson et al., 2002;
EURACHEM, 1998).

A forma de determinagdo do limite de quantificacdo € bastante semelhante a utilizada para o
limite de deteccdo e também pode ser feita pelo método visual, método da relacdo sinal-ruido e
0 método baseado em pardmetros da curva analitica. Entretanto, a relacdo sinal-ruido deve ser
de 10:1 e na equacédo usada para determinagdo do limite de deteccéo pelos parametros da curva
analitica ao inves de utilizar 3,3, a multiplicacdo é feita por 10 (Ribani et al., 2004), sendo:

LQ=10xs/S
Em que:
LQ = limite de quantificagdo

s = coeficiente linear da curva analitica
S = inclinacédo da curva analitica
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Segundo Ribani et al. (2004) o método mais utilizado para estimar o limite de deteccdo e
quantificagdo é o da relagdo sinal-ruido, porém em técnicas analiticas de separa¢do, como as
cromatograficas, a medi¢do do ruido ndo é rotineira e muitas vezes pode ser subjetiva. Além
disso, tanto o limite de deteccdo quanto o limite de quantificacdo podem ser afetados pelas
condi¢des cromatograficas. Picos maiores aumentam a relagéo sinal-ruido, resultando em limite
de deteccdo e quantificagdo mais baixos. O melhor caminho para resolver este problema do
calculo do limite de deteccdo e limite de quantificacdo é utilizar o método baseado nos
parametros da curva analitica, que é estatisticamente mais confidvel. Desse modo, a curva
analitica deve conter a concentracéo correspondente ao limite de quantificagéo.

3.7.5. Precisao

A precisdo é a proximidade dos resultados obtidos em véarias medidas de uma amostragem
multipla de uma mesma amostra e pode ser expressa em desvio padrdo relativo (DPR) ou
coeficiente de variacdo (CV) (BRASIL, 2003; Langas, 2004).

A precisdo pode ser avaliada em condi¢bes de repetitividade ou reprodutibilidade. A
repetitividade é caracterizada pela utilizacdo dos resultados obtidos por anélises sucessivas da
mesma amostra em curtos intervalos de tempo, usando um mesmo método e efetuadas sob as
mesmas condigdes (laboratorio, equipamentos e mesmo analista). Quando os resultados
avaliados sdo obtidos utilizando uma mesma amostra e método, mas em diferentes laboratorios,
equipamentos e analistas, essa avaliacdo da precisdo é chamada de reprodutibilidade (Lancas,
2004).

Desse modo, a repetitividade é expressa quantitativamente em termos da caracteristica da
dispersdo dos resultados e pode ser determinada por meio da andlise de padrdes, material de
referéncia ou adicdo do analito na amostra, em vérias concentragdes dentro da faixa de trabalho.
O valor méaximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada, a
concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método (INMETRO,
2011).

3.7.6. Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos em relagdo ao
verdadeiro valor contido na amostra, exprimindo a compatibilidade do valor aceito com o valor
de referéncia (Thompson et al., 2002; Lancas, 2004). A exatiddo pode ser determinada com o
uso de materiais de referéncia certificados fornecidos por organismos reconhecidos e confiaveis,
como por exemplo: INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia), NIST (National Institute of
Standards and Technology - EUA), LGC (Laboratory of the Government Chemist - UK). Outras
formas de se avaliar a exatiddo sdo através da participagdo em ensaios interlaboratoriais ou a
realizacdo de ensaios de recuperagdo, em que as amostras sdo fortificadas com quantidades
conhecidas do analito e os resultados sdo comparados em relagdo a quantidade real presente na
amostra (INMETRO, 2011).

A Tab. 4 apresenta os valores estabelecidos para os pardmetros recuperagdo (%) e coeficientes
de variacéo de acordo com o proposto por EC (2002) e Codex Alimentarius (2009).
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Tabela 4. Valores de recuperacdo e coeficientes de variacdo considerados aceitaveis para
resultados quantitativos

Concentracéo (ug kg™) Recuperacgdo (%) Coeficiente de variacdo (%)
<1 50a120 35
>1a<10 60a 120 30
>10a<100 70a120 20
> 100 a <1000 70a110 15
> 1000 70a110 10

3.7.7. Limite de deciséo (CCa)

O limite de decisdo (CCa) é o limite a partir do qual se pode concluir que uma amostra é ndo
conforme com uma probabilidade de erro de a. O CCa pode ser calculado a partir dos
resultados de analise de pelo menos 20 matrizes brancas fortificadas na concentra¢cdo do LMR
utilizando-se a seguinte formula (EC, 2002; BRASIL, 2011):

CCa=LMR + 1,64 X SreproLMR
Em que:

LMR: é a concentracdo do LMR nas mesmas unidades de concentragdo do resultado final.

SreproLMR: € 0 desvio-padrdo amostral das concentragdes determinadas na série de 20 analises no
nivel de concentragdo do LMR, em condigdes de reprodutibilidade intralaboratorial.

3.7.8. Capacidade de deteccéo (CCR)

A capacidade de deteccdo (CCR) é o teor mais baixo de uma substancia que pode ser detectado,
identificado e/ou quantificado numa amostra com uma probabilidade de erro de f. Em caso de
substancias relativamente as quais ndo se encontre definido um limite permitido, a capacidade
de deteccdo é a concentracdo mais baixa a que 0 método é capaz de detectar amostras realmente
contaminadas com uma certeza estatistica de 1 — B. No caso de substancias com um limite
permitido estabelecido, isto significa que a capacidade de deteccdo é a concentragdo a que 0
método é capaz de detectar concentragdes no limite permitido com uma certeza estatistica de 1 —
B. De forma semelhante ao CCa pode-se calcular o CCP a partir da analise de pelo menos 20
matrizes brancas fortificadas na concentracdo do LMR, utilizando-se a equagao:

CCB =LMR + 3,28 X SreproLMR
Em que:

LMR: é a concentracdo do LMR nas mesmas unidades de concentragdo do resultado final.
SreproLmr: € 0 desvio-padrdo amostral das concentragdes determinadas na série de 20 analises no

nivel de concentracdo do LMR, em condig¢des de reprodutibilidade intralaboratorial

4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa dos residuos de antimicrobianos foi realizada no musculo do peito e da coxa de
frangos de corte, que foram criados na Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa (FEPHB) da
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Escola de Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV/UFMG), localizada no
municipio de lgarapé, Minas Gerais. A validacdo do método analitico e as andlises dos residuos
dos medicamentos no musculo de frangos de corte foram realizadas no Laboratério de Residuos
de Medicamentos Veterinarios (LRM), do Laboratério Nacional Agropecuario
(LANAGRO/MG), localizado em Pedro Leopoldo, Minas Gerais. Os antimicrobianos utilizados
de forma terapéutica foram a enrofloxacina, a sulfaquinoxalina e a oxitetraciclina.

4.1.  Reagentes e padroes

Os padrdoes dos antimicrobianos enrofloxacina, ciprofloxacina, sulfaquinoxalina e
oxitetraciclina, com pureza minima de 98%, foram adquiridos da marca Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) e apresentavam certificado declarando pureza e validade.

Foram utilizados também &cido tricloroacético (TCA) da marca J.T. Baker (Center Valley, PA,
EUA), acido heptafluorobutirico (HFBA), da marca Fluka (St. Louis, MO, EUA) e acetonitrila
(Merck, Darmstadt, Alemanha). Todos os reagentes utilizados foram de grau puro para analise
(P.A.), exceto os solventes utilizados na cromatografia, que foram de grau LC/MS.

4.2.  Preparo dos reagentes e padroes

As solucbes padrbes de antibidticos foram preparadas a partir da pesagem dos padrbes de
referéncia de cada analito, ajustando a massa de acordo com a pureza e a base livre declarada no
certificado que acompanhava 0s padrGes. Foram preparadas, inicialmente, em balGes
volumétricos calibrados de 50 mL, solugdes estoque dos antimicrobianos enrofloxacina (125
pug/mL), ciprofloxacina (125 pg/mL), sulfaquinoxalina (250 pg/mL) e oxitetraciclina (200
pg/mL). As soluges de adicdo dos antimicrobianos, que apresentaram concentragao final de 0,5
pg/mL, foram preparadas a partir da diluicdo das soluges estoque em &gua. Aliquotas das
solugdes estoque de cada antimicrobiano foram adicionadas a um baldo volumétrico calibrado,
de 50 mL, e o volume final foi completado com agua ultrapura.

Para 0 processo de extracdo por TCA, foi utilizada uma solucdo de TCA a 5%, preparada a
partir da dissolugdo de 50g de TCA em um litro de agua ultrapura. A solugdo de HFBA 0,2%,
preparada em &gua ultrapura, foi utilizada como fase moével A e, como fase mével B, foi
utilizada acetonitrila.

4.3.  Validag@o do método analitico por UPLC/MS-MS para pesquisa de residuos de
antimicrobianos em musculo de frangos de corte

4.3.1. Preparo das amostras

Amostras de masculo do peito e da coxa de frangos de corte, provenientes da FEPHB e que nédo
receberam medicamentos na ragdo, foram utilizadas como amostras brancas para 0s
procedimentos de validagdo. Inicialmente, foi realizado um pool de amostras do musculo do
peito e da coxa, que foram micro processadas e, em seguida, pesados 2,0 £ 0,05g de amostra em
tubos de polipropileno de 50 mL utilizando uma balanca analitica. Os tubos foram mantidos
congelados, em temperatura inferior a -20°C até 0 momento das analises.

Para o procedimento de extracdo, 0s tubos de polipropileno contendo as amostras brancas foram
descongelados e as amostras foram fortificadas com os padrdes de antimicrobianos nas
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concentracdes desejadas para cada parametro, de acordo com as etapas do procedimento de
validacdo, e agitadas em vortex, permanecendo em repouso por dez minutos. Em seguida, foram
adicionados 8 mL da solucdo de TCA 5%, os tubos foram sonicados em banho de ultrassom por
dez minutos e agitados em agitador horizontal por dez minutos. Apds esta etapa, uma aliquota
de 1,5 mL foi transferida para microtubos de centrifuga, que foram ultracentrifugados a 14462
Xg, a 4°C por 12 minutos. O sobrenadante foi filtrado através de unidade filtrante com
membrana de politetrafluoretileno (PTFE) 0,22 um x 13 mm (FilterPro®) em um vial, e 10 puL
do extrato foram injetados e analisados pelo sistema UPLC/MS-MS.

4.3.2. Parametros instrumentais

Para a pesquisa de residuos de antimicrobianos no musculo coxa de frangos de corte, foi
utilizado um sistema de cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Prominence UFLC Shimadzu)
acoplado ao espectrometro de massas triplo quadrupolo 4000 QTRAP® (AB Sciex,
Framingham, MA, EUA) equipado com interface ESI, operado no modo positivo.

Foi utilizada uma coluna Agilent Zorbax Eclipse XDB C18 (4,6 x 50 mm, 1,8 yum) para a
separacao cromatogréafica. A temperatura da coluna foi fixada em 35°C. Os parametros da fonte
de ionizagdo foram: voltagem do capilar a 5,5 kV e temperatura da fonte de 650°C. Foram
utilizadas as fases moveis A (HFBA 0,2%) e B (acetonitrila), em um fluxo de 0,6 mL min™,
conforme o gradiente descrito na Tab. 5. O volume de inje¢&o foi de 10 pL.

Tabela 5. Gradientes das fases moveis em fung¢do do tempo de corrida

Tempo de corrida (min) Fase mdvel A (%) Fase mével B (%)
0,01 90 10
3,00 50 50
3,50 50 50
4,00 90 10
6,00 90 10

As condicOes de trabalho para o sistema cromatografico e para o detector de massas foram
estabelecidas por meio de infusdes de solugbes padrGes dos analitos, preparadas
individualmente.

Para cada analito foram monitoradas duas transicdes Multiple Reaction Monitoring (MRM),
com Scheduled, com janela de deteccdo de 90 segundos. A primeira transicao foi utilizada para
a identificacdo e a segunda para confirmacdo. O potencial de entrada (EP) foi de 10 volts.
Nitrogénio foi usado como gas de colisdo (CAD) e de dessolvatagdo (CUR) as pressdes de 8,0 e
20,0 psi, respectivamente. Ar sintético ultrapuro foi empregado como gas nebulizante (GS1) e
como gas secante aquecido (GS2) a pressdo de 50 psi.

Os fragmentos monitorados no modo MRM para o ion precursor e ions produto, o potencial de

desagregacdo (DP), a energia de colisdo (CE), o potencial de saida da célula de colisdao (CXP) e
o0 tempo de retengdo para cada transicéo estdo apresentados na Tab. 6.
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Tabela 6. Transicbes MRM e condicdes do espectrdmetro de massas utilizadas para cada analito

Analitos DP (V) fon [I()::/(;l; rsor (S\I;) I’ons(rpr);g)duto CE\);)P (;:?n)
Enrofloxacina 72 360,0 o 250 3%
Ciprofloxacina 61 332,0 e gé‘llg o 308
Oxitetraciclina 41 461,3 gg ggé; g 3,13
Sulfaquinoxalina 50 301,0 ig 1(5)28 ig 3,56

DP: potencial de desagregacédo; CE: energia de colisdo; CXP: potencial de saida da célula de colisdo; TR: tempo de
retencdo; V: volts; m/z: raz8o massa/carga; min: minutos.

4.3.3. Procedimentos de validacdo

O método analitico por UPLC/MS-MS foi validado de acordo com 0s seguintes parametros de
desempenho: linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de deteccdo, limite de
quantificagdo, CCa e CCP (EC, 2002; ICH, 2005; BRASIL, 2011; INMETRO, 2011).

4.3.3.1. Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade, foram analisadas amostras brancas de musculo do peito de
frangos de corte fortificadas com as solucGes padrdes dos antimicrobianos nas concentracdes de
5 ug kg*, 10 pg kg?, 50 pg kg, 75 ug kg™, 100 pg kg?, 125 pg kgt e 150 pg kg™,
correspondentes aos valores de 0,05; 0,1; 0,5; 0,75; 1,0; 1,25 ¢ 1,5 LMR que foram
estabelecidos pelo Regulamento n® 37/2010 da Comissdo Europeia para os analitos estudados,
em cinco repetices. Apos as analises, foi construido um gréafico relacionando area do pico
versus concentragdo e, por regressdo linear, foram definidas as equacGes das curvas e 0s
coeficientes de correlagdo e determinacéo (INMETRO, 2011).

4.3.3.2. Seletividade

A seletividade foi avaliada visualmente pela verificagdo da presenga ou ndo de picos de
compostos interferentes eluindo no mesmo tempo de retencao dos analitos de interesse.

4.3.3.3. Precisao

A precisdo das andlises foi avaliada pela determinacdo do coeficiente de variacdo (CV) em
condi¢bes de repetitividade e reprodutibilidade intralaboratorial. Para a avaliacdo da
repetitividade foram realizadas analises sucessivas da mesma amostra, em curtos intervalos de
tempo e efetuadas sob as mesmas condicBes (equipamentos e mesmo analista). Desse modo, as
amostras de musculo de frango foram adicionadas de solucéo padréo de antimicrobianos para
realizacdo de nove determinagdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés
concentracdes, baixa (0,5 LMR ou 50 pg kg™), média (1,0 LMR ou 100 pg kg) e alta (1,5
LMR ou 150 pg kg™), com trés réplicas cada (ICH, 2005; BRASIL, 2003). No estudo da
reprodutibilidade intralaboratorial, foram realizadas as mesmas analises, utilizando, porém, um
segundo analista, totalizando 18 determinagdes.
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Os coeficientes de variacdo foram avaliados de acordo com pardmetros estabelecidos pela
Deciséo 2002/657/EC e Codex Alimentarius, seguindo os valores descritos na Tab. 4 (EC, 2002;
CODEX, 2009).

4.3.3.4. Exatid&o

A exatiddo do método foi avaliada por meio de ensaios de recuperacdo, nos quais amostras de
musculo de frango foram fortificadas com concentra¢fes conhecidas dos analitos e os resultados
foram comparados em relacéo as quantidades reais presentes na amostra. Foram realizadas nove
determinagdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, trés concentracdes, baixa
(0,5 LMR ou 50 pg kg™), média (1,0 LMR ou 100 pg kg™) e alta (1,5 LMR ou 150 pg kg™). A
recuperacao obtida em cada concentracao foi calculada utilizando-se a seguinte formula:

Recuperagéo (%) = [ Ql] x 100
C,

Sendo:

C,= Concentragdo do analito na amostra fortificada
C,= Concentragdo do analito adicionada a amostra fortificada

4.3.3.5. Limites de deteccdo e quantificacio

Os limites de detecgéo e quantificacdo foram estimados a partir da equacgéo que leva em
consideracdo os parametros da curva analitica segundo Ribani et al., (2004).

LD=33xs LQ=10xs
S S

Sendo:

LD = limite de deteccao

LQ = limite de quantificacéo

s = coeficiente linear da curva analitica

S = coeficiente angular da curva analitica

4.3.3.6. Limite de deciséo (CCa)

O limite de decisdo (CCa) foi calculado a partir dos resultados de analise 20 amostras brancas
fortificadas na concentracdo do LMR utilizando-se a seguinte formula (EC, 2002; BRASIL,
2011):

CCa=LMR + 1,64 X SreproLMR
Em que:

LMR: é a concentragdo do LMR nas mesmas unidades de concentragdo do resultado final.

SreproLMR: € O desvio-padrdo amostral das concentragdes determinadas na série de 20 analises no
nivel de concentracdo do LMR, em condicdes de reprodutibilidade intralaboratorial.
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4.3.3.7. Capacidade de detecgao (CCp)

A capacidade de deteccdo (CCR) foi calculada a partir da analise 20 matrizes brancas
fortificadas na concentracdo do LMR, utilizando-se a equagéo:

CCB =LMR + 3,28 x SreproLMR
Em que:

LMR: ¢é a concentragdo do LMR nas mesmas unidades de concentracdo do resultado final.

SreproLvir: € O desvio-padréo amostral das concentragdes determinadas na série de 20 analises no
nivel de concentracdo do LMR, em condicGes de reprodutibilidade intralaboratorial

4.4,  Pesquisa de residuos de antimicrobianos em musculo de frangos de corte
4.4.1. Criacdo das aves

Os frangos de corte foram alojados em um galpdo experimental convencional e distribuidos em
oito boxes de estrutura metalica com 3 m?2 cada. Foram utilizados 320 pintos de corte da
linhagem Cobb, de um dia de idade. Em cada boxe foram alojados 40 animais (13 aves/m2). O
periodo de criacdo foi de um a 46 dias de idade. Foram utilizados trés tipos de ragdes de acordo
com a fase de criagéo: inicial, de um a 21 dias de idade; crescimento, de 22 a 35 dias de idade; e
acabamento, de 36 a 46 dias de idade. Agua e ragdo foram oferecidos a vontade durante todo o
periodo de criagdo. As ra¢des dentro de cada fase de criacdo foram isoproteicas e isoenergéticas,
e a composicdo das mesmas com seus respectivos niveis nutricionais calculados se encontram
no Quadro 1.

Quadro 1. Composicado das racGes e niveis nutricionais calculados

- . . . Racdes
Matérias-primas ou ingredientes (kg) Inicial Crescimento Final
Milho 593,75 652,00 686,00
Oleo de soja 18,75 32,00 30,00
Farelo de soja (45% PB) 318,75 256,00 232,00
Farinha carne e ossos (40% PB) 53,12 44,00 40,00
Sal comum 3,37 3,40 3,40
Calcério 5,75 414 2,90
Suplemento Vitaminico 0,50 0,50 0,50
Suplemento Mineral 0,50 0,50 0,50
DL-Metionina 3,12 2,40 2,20
L-Lisina 1,87 1,20 1,30
L-Treonina 0,50 0,26 0,20
Anticoccidiano* 0,55 0,55 0,55
Total 1000 1000 1000
Niveis nutricionais — R{a\goes -

Inicial Crescimento Final
Proteina Bruta - PB (%) 21,970 18,954 18,026
Energia Metabolizavel Aparente - EMA (Kcal/Kg) 2,990 3,148 3,184
Calcio (%) 1,030 0,832 0,726
Fésforo disponivel (%) 0,450 0,384 0,357
Metionina digestivel 0,600 0,358 0,465
Metionina + Cistina digestivel 0,880 0,607 0,705
Lisina digestivel 1,180 0,957 0,902

*Salinomicina
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4.4.2. Tratamentos

Os tratamentos, definidos de acordo com o antimicrobiano oferecido as aves, foram o0s
seguintes:

A) aves que receberam ragdo e 4gua sem uso de medicamento (controle);
B) aves que receberam enrofloxacina, para fins terapéuticos na agua;

C) aves que receberam sulfaquinoxalina, para fins terapéuticos na 4gua;
D) aves que receberam oxitetraciclina, para fins terapéuticos na agua.

As dosagens dos antimicrobianos usados foram calculadas com base nas indicacfes do
fabricante, e resultaram nas concentracdes de 10 mg kg™ de peso vivo dos antimicrobianos
enrofloxacina, sulfaquinoxalina e oxitetraciclina, aplicados na 4gua de beber, do 32° até o 34°
dia de criacdo (tratamentos B, C e D). As aves do tratamento A (controle) receberam agua sem
medicamentos, durante todo o periodo de criag&o.

4.4.3. Avaliagdo de residuos de medicamentos veterinarios

Para a avaliacdo da presenca de residuos de medicamentos no masculo de frangos de corte,
foram utilizadas seis repeti¢fes por dia de coleta e por tratamento. As aves dos tratamentos B, C
e D foram abatidas nos dias 32 (as aves utilizadas para o abate foram retiradas antes do inicio do
tratamento), 33, 34, 35, 36, 38, 40, 42, 44 e 46 para coleta de amostras dos musculos do peito e
da coxa, que foram analisadas quanto a presenca de residuos. As aves do tratamento A
(controle) foram abatidas nos dias 35, 36, 38, 40, 42, 44 e 46 para a coleta das amostras. As
amostras colhidas foram congeladas e enviadas a0 LRM do LANAGRO/MG para analise de
residuos pela metodologia previamente validada.

Todos os procedimentos de manejo e criacdo das aves, assim como a etapa de abate dos
animais, foram realizados de acordo com os Principios de Experimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEUA) da UFMG e aprovados sob o
protocolo n° 93/2015.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.  Validag@o do método analitico por UPLC/MS-MS para pesquisa de residuos de
antimicrobianos em musculo de frangos de corte

5.1.1. Linearidade

As curvas de calibrago, o coeficiente de correlacdo (r) e o coeficiente de determinacdo (R?) das
analises de matriz branca fortificada, obtidas na avaliacdo da linearidade, estdo representadas na
Fig. 9.

De acordo com os resultados observados, pdde-se concluir que o modelo foi adequado, pois o

coeficiente de determinacdo (R?) foi superior a 0,99, indicando um excelente ajuste dos dados
para a linha de regresséo.
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Os valores dos coeficientes de correlagdo (r) também foram superiores a 0,99, estando em
conformidade com os critérios da ANVISA que recomenda um coeficiente de correlagdo igual
ou superior a 0,99 (BRASIL, 2003). Os valores encontrados também estdo de acordo com o
INMETRO (2011) que recomenda valores maiores que 0,90 para os testes de linearidade. Este
parametro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais préximo de
1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressao estimados (Ribani et al., 2007).

Figura 9. Curvas de linearidade dos antimicrobianos enrofloxacina, ciprofloxacina,
sulfaquinoxalina e oxitetraciclina, adicionados ao musculo de frango, na faixa de 5a 150 g
kg™
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5.1.2. Seletividade

O cromatograma da Fig. 10 demonstra a analise de uma amostra branca (sem adicdo de padréo)
de muasculo de frango de corte. A partir da analise de amostras de matriz branca ndo foi
observada a presenca de interferentes do método de extracdo eluindo no mesmo tempo de
retencdo dos analitos de interesse.
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Figura 10. Cromatograma da analise de matriz branca (mudsculo de frango de corte sem adigdo

de solucdo padrdo) para avaliagéo da seletividade
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Na Fig. 11 é possivel observar o cromatograma de uma amostra de musculo fortificada com a
solugéo padréo dos antimicrobianos, na concentragéo de 150 pg kg™, enquanto na Fig. 12 estdo
representadas as transi¢cGes dos antimicrobianos enrofloxacina, ciprofloxacina, sulfaquinoxalina
e oxitetraciclina, monitoradas no presente trabalho. Os tempos de retengdo para 0s
antimicrobianos estudados foram de 3,26 min para enrofloxacina; 3,08 min para ciprofloxacina;
3,13 min para oxitetraciclina e 3,56 min para sulfaquinoxalina.

Foram realizadas também anélises de padrdo direto, ou seja, da solu¢do padrdo dos
antimicrobianos adicionada a agua ultrapura (Fig. 13). As transi¢cfes dos antimicrobianos
monitoradas (Fig. 14) apresentaram tempo de retencdo semelhante, tanto nas analises de matriz
branca fortificada, quanto nas andlises de padrdo direto.

Figura 11. Solucéo padrdo dos antimicrobianos enrofloxacina, ciprofloxacina, sulfaquinoxalina
e oxitetraciclina adicionada a matriz musculo de frangos de corte
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Figura 12. TransicGes dos

antimicrobianos

enrofloxacina (A),

ciprofloxacina (B),

sulfaquinoxalina (C) e oxitetraciclina (D) monitoradas na matriz masculo de frangos de corte
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Figura 13. Solucdo padrdo dos antimicrobianos enrofloxacina, ciprofloxacina,

e oxitetraciclina adicionada a agua
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Figura 14. Transices dos antimicrobianos enrofloxacina (A), ciprofloxacina (B),
sulfaquinoxalina (C) e oxitetraciclina (D) monitoradas na analise do padréo direto
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5.1.3. Precisao

A precisdo do método, avaliada por meio de estudos de repetibilidade e reprodutibilidade
intralaboratorial, apresentou resultados satisfatorios para todos os analitos estudados, na faixa de
5a 150 pg kg™ (Tab. 7).

Os coeficientes de variacdo (CV) dos resultados obtidos nos ensaios de repetibilidade variaram
de 1,46 a 18,44%. Esses valores estdo de acordo com o preconizado pela EC (2002) que
recomenda um CV maximo de 20%, para a faixa de concentragéo entre 5 e 100 pg kg'e, um CV
méximo de 15%, para a concentracio entre 100 e 1000 pg kg®. Sob condicdes de
reprodutibilidade intralaboratorial, os valores encontrados variaram entre 3,97 e 16,27%.
Segundo o Codex Alimentarius, nos estudos de reprodutibilidade intralaboratorial, os CV
maximos recomendados sdo de 32%, 22% e 18% para as faixas de concentracdo entre 1 a 10, 10
a 100 e 100 a 1000 pg kg-1, respectivamente (CODEX, 2009).

Tabela 7. Coeficientes de variagdo obtidos sob condi¢des de repetibilidade e reprodutibilidade
intralaboratorial para avaliagdo da precisao do método

Analito Repetibilidade — CV (%) Reprodutibilidade — CV (%)

50 pg kg™ 100 pg kg™ 150 pg kg™ 50 pg kg™ 100 pg kg’ 150 pg kg™
Enrofloxacina 18,44 14,16 13,52 13,52 11,39 12,13
Ciprofloxacina 8,10 1,46 4,43 9,41 8,18 3,98
Sulfaquinoxalina 3,30 7,76 5,85 16,27 8,16 3,97
Oxitetraciclina 17,79 6,05 5,37 14,30 8,01 4,80
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5.1.4. Exatidao

Na Tab. 8 estdo indicados os percentuais médios de recuperagdo obtidos na avaliagdo da
exatiddo do método para a pesquisa de antimicrobianos em musculo de frango. O percentual de
recuperacdo dos antimicrobianos no musculo de frango variou entre 88,87% e 104,90% na
concentracdo de 50 pg kg™, enquanto na concentragio de 100 pg kg™, a recuperacio variou de
94,26% a 108,30%. Na concentragdo de 150 pg kg™, a menor taxa de recuperacéo foi observada
de 91,93% e a maior de 108,03%.

Tabela 8. Recuperagdes médias dos antimicrobianos enrofloxacina, ciprofloxacina,
sulfaquinoxalina e oxitetraciclina ha matriz masculo de frangos de corte

Recuperagdo (%)

Analito

50 pg kg™ 100 pg kg™ 150 pg kg™ Médias
Enrofloxacina 97,31 98,89 95,89 97,36
Ciprofloxacina 104,90 108,30 108,03 107,08
Sulfaquinoxalina 100,23 106,28 102,64 103,05
Oxitetraciclina 88,87 94,26 91,93 86,40

A exatidao, avaliada por meio da realizacdo de ensaios de recuperagdo, é expressa como erro
sistematico percentual, inerente ao processo e este erro ocorre pela perda da substancia devido a
baixa recuperagdo da extragdo, medidas volumétricas imprecisas, substancias interferentes na
amostra, entre outros (Brito et al., 2003). Desse modo, existe uma faixa de variacdo aceitavel, na
qual os resultados dos ensaios recuperagdo devem se enquadrar. O Codex Alimentarius
recomenda valores de recuperacdo entre 70 a 120% e de 70 a 110% para concentragdes do
analito entre 10 e 100 pg kg™ e 100 e 1000 pg kg™, respectivamente (CODEX, 2009).

A oxitetraciclina apresentou os menores valores de recuperacdo dentre os analitos estudados, o
gue pode ser justificado devido ao efeito quelante exercido por alguns cétions bivalentes, tais
como o calcio e 0 magnésio presentes na amostra. No entanto, os valores de recuperagdo
encontrados para este e para 0s demais analitos estudados indicaram que a exatiddo da
metodologia para pesquisa de residuos de antimicrobianos em musculo de frangos de corte esta
de acordo com o preconizado pelo Codex Alimentarius na faixa de 5 a 150 pg kg (CODEX,
2009).

5.1.5. Limites de detec¢do e quantificacio

Os limites de deteccdo e quantificacdo do método de todos os antimicrobianos avaliados estdo
apresentados na Tab. 9. Os valores obtidos para cada pardmetro foram calculados com base nas
equacdes apresentadas no item 4.3.3.5.

Tabela 9. Limites de deteccdo e de quantificacio do método UPLC-MS/MS para 0s
antimicrobianos enrofloxacina, ciprofloxacina, sulfaguinoxalina e oxitetraciclina na matriz
musculo de frangos de corte

Analito Limite de detec¢io (ng kg™) Limite de quantificacio (ng kg™)
Enrofloxacina 1,76 5,33
Ciprofloxacina 2,46 7,45
Sulfaquinoxalina 6,71 20,34
Oxitetraciclina 3,12 9,46
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Apesar de estarem disponiveis diferentes formas para célculo do LD e LQ, como o método
visual e da relacdo sinal ruido, a avaliacdo destes pardmetros, baseada nos parametros da curva
analitica, € estatisticamente mais confidvel, e a curva analitica deve conter a concentracao
correspondente ao LQ (Ribani et al., 2004).

5.1.6. Limite de decisido (CCa) e capacidade de deteccio (CCP)
Os valores de CCa e CCp, calculados a partir do desvio padrao de 20 amostras brancas

fortificadas no nivel no LMR, estdo descritos na Tab. 10.

Tabela 10. Limite de decisdo (CCa) e capacidade de detecgdo (CCP) do método UPLC-MS/MS
para os antimicrobianos enrofloxacina, ciprofloxacina, sulfaquinoxalina e oxitetraciclina na
matriz musculo de frangos de corte

Analito CCa (pg kg™) CCP (ng kg™
Enrofloxacina 111,70 123,40
Ciprofloxacina 120,86 141,72
Sulfaquinoxalina 111,34 122,67
Oxitetraciclina 113,22 126,43

O calculo destes parametros ¢ recomendado pela Decisdo 2002/657/CE. O CCa ¢ a
concentragdo acima da qual se pode decidir, com uma certeza estatistica de 1-a, que o limite
permitido foi realmente excedido. Assim, de acordo com a Comissdo Europeia, o0 resultado de
uma analise deve ser considerado ndo conforme caso o CCa do método de confirmagdo da
substancia analisada seja excedido. Desta maneira, no caso de substancias que possuem um
LMR estabelecido, a capacidade de deteccdo indica a concentracdo na qual o método apresenta
0 risco de 5% de tomar uma falsa deciséo conforme. (EC, 2002).

5.2.  Pesquisa de residuos de antimicrobianos em musculo de frangos de corte

Os resultados das analises da pesquisa de residuos de antimicrobianos no musculo de frangos
demonstraram que, nas amostras do grupo controle, ndo foram detectados residuos de nenhum
dos medicamentos utilizados no tratamento das aves, indicando que ndo houve contaminacao
durante etapas de fabricacdo da ragdo, de diluicdo dos medicamentos na &gua de beber ou de
tratamento das aves. A partir das analises dos cromatogramas gerados ndo foram detectados
picos cromatograficos nos tempos de retencdo correspondentes as duas transicGes monitoradas
(Fig. 15). O método de UPLC-MS/MS validado foi considerado um método confirmatério para
a pesquisa de residuos de medicamentos veterinarios, por avaliar, além do tempo de retencdo
dos analitos de interesse, a razdo m/z de fragmentos especificos das substancias a serem
analisadas. Para que a amostra seja considerada positiva, devem ser detectadas pelo menos duas
transicdes do analito de interesse, 0 que ndo foi observado nos cromatogramas avaliados no
grupo controle.
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Figura 15. Cromatogramas da pesquisa de residuos dos antimicrobianos enrofloxacina (A),
ciprofloxacina (B), sulfaquinoxalina (C) e oxitetraciclina (D) em amostra de musculo de frango
de corte do grupo controle

Intensity, cps

Intensity, cps

Intensity, eps

Intensity, cps

Intensity, cps

5.2.

XIC of +MRM (14 pairs): 461.300/201.100 amu Expected RT: 3.1

2.7ed

2.0ed

1.0ed

oo

Max. 350.6 cps

05 10 15 20 25 20 35 an a5 50 55
Time, min
AIC of +MRM (14 pairs)y 360 0007342 000 amu Expected RT: 3.3 ID: Enrofloxacina 1 Miax 583.2 ops.
e 291
400
288
200 ass 2P
2O A e ser 401
o
05 10 15 20 25 30 a5 an 45 50 55 60
Time, min
XIC of +MRM (14 pairs): 332 000/314.000 amu Expected RT: 3.1 1D: Ciprofloxacina 1 Max. 793 5 ops.
794
600
400
265
200 2 39\2 el
0.5 1.0 15 2.0 25 30 35 4.0 4.5 50 55 8.0
Time, min
RIC of +MRM (14 pairy 301.000/156.000 amy Expected RT: .6 ID: Sulfaquinoxalina 1 hax. 144.0 ops.
aa 298
286,
100
50
o
05 10 15 20 25 50 55 6.0
Time, min
XIC of +MRM (14 paii): 461.300/201.100 amu Expected RT: 3.1 ID: Oxitetraciclina 1 Max, 3506 cps.
283
200
200
261
100
2.48 M 270 315349 388 584
o o) e A 3E, RS ETrtervral v
05 10 15 2.0 25 20 35 40 as 50 55 6.0
Time. min

1. Enrofloxacina

No grupo de animais tratados com enrofloxacina, as maiores concentracdes (P<0,05) de
residuos deste medicamento e de seu metabolito, ciprofloxacina, foram detectadas durante os
dias de tratamento e até dois dias apds o termino deste (Tab. 11).

A Fig. 16 exemplifica o resultado da anélise de uma amostra do grupo de animais tratados com
este medicamento, coletada no 33° dia de criacdo. Foram observados picos cromatograficos com

alta intensidade de sinal para os analitos enrofloxacina e ciprofloxacina.
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Tabela 11. Resultados das concentracBes médias de residuos dos antimicrobianos enrofloxacina
e ciprofloxacina analisados pelo método validado de UPLC-MS/MS na matriz musculo de
frangos de corte, durante os periodos de tratamento e de avaliacdo residual

Dia de tratamento Enrofloxacina (pg kg™) Ciprofloxacina (pg kg™)
32 ND a ND a
33 2941,763 b 241,702 b
34 2994,004 b 273,462 b
35 2551,823 b 358,840 b
36 484,127 b 44570 b
38 <LQa <LQa
40 6,227a ND a
42 <LQa ND a
44 6,789 a ND a
46 <LQa ND a

Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
LQ: limite de quantificagdo = 5,33 ug kg™ (enrofloxacina) e 7,45 ug kg™ (ciprofloxacina)
ND: < 1,76 pg kg™ (enrofloxacina) e < 2,46 ug kg™ (ciprofloxacina)

Apos o inicio da administragdo do medicamento via dgua de beber, no 33° dia de criagdo das
aves, foi observada alta concentracdo de residuos de enrofloxacina na musculatura de frangos de
corte. O tratamento das aves foi interrompido no dia 34 de criacdo e as concentracGes
declinaram rapidamente. O comportamento da ciprofloxacina foi semelhante, porém, no 35° dia
de criacdo, enquanto houve uma reducdo na concentracdo de enrofloxacina foi observado um
aumento, porém nao significativo, no teor de ciprofloxacina, o que pode ser explicado devido ao
fato de a ciprofloxacina ser um produto da metabolizac&o da enrofloxacina (Fig. 17).

Figura 16. Cromatograma da analise de amostra de musculo de frangos de corte tratados com
enrofloxacina na agua de beber, coletada no 33° dia de criacdo
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A enrofloxacina é um antimicrobiano sintético da classe das fluorquinolonas, de emprego
exclusivo na medicina veterinaria, sendo considerada eficaz e segura em terapias combinadas
com outros medicamentos (Garcia-Ovando et al., 1999; Papich e Riviere, 2001). Apés a
administracdo, este composto é metabolizado e perde um grupo etila in vivo formando a
ciprofloxacina. A enrofloxacina é estruturalmente semelhante a seu metabdlito, a
ciprofloxacina, porém a farmacocinética da ciprofloxacina é diferente e sua biodisponibilidade é
menor no organismo da ave quando comparada a enrofloxacina (Ito et al., 2005). Apesar de a
enrofloxacina ser utilizada apenas em medicina veterindria, é importante destacar que a
ciprofloxacina é um antimicrobiano farmacologicamente ativo que, além de ser utilizado em
medicina veterinaria, € também empregado na medicina humana (Garcia-Ovando et al., 1999).

Figura 17. Concentracbes médias de residuos dos antimicrobianos enrofloxacina e
ciprofloxacina analisados pelo método de UPLC-MS/MS na matriz musculo de frangos de
corte, durante os periodos de tratamento e de avaliacdo residual
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De acordo com Palermo-Neto et al. (2011), apds a administracdo das fluorquinolonas observa-se
rapida absorcdo pelo trato gastrintestinal e, dependendo da espécie animal, a biodisponibilidade
pode variar de 30 a 90% de principio ativo. Segundo estes autores, estes farmacos acumulam-se
pouco nos tecidos, justificando o curto periodo de retirada para o abate dos frangos de corte.

Devido seu amplo espectro de acdo, a enrofloxacina € utilizada na avicultura para o tratamento
de infecgcbes por Escherichia coli, Pasteurella multocida, coriza infecciosa das galinhas,
infecgdes por Ornithobacterium rhinotracheale, celulite por Gram-negativos, estafilococose,
salmoneloses, dentre outras infecgdes (Ito et al., 2005). Ao avaliar os resultados do subprograma
de monitoramento do PNCRC de 2014, das 54 amostras de musculo de ave analisadas para a
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pesquisa de quinolonas foi encontrada uma (1,85%) amostra positiva para a enrofloxacina, na
concentragdo de 635,34 ug kg™ (BRASIL, 2015b). Este farmaco é amplamente utilizado na
avicultura comercial e podem ocorrer falhas de manejo, tais como dosagem inadequada ou o
ndo cumprimento do periodo de retirada.

O uso de enrofloxacina para animais de produgédo é proibido nos Estados Unidos (Goetting et
al., 2011) e, na Unido Europeia sua aplicacdo ndo é indicada para poedeiras (EC, 2009). O FDA
suspendeu a aprovacdo de uso da enrofloxacina em frangos de corte no ano de 2005, com a
justificativa de que a utilizagdo de fluorquinolonas nas aves pode levar ao desenvolvimento de
Campylobacter spp. resistentes a estes antimicrobianos e, consequentemente, ao aumento do
numero de infecgdes por estes micro-organismos resistentes em seres humanos (FDA, 2015;
Landoni e Albarellos, 2015).

A Comunidade Europeia, por meio do Regulamento n° 37/2010 (EC, 2009) e o Brasil, através
do PNCRC (BRASIL, 2015a) estabeleceram o LMR de 100 pg kg™ para o somatério das
concentracdes de enrofloxacina e ciprofloxacina na matriz masculo de ave. Caso as avaliagdes
fossem realizadas para cada medicamento separadamente, considerando o LMR de 100 pg kg™,
no 36° dia de criagio das aves, a concentragdo média de ciprofloxacina (44,57 pg kg™) seria
inferior ao LMR e as amostras seriam consideradas conformes (Fig. 16). No entanto, ao se
realizar o somatorio das concentracBes dos residuos de enrofloxacina e ciprofloxacina, o teor
médio observado, foi de 528,7 ug kg™, superior ao LMR.

Segundo Landoni e Albarellos (2015), o periodo de retirada da enrofloxacina varia de trés a sete
dias para frangos de corte. O periodo de caréncia indicado pelo fabricante do produto comercial
a base de enrofloxacina utilizado no presente trabalho é de dez dias. No entanto, concentragdes
de residuos destes medicamentos acima do LMR, foram encontradas nas amostras de musculo
somente até o 36° dia de criagdo das aves, ou seja, dois dias apos o término do tratamento.

Heitzman (1997) avaliou, utilizando enrofloxacina radiomarcada, o tempo de deplecdo da droga
em frangos de corte e encontrou as concentracdes de 748 + 178,52 + 16, 11 +3e 3 + 2 ug kg™
no musculo, apds seis horas, 24 horas, trés dias e sete dias, respectivamente.

O estudo e a definicdo do correto periodo de retirada dos antimicrobianos utilizados para
tratamento dos frangos de corte tem impacto econdmico e também na adequagdo do manejo,
principalmente nas fases finais de criacdo. O estabelecimento de periodos de retirada, baseado
em estudos cientificos de deplecdo das drogas e na seguranca da utilizacdo desses
medicamentos, possibilita o tratamento adequado dos animais e o envio para o abate de lotes
tratados que obedecem o periodo necessario para a eliminacdo do medicamento e de seus
residuos do organismo do animal.

5.2.2. Sulfaquinoxalina

Os resultados das analises do tratamento no qual as aves receberam sulfaquinoxalina na agua de
beber encontram-se descritos na Tab. 12 e Fig 18. Neste grupo, as maiores concentracdes foram
encontradas nos dois Ultimos dias de tratamento das aves (dias 33 e 34 de criagdo) (P<0,05) e,
apos a retirada do medicamento, as concentragdes de residuos no masculo dos frangos de corte
declinaram rapidamente.
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Tabela 12. Resultados das concentragdes médias de residuos do antimicrobiano
sulfaquinoxalina analisados pelo método validado de UPLC-MS/MS na matriz musculo de
frangos de corte, durante os periodos de tratamento e de avaliacdo residual

Dia de tratamento Concentraciio (pg kg™)
32 ND a
33 4565,472 b
34 5428,415 b
35 3438,690 a
36 539,364 a
38 <LQa
40 ND a
42 ND a
44 ND a
46 ND a

Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
LQ: limite de quantificagio = 20,34 pg kg™’; ND: < 6,71 pg kg™

Figura 18. Concentragdes médias de residuos do antimicrobiano sulfaquinoxalina analisados
pelo método de UPLC-MS/MS na matriz masculo de frangos de corte, durante os periodos de
tratamento e de avaliag&o residual
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O LMR estabelecido pelo Regulamento N.° 37/2010 da Unido Europeia e pelo PNCRC do
Brasil para as sulfonaminas é de 100 pg kg™ (EC, 2009; BRASIL, 2015). No quarto dia apds o
término do tratamento (38° dia de criacdo), o teor encontrado foi inferior ao LMR estabelecido
(Fig. 18).

O cromatograma representado na Fig. 19 ilustra o resultado da anélise de uma amostra de
musculo coletada no dia 33, pertencente ao grupo no qual os animais receberam
sulfaquinoxalina. A quantificacdo dos analitos baseia-se na relacdo entre &rea do pico e
concentracdo e a presenga de um pico com alta intensidade de sinal ilustra os teores de
sulfaquinoxalina encontrados neste dia de andlise. Segundo Korolkovas e Franga (2002), apés a
administracdo via oral, as sulfonamidas sdo rapidamente absorvidas pelo trato gastrintestinal;
aproximadamente 70% a 100% da dose oral sofre absorcéo e o farmaco € distribuido por todos
os tecidos.

Figura 19. Cromatograma da analise de amostra de musculo de frangos de corte tratados com
sulfaquinoxalina na agua de beber, coletada no 33° dia de criagdo
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As sulfonamidas sdo utilizadas na avicultura como agentes terapéuticos para o controle da
coccidiose, pulorose, tifo aviario, cllera aviaria e coriza infecciosa das galinhas. Os resultados
do monitoramento do PNCRC divulgados pelo Brasil para o ano de 2014, demonstram a
importancia da sulfaquinoxalina como agente terapéutico na avicultura industrial, pois das 215
amostras de figado analisadas para pesquisa de sulfonamidas, foram encontradas trés amostras
violadas, nas concentragdes de 168,00 ug kg™, 150,00 ug kg™ e 169,00 pg kg™

Uma das caracteristicas farmacocinéticas importantes das sulfonamidas é sua eliminacéo por
meio das fezes e urina. Desta maneira, segundo Landoni e Albarellos (2015), o héabito de
coprofagia dos frangos de corte pode aumentar o tempo de permanéncia da droga no organismo
animal e, por este motivo, é indicado o cumprimento do periodo de caréncia minimo de 10 dias.
O fabricante do produto comercial utilizado no presente trabalho também recomenda o periodo
de retirada de dez dias. No entanto, no presente trabalho, este longo periodo de permanéncia da
droga no organismo do animal ndo foi observado, pois no quarto dia apds o término do
tratamento, as concentragdes encontradas foram foram inferiores ao limite de quantificacdo do
método.

5.2.3. Oxitetraciclina

Os resultados das analises de oxitetraciclina em musculo de frangos de corte que receberam este
medicamento na agua de beber encontram-se descritos na Tab. 14 e Fig. 20. As maiores
concentracdes de residuos de oxitetraciclina (P<0,05) foram observadas durante os dois Gltimos
dias de tratamento (dias 33 e 34 de criacdo). No grupo de animais tratados com este
medicamento, as concentracGes de residuos encontradas no musculo foram baixas quando
comparadas aos teores observados nos demais tratamentos.

Tabela 13. Resultados das concentracdes médias de residuos do antimicrobiano oxitetraciclina
analisados pelo método validado de UPLC-MS/MS na matriz musculo de frangos de corte,
durante os periodos de tratamento e de avaliagdo residual

Dia de tratamento Concentraco (pg kg™)
32 ND a
33 105,913 b
34 106,106 b
35 61,156 a
36 45,044 a
38 <LQa
40 ND a
42 ND a
44 ND a
46 ND a

Meédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (P<0,05).
LQ: limite de quantificacio = 9,46 pg kg™®; ND: < 3,12 pg kg™
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Figura 20. Concentracfes médias de residuos do antimicrobiano oxitetraciclina analisados pelo
método de UPLC-MS/MS na matriz musculo de frangos de corte, durante os periodos de
tratamento e de avaliagdo residual
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As concentragfes de residuos de oxitetraciclina encontradas também estdo demonstradas no
cromatograma representado na Fig. 21, que ilustra a analise de uma amostra de musculo de
frangos de corte tratados com oxitetraciclina, coletada no 33° dia de criacdo. O cromatograma
da analise desta amostra apresentou menor area do pico quando comparado aos cromatogramas
das andlises de amostras obtidas a partir dos animais tratados com enrofloxacina e
sulfaquinoxalina.

Figura 21. Cromatograma da analise de amostra de musculo de frangos de corte tratados com
oxitetraciclina na agua de beber, coletada no 33° dia de criacdo
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O LMR determinado pelo PNCRC para a oxitetraciclina na matriz masculo de ave é de 200 pg
kg™, valor superior ao estabelecido pela Comunidade Europeia, de 100 pg kg™. Segundo os
valores estabelecidos pelo PNCRC, as amostras analisadas seriam consideradas conformes
inclusive durante os dias de tratamento (EC, 2009; BRASIL, 2015a). Desta maneira,
considerando a utilizagdo adequada do medicamento, respeitando as dosagens recomendadas e 0
cumprimento do periodo de retirada, 0 LMR estabelecido pelo PNCRC para a oxitetraciclina
pode ser reduzido e igualado aos valores preconizados pela Comunidade Europeia sem
comprometer as aces de monitoramento.

Apesar da oxitetraciclina, devido a seu amplo espectro de acdo, ser amplamente utilizada na
avicultura industrial, ao avaliar os resultados do monitoramento divulgados pelo Brasil para o
ano de 2014, foi encontrada apenas uma amostra de musculo de ave violada, na concentracdo de
241,67 ug kg™ (BRASIL, 2015b).

Landoni e Albarellos (2015) afirmaram que o periodo de retirada da oxitetraciclina é de sete
dias e, de acordo com o fabricante do produto comercial utilizado para o tratamento das aves no
presente trabalho, deve ser respeitado o periodo de caréncia de cinco dias. No entanto, amostras
com concentragdes acima do LMR de 100 ug kg™, estabelecido pelo Regulamento n° 37/2010
da Comunidade Europeia (EC, 2009), foram detectadas apenas durante o periodo de tratamento
das aves e, apesar dos teores ultrapassarem o LMR, estas amostras podem ser consideradas
conformes, pois as concentragfes observadas foram inferiores a0 CCa do método para a
oxitetraciclina, de 113,22 pg kg*. O célculo deste pardmetro é recomendado pela Decisdo
657/2002/CE e indica a concentracdo a partir da qual se pode decidir, com uma certeza
estatistica de 1-a. que o limite permitido foi realmente excedido (EC, 2002). No 38° dia de
criacdo das aves, quatro dias ap6s o término do medicamento, as concentracdes de residuos
encontradas foram inferiores ao limite de quantificacdo do método para esta droga, de 9,46 pg
kg™. A oxitetraciclina é a menos lipofilica do grupo das tetraciclinas, e, portanto, a que possui
menor taxa de absorcdo apds a administracdo via oral (Ito et al., 2005; Goetting et al., 2011;
Spinosa e Téarraga, 2011), o que pode justificar os resultados encontrados.

O estabelecimento de LMR para alimentos, pelas agéncias regulatérias e érgaos internacionais
de diversos paises é importante para garantir a seguranca do consumidor assim como a
regulamentacdo do comércio internacional (Jardim et al., 2009). A definicdo dos LMRs deve
levar em consideragdo a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA), que é a quantidade maxima de uma
substancia, expressa em mg/kg de peso corporal, que pode ser ingerida diariamente na
alimentacdo, durante toda a vida, sem oferecer riscos aprecidveis a saude, & luz dos
conhecimentos toxicoldgicos disponiveis na época de avaliacdo. A IDA, determinada para cada
ingrediente ativo, é estabelecida com base em estudos sobre as propriedades fisico-quimicas,
metabolicas, farmacoldgicas e toxicologicas dos medicamentos veterinarios, conduzidos em
animais de laboratorios e realizados em procedimentos reconhecidos em nivel internacional.
Para garantir que ndo sejam detectados residuos acima do LMR, deve-se observar a via de
administracdo, a dosagem aplicada e o cumprimento do periodo de caréncia de cada
antimicrobiano.

No presente trabalho, residuos dos antimicrobianos enrofloxacina, ciprofloxacina e
sulfaquinoxalina estavam presentes, em concentra¢es acima dos LMR de cada droga, até o 36°
de criacdo das aves, isto é, dois dias apds o término do tratamento dos animais e, a partir do 38°
dia de criacdo, as concentragdes observadas foram inferiores ao limite de quantificacdo do
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método para estes medicamentos. ConcentracBes de oxitetraciclina acima do LMR foram
observadas apenas durante o periodo de tratamento das aves.

Os avancos tecnoldgicos nas areas de genética e nutricdo permitiram que as linhagens de frango
de corte atingissem altas taxas de eficiéncia alimentar e altas taxas de crescimento, alcangando
em poucas semanas peso ideal para abate. Na década de setenta, 0 peso médio ao abate, de 1,5
kg, era conseguido em 70 dias e, atualmente, o peso médio de abate, que aumentou para 2,5 kg,
é atingido em 42 dias. No frango de corte atual, o desenvolvimento muscular € muito rapido e a
taxa de metabolismo acelerada; essa alta taxa metabdlica pode ter contribuido para a réapida
eliminacdo dos residuos de medicamentos na musculatura dos animais.

Segundo Palermo-Neto et al. (2011) animais menores, como por exemplo as aves, necessitam
de maiores doses por unidade de peso corporal quando comparadas a outros animais, devido a
alta taxa de metabolizacdo destes animais. Dessa maneira, os resultados da pesquisa de residuos
de antimicrobianos no musculo de frangos de corte tratados com o medicamento na agua de
beber, podem ser justificados pela alta taxa de metabolismo dos frangos de corte, o que reflete
nos mecanismos farmacocinéticos das drogas, tais como a absor¢do, biodisponibilidade,
distribuigdo, biotransformacgéo e excrecao.

6. CONCLUSAO

O método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
sequencial (UPLC/MS-MS) apresenta as caracteristicas de desempenho necessarias e foi
validado, sendo adequado para a pesquisa de residuos de enrofloxacina, ciprofloxacina,
sulfaquinoxalina e oxitetraciclina em musculo de frangos de corte.

O estudo de deplecdo demonstra que os residuos dos antimicrobianos enrofloxacina,
ciprofloxacina, sulfaquinoxalina e oxitetraciclina sdo rapidamente metabolizados pelos frangos
de corte, pois quatro dias apés o periodo de retirada dos medicamentos, as concentracdes de
residuos encontradas foram inferiores ao limite de quantificagdo do método para todos os
analitos estudados.

Estudos adicionais, utilizando outras matrizes, tais como o figado e rim, sdo necessarios para o

estabelecimento de periodos de caréncia adequados visando a seguranca na utilizagdo de
antimicrobianos na producéo de frangos de corte.
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