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RESUMO

BRITO, I. C. P. DE. VALIDAQAO DO METODO QUEChERS MINIATURIZADO PARA
DETERMINAC}AO DE MULTIRRESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EM LEITE. Itapetinga-BA:
UESB, 2022. 51 p. Dissertagdo. (Mestrado em Engenharia e Ciéncia de Alimentos, Area de
Concentracdo em Ciéncia de Alimentos).

A presenca de residuos de antibidticos em leite € uma das principais causas de contaminagdo quimica
de diversos produtos lacteos, causando danos econémicos para industria de laticinios e apresentado
riscos a salde do consumidor. Diante 0 exposto, faz-se necesséria a implementacdo de métodos
analiticos eficazes, rapidos e baratos para investigacdo da presenca de residuos de antimicrobianos
em leite e seus derivados. O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar uma metodologia baseada
no QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe — rapido, facil, barato, eficiente, aspero
— bruto, seguro) na etapa de preparo de amostras, para a analise de residuos de oxitetraciclina,
sulfadoxina e tilosina em leite e quantificacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE).
Inicialmente preparou-se as soluc¢des padréo dos analitos nas concentragdes de 12,5; 25; 50; 100; 150
e 200 ug.LL. O preparo das amostras foi realizado seguindo a metodologia descrita por Anastassiades
et al. (2003) para avaliar se 0 método QUEChERS original era eficaz na determinacdo de antibidticos
em leite, as analises foram realizadas em triplicata. Realizou-se a determinacdo dos parametros
cromatograficos, empregando a coluna C18 Luna (100 x 4,6 mm, 3,0 um). O modo de injecdo
utilizado foi o gradiente (20 min) com vazdo de 0,75 mL™* min™. A temperatura do forno foi de 40
°C e 0 volume de injecéo foi de 20 pL e uma faixa de comprimento de onda para cada medicamento
veterinario, sulfadoxina (272 nm); tilosina (450 nm) e oxitetraciclina (363 nm) para obtencdo dos
espectros. O desenvolvimento do QUEChERS miniaturizado foi baseado na metodologia descrita por
Aguilera-Luiz et al. (2008), utilizou-se as seguintes condicdes: na etapa extracao foi utilizado 0,50
mL de leite em 1% de acido acético fortificado com 1 mL do mix de medicamentos veterinarios
(oxitetraciclina, tilosina e sulfadoxina) na concentragédo de 100 pg.L, adicionou-se também 0,50 mL
de acetonitrila e 0,50 mL de uma solucéo de Na;EDTA. O processo de parti¢cdo ocorreu com a adi¢ao
de 0,20 g de MgSOs anidro e 0,05 g de NaCl, e a etapa de clean-up, utilizou cerca de 2,00 mL do
sobrenadante da camada de acetonitrila e 0 mesmo foi filtrado em filtro de nylon. A validacéo do
método foi realizada de acordo com o documento SANTE/12682/2019, da European Commission
(2019), avaliando os seguintes parametros: linearidade, seletividade, precisdo, exatiddo, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo e efeito matriz. Analisou-se amostras de leite obtidas de 18 vacas
diferentes pertencentes a uma propriedade rural no municipio de Itapetinga — Bahia, a fim de verificar
a presenca de residuos de antibiéticos pelo método de extragdo QUEChERS miniaturizado. O método
se mostrou seletivo, uma vez que os picos cromatograficos obtidos se apresentaram bem definidos,
separados e sem interferentes. A linearidade foi comprovada pela curva analitica padrdo, onde obteve-
se coeficientes de determinagdo (r?) maiores que 0,990. A preciséo intradia apresentou desvio padrio
relativo (DRP) de 1,06% a 6,55%, e a precisdo interdias variaram de 1,79% a 12,79%, ambos
obedecendo os pardmetros estabelecidos sendo <20% de DRP. A exatiddo foi comprovada pelo
calculo da recuperacdo onde todos os analitos obtiveram mais de 90% de recuperacéo estando dentro
da faixa estabelecida (70 a 120 %). Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) do método
foram de 0,20 e 0,80 pg.L ! para todos os analitos, respectivamente, estando assim em conformidade
com a legislacéo, onde encontraram quantidades menores que o limite maximo de residuos permitido
(100 pg.Lt). Todas as analises realizadas nas amostras de leite reais, estavam em conformidade com
a legislacdo, sendo que a quantidade de residuos de antibioticos presentes fora inferior ao limite
méaximo de residuos permitidos. Diante 0 exposto, 0 método proposto mostrou-se uma excelente
alternativa para a determinacgéo de residuos de oxitetraciclina, tilosina e sulfadoxina em leite.

Palavras-chave: QUEChERS. Residuos de antibiéticos. CLAE.



ABSTRACT

BRITO, I. C. P. DE. VALIDATION OF THE MINIATURIZED QUEChERS METHOD FOR
DETERMINATION OF MULTIRESIDUES OF ANTIBIOTICS IN MILK. Itapetinga-BA:
UESB, 2022. 51 p. Dissertation (Master in Food Science and Engineering, Food Science
Concentration Area).

The presence of antibiotic residues in milk is one of the main causes of chemical contamination of
several dairy products, causing economic damages to the dairy industry and posing health risks to the
consumer. In view of the above, it is necessary to implement effective, rapid and inexpensive
analytical methods to investigate the presence of antimicrobial residues in milk and its derivatives.
The objective of this study was to develop and validate a methodology based on QUEChERS (Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) in the sample preparation stage, for the analysis of
oxytetracycline, sulfadoxine and tylosin residues in milk and quantification by High Performance
Liquid Chromatography (HPLC). Initially, standard solutions of the analytes were prepared at
concentrations of 12.5; 25; 50; 100; 150 and 200 pg.L™. The preparation of the samples was
performed following the methodology described by Anastassiades et al. (2003) to evaluate if the
original QUEChERS method was effective in the determination of antibiotics in milk, the analyses
were performed in triplicate. The chromatographic parameters were determined using a Luna C18
column (100 x 4.6 mm, 3.0 pm). The injection mode used was gradient (20 min) with a flow rate of
0.75 mL? min. The oven temperature was 40 °C and the injection volume was 20 pL and a
wavelength range for each veterinary drug, sulfadoxine (272 nm); tylosin (450 nm) and
oxytetracycline (363 nm) to obtain the spectra. The development of miniaturized QUEChERS was
based on the methodology described by Aguilera-Luiz et al. (2008), the following conditions were
used: in the extraction step, 0.50 mL of milk in 1% acetic acid fortified with 1 mL of the veterinary
drug mix (oxytetracycline, tylosin and sulfadoxine) at a concentration of 100 pg.L™ was used, 0.50
mL of acetonitrile and 0.50 mL of a Na2EDTA solution were also added. The partitioning process
occurred by adding 0.20 g of anhydrous MgSO4 and 0.05 g of NaCl, and the clean-up step, used
about 2.00 mL of the supernatant from the acetonitrile layer and it was filtered on a nylon filter.
Method validation was performed according to the European Commission (2019) document
SANTE/12682/2019, evaluating the following parameters: linearity, selectivity, precision, accuracy,
limit of detection, limit of quantification, and matrix effect. Milk samples obtained from 18 different
cows belonging to a rural property in the municipality of Itapetinga - Bahia were analyzed in order to
verify the presence of antibiotic residues by the miniaturized QUEChERS extraction method. The
method proved to be selective, since the chromatographic peaks obtained were well defined, separated
and without interferences. The linearity was proven by the standard analytical curve, where
coeficients of determination (r2) greater than 0.990 were obtained. The intraday precision showed a
relative standard deviation (RSD) of 1.06% to 6.55%, and the interday precision ranged from 1.79%
to 12.79%, both obeying the established parameters being <20% of RSD. The accuracy was proven
by the recovery calculation where all analytes obtained more than 90% recovery being within the
established range (70 to 120 %). The limits of detection (DL) and quantification (QL) of the method
were 0.20 and 0.80 pg.L* for all analytes, respectively, thus being in compliance with the legislation,
where lower amounts than the maximum allowed residue limit (100 pug.L™? ) were found. All the
analyses performed on the real milk samples were in compliance with the legislation, and the amount
of antibiotic residues present was lower than the maximum residue limit allowed. In view of the
above, the proposed method proved to be an excellent alternative for the determination of
oxytetracycline, tylosin and sulfadoxine residues in milk.

Keywords: QUEChERS. Antibiotic residues. CLAE.



1. INTRODUCAO

O leite é um alimento de alto valor nutricional, sendo uma das maiores e importantes fontes
de nutrientes essenciais para a alimentacdo humana. Apesar de suas caracteristicas nutricionais e do
seu amplo consumo mundial, o leite esta susceptivel a diversas alterac6es: adulteracéo (ex: adicdo de
agua, sal e sacarose), enfermidades que acometem os animais (ex: mastite) e contaminacdo por

residuos de medicamentos veterinarios.

E comum a utilizacdo de antibidticos para o tratamento e prevencdo de doencas em vacas
lactantes, porém o uso inadequado destes medicamentos se tornou um problema mundial, ocasionado
pela aplicacdo excessiva dos antimicrobianos nos animais. Uma série de problemas séo gerados a
partir da presenca de residuos de medicamentos de uso veterinario em produtos lacteos, como
interferentes para inddstria de processamento de leite, além de danos a satde do consumidor, como

reacOes alérgicas e resisténcia antimicrobiana aos antibioticos existentes.

Vérias classes de antimicrobianos séo utilizados para o tratamento de doencas infecciosas em
vacas leiteiras, dentre eles as sulfonamidas, as tetraciclinas e os macrolideos, sdo amplamente
utilizados por serem considerados antibioticos eficientes no combate de varias bactérias gram-
positivas e gram-negativas. Dentro destes grupos se encontram o0s medicamentos sulfadoxina,
oxitetraciclina e tilosina, constantemente aplicados em vacas leiteiras para o tratamento de doencas

infecciosas.

A fim de evitar e minimizar a presenca de antimicrobianos em leite, s&o implementadas
legislacBes internacionais vigidas por organismos internacionais como a FAO (Organizacdo das
Nacdes Unidas para a Alimentacdo e a Agricultura) e a OMS (Organizacdo Mundial da Saude) que
determinam limites méaximos de residuos em leite (LMR). J& no Brasil 0s 6rgaos responsaveis por
fiscalizar as politicas de produtos de origem animal sdo o MAPA (Ministério da Agropecuaria,

Agricultura e Abastecimento) e 0 MS (Ministério da Salde).

Objetivando a prevencdo da venda de produtos contendo residuos de antibiéticos, e a garantia
da inocuidade alimentar, sdo empregadas diversas técnicas de deteccdo como a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) conjunta com métodos analiticos para preparo de amostra que sejam
eficazes e validados e que requerem menos gasto de reagentes quimicos. Deste modo, 0 método
QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe) se apresenta como uma excelente
alternativa, por ser considerado uma técnica rapida, facil, barata, eficaz, robusta e segura.

O QUEChERS é um método de preparo de amostras, realizado em trés etapas: extracéo,

particdo e limpeza, inicialmente utilizado somente para determinacdo de pesticidas em frutas e
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vegetais, mas desde o seu desenvolvimento vem passando por diversas modificagdes com o intuito
de ampliar sua aplicacéo para os mais diversos alimentos ricos em lipidios, como chocolate, manteiga,

azeite e leite, para determinacdo de compostos como residuos de antibioticos.

Diante a importancia da investigacdo da presenca de antibi6ticos em leite, este trabalho teve
como objetivo desenvolver e validar o método QUEChRES para determinacdo de medicamentos

veterinarios em leite, empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Importancia do leite

O leite € um alimento de origem biol6gica, com sabor suave e préprio, agradavel e
ligeiramente adocicado. Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa, ininterrupta, em condi¢6es de higiene, de animais sadios, bem alimentados e descansados
(BRASIL, 2011). E constituido por uma combinacao de diversos elementos sélidos em &gua. Sendo
que estes elementos sélidos representam aproximadamente 12 a 13% do leite e a &gua,
aproximadamente 87%. Os principais componentes sélidos soltveis e insollveis do leite sdo: lipidios,
carboidratos, proteinas, sais minerais e vitaminas que atuam no crescimento e desenvolvimento de

consumidores infantis e na manutencao de vida saudavel de adultos (FERNANDES et al, 2014).

Por sua importancia nutricional e econémica, a producao de leite é difundida em todas as
regibes do mundo. A elevacdo da producdo de leite no mundo se deve a expansdo do numero de
sistemas de producéo e a elevacdo da produtividade. O leite estd entre os produtos mais importantes
da agropecuéria brasileira, e desempenha papel importante na geracdo de emprego e renda, € no
suprimento de alimentos (RESENDE et al., 2019).

O Brasil tem mais de 1 milh&o de produtores distribuidos em praticamente todos 0s municipios
nacionais, deste modo estima-se que a cadeia produtiva do leite gere 4 milhdes de empregos nos seus
diferentes segmentos, resultando em valor bruto da producgdo superior a R$ 49,9 bilhdes (6° maior

dentre os produtos agropecudrios nacionais) (BRASIL, 2021).

Este desenvolvimento se associa a seguranca alimentar, necessaria a mitigacdo da fome, no
entanto, determina alguns desafios a serem vencidos, especificamente na qualidade do leite, em seu
aspecto de seguranca do alimento, pois as grandes concentragdes de animais nos modernos sistemas
de producdo aumentam as possibilidades de disseminacdo de doencas, determinando assim, a

necessidade de terapias de cura, usando-se medicamentos de uso veterinarios (SILVA et al, 2018).



2.2. Alteracg6es no leite

E necessario que o rebanho bovino leiteiro se encontre em bom estado fisioldgico a fim de
manter a sustentabilidade e produtividade da producéo de leite, mas o risco de lesGes e infec¢des que
se desenvolvem nas vacas tem aumentado constantemente, devido a diversos fatores como questdes
de manejo e adversidades fisioldgicas do préprio animal. Dentre as diversas enfermidades que
acometem as vacas leiteiras a mastite se destaca como a doenga mais onerosa desta cadeia produtiva
(GASPAR et al, 2017).

As mastites sdo doencas infecciosas, causadas por bactérias, fungos ou virus, que consiste na
inflamacdo da glandula maméaria e elevacdo na contagem de células somaticas (CCS) e sdo
classificadas como clinica - com sintomas visiveis; ou subclinica, identificada pela contagem de
células sométicas ou pelo tipo de microrganismo presente no leite (CONTRERAS; RODRIGUEZ,
2011). O aumento da CCS no leite esta relacionado a diminuicao dos principais componentes do leite
(MAGNAVITA et al., 2016). A forma subclinica desta doenca € a mais ocorrente nas propriedades
produtoras de leite, uma vez que, o animal infectado ndo apresenta sintomas aparentes, observa-se
somente a queda da producdo e da qualidade do leite. Por ndo ser detectada facilmente, a mastite
subclinica se espalha rapidamente entre os animais, causando assim grandes perdas econémicas
(CHENG; HAN, 2020). Medidas basicas de higiene durante a ordenha sdo necessarias para se evitar
este tipo de doenca, mas quando presente no rebanho o tratamento das mastites clinicas séo realizados
pela administracdo de antibioticos e em caso de uso inadequado nas vacas leiteiras pode se
transformar na principal fonte de residuos de medicamentos veterinarios nos produtos lacteos (ZIGO
et al, 2021).

2.3.Legislacdo sobre medicamentos de uso veterinario em leite

Na pecuaria leiteira estima-se globalmente que os antibioticos representam cerca de 40% do
total dos medicamentos usados em bovinos (PEREYRA et al., 2015). Os antibiéticos sdo substancias
antimicrobianas mais usadas, sdo drogas que podem matar ou inibir o crescimento de microrganismos
por meio de reacdes bioquimicas, sendo amplamente utilizados no tratamento e prevencao de doengas
bacterianas e, como aditivos alimentares para animais (PEREYRA et al., 2015; BARTIKOVA et al.,
2016; LEE et al., 2018).

A necessidade de regulamentar internacionalmente os residuos de antimicrobianos em leite e
outros alimentos, levou a ONU por meio de seu braco na area de alimentos, a FAO e a OMS a criarem
0 Codex Alimentarius (CODEX, 2012), e no Brasil, o Ministério da Saude e o MAPA coordenam

conjuntamente a politica de seguranca dos alimentos.
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O MS elaborou o Programa de Analise de Residuos Medicamentos Veterinarios em Alimentos
(PAMVet), cujo objetivo ¢ o de “avaliar o potencial de exposicdo do consumidor a residuos de
medicamentos veterindrios pela ingestao de alimentos de origem animal adquiridos no comércio” e
determinar os limites maximos de residuos (LMR) e a ingestdo diaria aceitavel (IDA) (BRASIL,
2003). Por sua vez, 0 MAPA publicou o Programa Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC) com o objetivo de integrar esforcos destinados a melhoria da produtividade e da qualidade
dos alimentos de origem animal, tendo como foco a fiscalizagdo e monitoramento dos sistemas de

producdo e a qualidade dos produtos de origem animal (BRASIL, 1999).

2.4 .Antibidticos de uso veterinario

Os antimicrobianos sdo substancias capazes de matar ou inibir o crescimento de diversos
microrganismos, e 0s antibioticos compdem este grupo de medicamentos e atuam, especificamente,
sobre as bactérias (KUMMERER, 2009), podendo ser i) naturais - sdo produzidos por bactérias e
fungos, para inibi¢do de outros microrganismos, e; ii) sintéticos - antibidticos alterados quimicamente
na indastria (BACANH; BASARAN, 2019; GILLINGS, 2013; GRENNI; ANCONA,;
CARACCIOLO, 2018; MARTINEZ, 2012). Sua descoberta e uso terapéutico impactou
positivamente no aumento da expectativa de vida dos humanos e dos animais (QIAO et al., 2018).
Contudo, no universo animal, além do uso terapéutico, os antimicrobianos também sdo usados
profilaticamente, meta-profilaticamente, como promotores de crescimento e ganho da eficiéncia
alimentar em animais saudaveis (LANDERS et al., 2012; SARMAH; MEYER; BOXALL, 2006).

A classificagdo dos antibidticos varia de acordo com a fonte, de acordo com a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sdo classificados em: B-lactamicos, Quinolonas,
Glicopeptideos, Oxazolidinonas, Aminoglicosideos (estreptomicina, neomicina e gentamicina),
Macrolideos, Lincosaminas, Nitroimidazdlicos, Cloranfenicol, Estreptograminas, Sulfonamidas,
Tetraciclinas e novos antibidticos - Glicilciclinas, Polimixinas, Daptomicinas e Gemifloxacina
(SPISSO, 2009).

Dentre estas classes, ha aquelas que requerem um estudo mais prioritario devido ao maior uso
em animais: i) Tetraciclinas — composta por Tetraciclinas, Oxitetraciclina, Clortetraciclina e
Doxiciclina; ii) Macrolideos — classe composta Azitromicina, Claritromicina, Eritromicina,
Espiramicina, Miocamicina, Roxitromicina e Tilosina e; iii) Sulfonamidas — composta pelas
Sulfanilamidas, Sulfisoxazol, Sulfacetamidas, Acido para-aminobenzdico, Sulfadiazinas e
Sulfametoxazol (SPISSO, 2009).



2.4.1. Tetraciclinas

A descoberta das tetraciclinas ocorreu a partir do rastreamento de antibioticos naturais obtidos
de microrganismos presentes no solo. A clorotetraciclina, foi o primeiro antibiético descoberto desta
classe, em 1945, e foi obtido a partir do Streptomyces aureofaciens, sendo assim o ponto de partida
para descoberta de outros medicamentos deste grupo (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

O grupo de medicamentos das tetraciclinas, sdo amplamente utilizados no tratamento de
doencas infecciosas em animais e humanos, decorrentes de bactérias gram positivas e gram negativas
(DAGHRIR; DROGUI, 2013). Sua estrutura quimica € formada por um nucleo tetraciclico (Figura
1), obtendo assim, amplo espectro de a¢do contra diversos microrganismos, atuando como antibidtico
bacteriostatico (DAI et al., 2020), além de serem medicamentos de baixa toxicidade, possuem baixo

custo, e podem ser, na maioria dos casos, administradas por via oral (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

Figura 1. Estrutura quimica das tetraciclinas.

Fonte: Google Imagens (2021).

Os medicamentos mais utilizados da classe das tetraciclinas sdo: clorotetraciclina,
oxitetraciclina e a tetraciclina. As tetraciclinas tém valores de pka considerados baixos,
consequentemente, sdo estaveis em 4acidos e mais instdveis em meios alcalinos, em grandes
concentracdes sdo capazes de inibir a sintese proteica bacteriana, atuando deste modo como um
agente bactericida (XU et al., 2021).

Apesar de ser um antibiotico eficaz no tratamento de doencas, 0 uso das tetraciclinas vem
trazendo sérios problemas ambientais. Cerca de 75% dos medicamentos deste grupo sdo excretados
de forma ativa e liberados pela urina e fezes humanas e de animais no meio ambiente, causando
efeitos adversos no sistema ecoldgico e na saide humana, por ser altamente hidrofilico e de baixa
volatilidade as tetraciclinas tem resisténcia significativa no ambiente aquatico. Gerando problemas
associados a toxidade das aguas e de organismos aquaticos e terrestres, além de residuos de
antimicrobianos promovendo o desenvolvimento de microrganismos resistentes a antibidticos, que
podem provocar efeitos adversos a saude humana, aumentando o risco de doencas infecciosas (XU
etal., 2021).



2.4.2. Macrolideos

Os macrolideos sdo antimicrobianos produzidos por bactérias do género Streptomyces,
geralmente aplicados na medicina humana e veterinaria, para o tratamento de doencas decorrentes de
uma ampla variedade de microrganismos patogénicos, incluindo bactérias gram positivas e gram
negativas. Esta classe de medicamentos, age inibindo sintese proteica bacteriana durante sua
reproducao, podendo atuar como um antimicrobiano bactericida ou bacteriostatico. (QUINTANILLA
etal., 2018, HU et al., 2020).

A estrutura quimica destes antibioticos é basicamente constituida por um anel de lactona
macrociclica que se liga a um ou mais agucares (Figura 2). Os macrolideos inibem a sintese proteica
do microrganismo em combate, ao ligar-se com o ribossomo 50S, atuando sobre sua translocagéo,
sendo que estes antibidticos apresentam maior efetividade em pH alcalino (VAZQUEZ-LASLOP;
MANKIN, 2018).

Figura 2. Estrutura quimica dos macrolideos.
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Fonte: Google Imagens (2021).

Por terem alta afinidade com os ribossomos bacterianos, os macrolideos conseguem atingir
suas atividades inibitorias em amplo espectro. O primeiro macrolideos progenitor, foi descoberto em
1950, sendo conhecido como eritromicina, e partir destes muitos derivados foram sintetizados,
gerando compostos com mais estabilidade e biodisponibilidade, como a tilosina e azitromicina
(DINOS, 2017).

2.4.3. Sulfonamidas

As sulfonamidas sdo um grupo de antibidticos utilizados em todo mundo, com o objetivo de
tratar doencas infecciosas causadas por diversas bactérias. Segundo a Agéncia Europeia de
Medicamentos, em 2014 este grupo de antibidticos foi um dos mais utilizados na Europa, ocupando
o terceiro lugar de medicamentos veterinarios mais usados naquele ano, representando 11% das

vendas. Sdo amplamente aplicados em praticas medicinais humanas e veterinarias, pois além de
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conter um amplo espetro bacteriano sdo relativamente baratos e possuem propriedades quimicas
estaveis (PACHECO-SILVA; DE SOUZA; CALDAS, 2014, TIAN et al., 2020).

Estes antibioticos sdo medicamentos derivados da molécula p-aminobenzeno-sulfonamida
(sulfanilamida), por este motivo sdo denominados como sulfonamidas. A estrutura quimica deste
grupo é formada por um anel benzénico, um grupo sulfonamida e um grupo amina (Figura 3) (XU et
al, 2016).

Figura 3. Estrutura quimica das sulfonamidas.
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Fonte: Google Imagens (2021).

As sulfonamidas sdo classificadas como antimetabdlitos, por agir inibindo um metabolito
essencial ao organismo vivo. Exemplo desta acdo é a relacdo entre a sulfonamida e o &cido
paraminobenzoico (PABA). O PABA é o substrato de muitos microrganismos, essencial para a
sintese do &cido folico, vitamina essencial para o crescimento de bactérias. Deste modo o sinergismo
acontece através de um mecanismo competitivo de inibicdo do &cido paraminobenzoico pelo

medicamento, evitando o crescimento bacteriano (BEZERRA et al., 2017).

Os organismos de controle nacionais e internacionais determinam os limites maximos de
residuos de antibioticos em leite. Por exemplo a Tilosina (Macrolideos), a Oxitetraciclina
(Tetraciclinas), e Sulfadoxina (Sulfonamidas), a ANVISA e a Unido Européia determinam os limites
méaximos de residuos (LMR) permitidos em leite dos antimicrobianos, os quais variam de acordo com
0 antibidtico (Tabela 1), sendo estes os parametros usados para avaliacdo de descarte de leite pelos

laticinios.

Tabela 1: Limites maximos de residuos de antibidticos em leite seqgundo érgdos regulamentadores.

Grupo de Substancia farmacoldgica o
o ) LMR (uG/kg) Referéncia

antibioticos ativa

Macrolideos Tilosina 100 CODEX

Tetraciclinas Oxitetraciclina 100 CODEX

Sulfonamidas Sulfadoxina 100 CODEX




2.5.Presenca de antibidticos em produtos de origem animal

Os antibioticos sdo usados na producdo animal com diferentes objetivos. Com a descoberta
dos antibioticos e o desenvolvimento da industria farmacéutica, esses passaram primeiramente a ter
uso terapéutico (QIAO et al., 2018). Com o desenvolvimento tecnoldgico e as mudancgas estruturais
na industria farmacéutica, assim como no setor agropecuario, outros usos foram acrescentados aos
antibioticos, que passaram a ser usados com acdo profilatica e como promotores de crescimento
(ROUSHAM; UNICOMB; ISLAM, 2018).

Com o incremento na producdo de alimentos de origem animal, especialmente em sistemas
de producdo nos quais 0s animais sdo confinados, o uso de antibidticos se elevou. Estudos preveem
que em 2030 o uso de antibidticos em animais de producdo deva ser de mais de 200 mil toneladas,
contra 130 mil em 2013 (BOECKEL et al., 2017) e este uso € uma das rotas da resisténcia dos
microrganismos aos antibiéticos (POKHAREL et al, 2020).

A resisténcia antimicrobiana € a incapacidade, ou perda do efetivo impedimento do
crescimento microbiano pelo antibiotico, e as bactérias que se reproduzem na presenca do referido
antibiotico sdo denominadas resistentes, desenvolvida em funcdo do uso inadequado dos
antimicrobianos (ZAMAN et al., 2017). A cadeia epidemioldgica da resisténcia antimicrobiana é
complexa, e envolve animais de companhia, em alimentos de origem animal, seres humanos, meio-
ambiente e todas as suas relacbes (LANDERS et al., 2012; ZHANG et al., 2019). Residuos de
antimicrobianos tem sido observada em animais de producdo como aves, suinos, gado de corte e vacas
leiteiras (QIAQ et al., 2018; ROUSHAM et al., 2018; FERNANDES et al., 2014).

Ha mais de 80 anos a resisténcia antimicrobiana foi observada e se tornou-se um problema
mundial (ZAMAN et al., 2017). Desde entdo, tem chamado a atengéo das diversas instituigdes como
aOMS, aFAO e a Organizacdo Mundial da Saude Animal (OIE), que conjuntamente criaram o Planos
de Ac¢bes Globais e Nacionais (NAPs) (QIAO et al., 2018; ROUSHAM et al., 2018), buscando
solucdes para a questdo internacionalmente. A mortalidade humana causada pela resisténcia dos
microrganismos aos antimicrobianos € estimada em 10 milhdes de pessoas por ano até 2050, com
impacto econdmico alto para a sociedade, girando em torno de US$ 100 trilhdes no mundo, com
indicacdo de ser a principal causa das mortes no mundo nas proximas décadas (BASSETTI et al.,
2017).

E necessario destacar que a presenca de residuos de antibidticos em alimentos representa
problemas & saude publica pois pode causar alergias, alteragdes na microbiota e causar infecces,
além da resisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos (BASSETTI et al., 2017). A presenca

de residuos de antibioticos representa a principal contaminacdo quimica em leite e produtos lacteos,
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podendo estes produtos serem considerados impréprios para consumo humano, pois representam
riscos para a saude, além de interferirem em processos tecnoldgicos de producdo (FERNANDES,
2014), o que determina a importancia de se investigar a presenca de antimicrobianos em leite e outros

produtos lacteos.

A presenca de residuos de antibidticos também é responsével por efeitos indesejaveis na
industria de laticinios, pois as bactérias utilizadas em muitos processos de fermentacao sdo sensiveis
aos antibioticos, o que resulta em deterioracdo das propriedades sensoriais dos produtos finais. A
maioria dos tratamentos térmicos empregados na industria de laticinios ndo tem forte impacto sobre
os residuos de antibioticos, pois eles sdo resistentes a temperatura (FREITAS et al, 2013; BERRUGA
et al., 2016; RAMA et al., 2017). Além disso, a atividade bactericida e bacteriostatica destes
compostos interfere na atividade da fosfatase alcalina e teste de reducéo de azul de metileno no leite
(NAIK etal., 2017).

2.6. Metodologias utilizadas para quantificacdo de antimicrobianos em leite

Estudos de avaliacdo da presenca de residuos de antibidticos em leite sdo desenvolvidos ao
redor do mundo e dividem-se em i) qualitativos, também denominados como testes de triagem, nos
quais sdo empregados usualmente o Delvotest® SP-NT, CMT COPAN®, Eclipse® 100, Delvotest®
Accelerator,Charm Cowside®, Charm ED®, Charm blue-yellow® e Devoltest® T que indicam a
presenca de residuos de antibidticos no leite; e ii) quantitativos, que normalmente usam a
cromatografia para determinar a quantidade exata do residuo de antibi6tico, assim como qual esta
presente. Nesse contexto, a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) em suas diversas
formas (FERNANDES, 2014; FREITAS et al., , 2013), a eletroforese capilar (VERA-CANDIOTI;
OLIVIERI; GOICOECHEA, 2010) e testes microbioldgicos (PELLINEN et al., 2002) tém sido
utilizados em determinagfes e quantificacBes de residuos de antibioticos em leite. No entanto, a
CLAE ¢ a metodologia oficial para a deteccdo de residuos de antimicrobianos em leite (CODEX,
2012).

Devido a alta complexidade do leite se faz necessario o uso de metodologias de preparo de
amostras, antes da analise em CLAE propriamente dita. Sdo utilizadas neste tipo de analise, técnicas
como extragdo em fase sdlida, micro extracdo em fase solida dispersiva, extracéo liquido-liquido e
um método novo denominado QUEChERS (SERESHTI et al., 2021).

2.7.Método QUEChERS

O QUEChERS é um metodo de extracdo que foi implementado por Anastassiades et al. (2003),
com o intuito de apresentar melhores condigdes analiticas para o preparo de amostras em anélise de

residuos de agrotoxicos. E um termo inglés que significa um método rapido, facil, barato, eficaz,
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robusto e seguro. Inicialmente foi aplicado somente para analises de pesticidas em matrizes
alimenticias de baixo teor lipidico, como frutas e vegetais. O seu uso se justifica em funcdo de suas
caracteristicas analiticas como: recuperacdo - superiores a 85% para pesticidas, alta seletividade,
robustez, ampla faixa de polaridades e volatilidades, rapidez de extracdo (10 a 20 amostras em 30 a
40 minutos), baixo consumo de solventes, geracdo de poucos residuos, utilizacdo de pouco material,
e baixo custo dos reagentes envolvidos (ZHANG et al., 2019). Estas caracteristicas trazem vantagens
analiticas e econdmicas, assim como praticidade no desenvolvimento dos métodos. Assim, estas

vantagens promoveram a popularizacdo do método e a ampliacdo de estudos com seu uso.

Na busca de anélise mais eficiente pesquisadores buscam melhorar a eficiéncia analitica e,
nesse sentido, Anastassiades et al. (2003) introduziram um novo método de preparo de amostra
descrito como rapido, facil, de baixo custo, efetivo, robusto e seguro, denominado QUEChERS, o

qual era destinado a andlise de residuos de pesticidas em frutas e vegetais.

Este método consiste em extracdo liquido-liquido dos analitos a serem extraidos, usualmente
aplicado um solvente em salting out. A segunda etapa consiste na do extrato por adsorcdo aplicando
técnica de extracdo em fase solida dispersiva (solid phase extraction — SPE) por adsor¢do em alta
pressdo (pressure swing adsorption — PSA), tendo adsorventes a base de aminas primarias e
secundarias. (PRESTES; ADAIME; ZANELLA, 2011; AMARAL, 2018). A remoc¢do da agua
residual na etapa de clean-up da amostra remove muitos componentes polares da matriz, como acidos

organicos, pigmentos polares, aglcares, gorduras, dentre outros (ANASTASSIADES, 2003).

Apos seu desenvolvimento o método QUEChERS tem sido modificado e utilizado com
sucesso para a aplicacdo em matrizes complexas (GRABSK et al., 2019). Sob a 6tica evolutiva, 0
método QUEChERS tem como caracteristica a possibilidade de alteracdes que podem melhorar a
obtencdo de resultados analiticos satisfatorios. Nesse sentido, Lehotay et al. (2005) testaram sua
aplicacdo na analise de pesticidas em matrizes alimenticias com maiores contetdos de gordura, em
relacdo as estudadas anteriormente (frutas e vegetais), tais como leite, ovo, abacate e tecidos animais,
obtendo bons resultados de recuperacdo. Dentre as mudancas realizadas, Lehotay e Anastassiades
(2005), perceberam que a adicao de tampdes (pH proximo a 5) promoviam recuperacgdes satisfatorias
(>70%), assim surgiu 0 QUEChERS-acetado, neste caso o acetato de sodio (CH3COONa) (pH 4,8)
(agente tamponante) foi adicionado na etapa de particdo, com o intuito de obter recuperacgdes de
pesticidas entre 70 e 120%. Neste mesmo intuito, Anastassiades et al. (2007) prop6s o QUEChERS-
citrato, onde utilizou-se o tampéo de citrato de sodio (NazCeHsO7) (pH 5,0-5,5). Na etapa de clean-
up, prevaleceu o uso PSA, e observou-se que a adi¢do do C18 (octadecil silica) promove uma limpeza

mais eficaz, principalmente em matrizes alimenticias ricas em lipideos.
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Na investigacdo de medicamentos veterinario em leite, estudos demonstram que o método de
extragdo com acetonitrila e metanol e a adi¢do de sais como sulfato de magnésio (MgSQa) e cloreto
de sodio (NaCl) sdo os mais usuais, como retrata os estudos de Aguilera-Luiz et al. (2008) e Li et al.
(2013). O MgSO4¢ um excelente sal inorganico para promover a separagao das fases e obter maiores
recuperacdes dos analitos, e 0 NaCl é uma excelente alternativa para ajuste de polaridade e a
eliminacdo de interferente polares. Na etapa de limpeza por D-SPE, 0s agentes adsorventes mais
utilizados sdo 0 PSA (amina secundéria primaria), GCB (carvéo ativado) e C18 (octadecil silica), por
promoverem uma limpeza mais eficiente, considerando o leite uma matriz rica em contetdo lipidico
(ZHANG et al., 2019).

Aguilera-Luiz et al. (2008) utilizaram o método QUEChERS na analise de medicamentos
veterinarios, entre os quais algumas sulfonamidas (sulfametazina e sulfaquinoxalina) em leite. Esse
estudo utilizou as etapas de extracao e particdo baseadas no método QUEChERS-acetato, e para clean-
up da amostra ndo foi necesséria a etapa de D-SPE dispersiva ou em coluna, apenas uma filtracdo
com filtro de nylon. Costa (2010) também utilizou o método QUEChERS para a analise de produtos
veterinarios, entre 0s quais algumas sulfonamidas (sulfacetamida, sulfadizina, sulfatiazol,
sulfamerazina, sulfametazina, sulfametizol, sulfaclorpiridazina, sulfametoxazol, sulfaquinoxalina e
sulfadimetoxina) em leite bovino. Em recente estudo, Pinheiro (2020), estudando alteragcbes no
método QUEChERS na extracdo de antibidticos (Sulfonamidas) em leite, apresentou resultados
validados (linearidade, robustez, limite que quantificacdo, limite de detec¢do, precisao intra e inter
dia, entre outros), indicando que 0 método é adequado para a determinacéo de residuos de sulfadoxina

em leite.

Como os métodos de extracdo convencionais demandam tempo, sdo trabalhosos, caros e
complexos, usam muitos reagentes e nos ambientes laboratoriais promovem ambiente insalubre para
0 corpo de profissionais, se faz uma alternativa viavel a aplicacdo do QUEChERS como método de
preparo de amostra para determinacdo de multirresiduo de antimicrobianos em leite através da
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (ZHANG et al., 2019).

2.8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

Uma vez que a cromatografia liquida de alta eficiéncia ndo é limitada pela volatilidade e
estabilidade térmica dos analitos, como € a cromatografia gasosa, quase todas as classes de compostos
organicos podem ser separadas utilizando essa técnica eficiente e rapida de andlise, que utiliza os
principios basicos da cromatografia, descritos por Martin e Synge em 1941 (JARDIM; COLLINS;
GUIMARAES, 2006).

A CLAE é uma das ferramentas mais relevantes da quimica analitica, e consiste basicamente
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em uma coluna cromatografica que tem como objetivo separar e identificar compostos (TAYEB et
al., 2016). A analise em CLAE dispdes de diversas vantagens como, alta confiabilidade e
versatilidade, pois consegue ajustar a composicao das fases moveis e estacionarias (ZOTOU, 2012),
e as limitagcdes deste méetodo estdo associadas com o elevado custo do equipamento e a necessidade
de operador especializado (RAMOS, 2014). O equipamento é composto por um reservatério com
filtro; um sistema de bombeamento; um injetor; uma coluna; um detector e um sistema de registros.
O mecanismo de separacdo cromatografico, consiste nas interacdes entre a fase estacionaria, a fase
movel e o analito em estudo. A fase mdvel liquida é utilizada para separar os componentes da amostra
e estes componentes sdo dissolvidos em um solvente, e através de uma bomba sdo forgados a passar
por uma coluna de alta presséo, e assim, os componentes irdo interagir com a fase estacionaria, tendo
a migracdo dos constituintes da amostra atraves da coluna, obtendo assim a separacdo e a deteccao
do constituinte em analise (ZOTOU, 2012).

2.9.Validacdo de métodos analiticos

O desenvolvimento de métodos analiticos € seguido por sua validagdo, com o objetivo de
assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos. Para esta validacao, existem critérios estabelecidos
por 6rgéos responsaveis (PASCHOAL et al., 2008).

A validacao de métodos analiticos consiste em avaliacdo que visa garantir a obtencéo de dados
confiaveis e de facil interpretacdo, uma vez que, métodos ndo confiaveis podem trazer prejuizos
financeiros, gasto de tempo em laboratorio e resultados insatisfatérios. Mediante estas implicacdes,
a aplicacdo da validacédo analitica é crescente, demonstrando qualidade de medic¢Bes quimicas, através
de parametros como: comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade. Sendo assim a validagéo de
certo procedimento analitico tem como objetivo demonstrar se 0 mesmo é adequado ou ndo aos
critérios pré-estabelecidos (ARIAS, 2016).

No Brasil, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de
Metrologia (INMETRO) sdo os 6rgdos responsaveis pelas normativas de valida¢do nacionais, sendo
assim, laboratdrios de andlise de alimentos devem seguir 0s guias para procedimento de validacéo e
as normativas, para garantir a capacidade técnica e o credenciamento com estes 6rgdos. Orgos
internacionais como: Conselho Internacional em Harmoniza¢do (ICH), Unido Internacional de
Quimica Pura e Aplicada (IUPAC) e Comissdo Europeia também s&o responsaveis pela normatizacdo

destes procedimentos de validagdo analitica (DIAS, 2019).

Segundo o INMETRO (2010) o processo de validacdo deve ser documentado e seus
parametros devem ser ajustados e realizados em equipamentos com funcionamento efetivo e

devidamente calibrados. A validacdo garante que o método utilizado seja de alta confiabilidade, uma
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vez que, obedeca aos pardmetros analiticos e que os resultados sejam devidamente registrados
comprovando sua eficiéncia. E de suma importancia também, que o pesquisador seja qualificado para

esta funcdo, sendo este capacitado para tomar diversas decis6es durante todo processo.

Para a validagdo de métodos analiticos, alguns parametros devem ser inclusos e avaliados
durante o desenvolvimento, estes séo: robustez, linearidade, exatidao, precisao, limites de detecgéo e
de quantificacdo e seletividade (BRONDI et al., 2013).

2.9.1. Seletividade

A Seletividade consiste no parametro que avalia a capacidade que o método analitico tem de
medir a presenca de um determinado composto em meio a outros componentes. Sendo assim, deve
ser o primeiro fator a ser avaliado na validacdo de um método, uma vez que, este inferira diretamente
em parametros como linearidade, exatiddo e precisdo, caso o0 método ndo seja seletivo (BRASIL,
2017).

A avaliacdo da seletividade é realizada por meio de ensaios com padrdes ou materiais de
referéncia, amostras com ou sem o analito, e avaliacdo da capacidade do método na identificacdo de
compostos na presenca de interferentes. Na auséncia de interferentes, é sugerido avaliagdo da medicéo

do analito por diferente técnicas ou por variagdes nas condi¢des experimentais (INMETRO, 2010).

Em validagdes realizadas com cromatografos sdo necessarias algumas precaucdes a fim de
obter picos cromatograficos bem definidos e sem impurezas. Sdo indicados nestas condicdes a
utilizacdo de detector de arranjo de fotodiodos ou espectrometria de massas, para determinar a

presenca de apenas um componente no pico (BRASIL, 2017).

2.9.2. Linearidade

A linearidade visa demonstrar que a metodologia analitica proposta tenha a capacidade de
obter resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, obedecendo um
intervalo pré-estabelecido. E recomendado que a linearidade seja estabelecida por no minimo cinco
concentracgdes diferentes, e a analise das concentracdes devem ser realizadas no minimo em triplicatas
(BRASIL, 2017).

Uma curva analitica deve ser construida a partir das diferentes concentragdes dos padrdes
(eixo x), relacionando-as assim com os sinais obtidos (eixo y) na analise. A relacdo entre estas
variaveis se da pela equacédo da reta (INMETRO, 2010).:
y =a+ bx
Equacéo 1
y = resposta medida (absorbancia, altura ou area do pico, etc.);
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X = concentragéo;
a = intersecdo com o eixo Yy, quando x = 0;

b = inclinacdo da curva analitica = sensibilidade.

Através do exame visual grafico, pode se observar se houve ou ndo relacdo linear, caso
positivo, os resultados deverdo ser tratados estatisticamente e o nivel de significancia deve ser de 5
%, a fim de, determinar o coeficiente de determinacdo (r> = 0,99), intersec¢do com o eixo Y,
coeficiente angular (deve ser diferente de 0), soma residual dos quadrados minimos da regressao
linear e desvio padréo relativo (BRASIL, 2017).

2.9.3. Precisao

A precisdo é o fator que mede a proximidade entre os resultados das repeticdes das analises
de uma mesma amostra, e este parametro deve ser demonstrado pela dispersao dos resultados, através

do calculo do desvio padrdo relativo (DPR).
DPR=(—%-) 100
CMD
Equacéo 2

Em que DP é o desvio padrdo e CMD, a concentracdo média determinada A medicdo da
precisdo pode ser expressa de trés formas, através da repetibilidade, da precisdo intermediaria e da
reprodutibilidade (BRASIL, 2017).

Segundo a RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017, na repetibilidade, as amostras deverdo
ser avaliadas sob mesmas condicdes de operacdo, com o mesmo analista e instrumentacdo, em uma
Unica corrida. Além de utilizar, no minimo, nove determinagdes, no intervalo linear do método
analitico, ou seja, trés concentracdes: baixa, média e alta, com trés réplicas em cada nivel ou seis
réplicas a 100% (cem por cento) da concentracdo do teste individualmente preparadas. A precisdo
intermediaria determina que a analise de uma mesma amostra seja realizada no mesmo laboratorio,
em pelo menos dois dias diferentes e por operadores distintos e ainda contemplar as mesmas
concentracdes € 0 mesmo numero de determinagcdes da avaliacdo da repetibilidade. J& na
reprodutibilidade a analise devera ser realizada em laboratérios diferentes, sendo esta forma muito

utilizada em estudos colaborativos e padronizacdo de metodologia analitica.

2.9.4. Exatidao

A exatiddo é um dos fatores mais importantes para determinar o desempenho de um processo
analitico, pois representa os erros sistematicos do estudo, através da medi¢do da concordancia dos

resultados individuais do método em relagdo a um valor aceito como verdadeiro (BRASIL, 2017).



15

Apo0s o estabelecimento da linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo,
pode-se realizar 0 método de exatiddo, sendo este determinado a partir de nove determinacbes
contemplando o intervalo linear do procedimento, ou seja, trés concentracdes, baixa, média e alta,
com trés réplicas cada, e deve ser calculado o desvio padrdo para cada concentracdo. Deste modo,
define-se que a exatiddo é a relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a
concentragdo teorica correspondente. A exatiddo deve ser determinada de acordo com cada tipo de
método analitico em estudo, seja ele, para IFA, para produto terminado ou para impurezas como
descrito pelo Art. 45 da RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017 (BRASIL, 2017).

A determinagdo da exatiddo pode ser obtida através da formula:

Concetragdao média experimental><

100

Exatidao = —
Concentragao tedrica

Equacéo 3
2.9.5. Limite de Deteccao

O limite de deteccdo é responsavel pela determinacdo da menor quantidade do analito presente
na amostra que pode ser detectado, mas ndo necessariamente precisa ser quantificado, sob as
condicdes experimentais do método. A determinacdo deste parametro pode ser obtida através de
método visual, da razdo sinal-ruido, sequindo os parametros da curva de calibracdo ou determinacao

do branco, obedecendo as particularidades do processo analitico em estudo (BRASIL, 2017).
A determinacdo do limite de deteccdo pode ser obtida através da férmula:

3,3%8

LD =
IC

Equacéo 4

LD = limite de detecgé&o;
IC = inclina¢do da curva de calibracdo;
6 = desvio padrao.
2.9.6. Limite de Quantificacéo
E denominado como limite de quantificacio a menor quantidade do analito presente em uma
amostra, determinada com precisdo e exatiddo que obedecam as condigbes experimentais

estabelecidas (BRASIL, 2017). A determinacéo do limite de quantificacdo pode ser obtida através da

equacéo:
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_10*8
T IC

LQ
Equacéo 5

LQ = limite de quantificacéo;
IC = inclinagéo da curva de calibragéo;
6 = desvio padrao.

2.9.7. Efeito Matriz

O efeito matriz tem como objetivo averiguar a ocorréncia de interferéncias causadas por
substancias presentes na matriz amostral durante a analise. Estes interferentes ocasionam a
diminuicdo ou a ampliacédo do sinal analitico. O estudo do efeito matriz é necessario para analises que

utilizam a curva de calibragdo do analito em solvente (BRASIL, 2017).

3. OBJETIVOS
3.1.0Dbjetivo Geral

O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar metodologia baseada no método de extracéao
QUEChERS miniaturizado na etapa de preparo de amostras, para a analise multirresiduos de

Oxitetraciclina, Sulfadoxina e Tilosina em leite.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar as melhores condigdes de extragao;

e Modificar o método QUEChERS, diminuindo o uso de reagentes;

e Validar o0 novo método;

e Quantificar as concentra¢fes dos antimicrobianos usados em vacas por meio da analise do

leite.

4. MATERIAL E METODOS
4.1.PARTE | - PREPARO DAS SOLUCOES

4.1.1. Obtencdo das amostras

Para avaliar a capacidade de limpeza e concentragdo do método QUEChERS foram coletadas
amostras de leite in natura de vacas Holandés-Zebu que ndo receberam tratamento com antibioticos
nos ultimos 50 dias no setor de bovinocultura da Escola de Zootecnia da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, Campus Juvino Oliveira, o qual estd localizado no municipio de Itapetinga,

pertence a regido do Mesorregido do Centro-Sul Baiano.
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4.1.2. Reagentes e Solucdes

Os padroes analiticos de Sulfadoxina, Tilosina e Oxitetraciclina, com 96% pureza obtidos da
Sigma-Aldrich (Alemanha). As solucdes-estoque e de trabalho foram preparadas em solvente
acetonitrila, grau HPLC (Mallinckrodt, Estados Unidos da América), armazenadas em freezer a -4°C,
permanecendo estaveis por 3 meses. Os adsorventes utilizados na extracdo em fase, incluem: PSA
(40 pm), obtido da Varian (Estados Unidos da América), e C18 (50 um), da J.T. Baker (Estados
Unidos da América), o cloreto de sddio (NaCl) foi obtido da Synth (Brasil) e o sulfato de magnésio
(MgSO04) da Mallinckrodt (Estados Unidos da América).

4.1.3. Fase Movel

A escolha da fase mdvel levou-se em consideracao as condicdes utilizadas para a solubilizacéo
dos padrdes analiticos dos medicamentos. Inicialmente, a fase movel consistiu no uso de acetonitrila
e metanol com a utilizacao de aditivo &cido acético aos solventes utilizados. Apos o teste foi possivel
verificar que a fase mével contendo apenas &cido acético e acetonitrila como aditivo foi mais eficaz
para a maioria dos compostos e, portanto, a fase movel empregada neste trabalho foi uma mistura de
gradiente agua (100 v) acidificada com 0,1% de &cido acético como solvente A e acetonitrila

acidificado com 0,1% (v/v) de acido acético como solvente B.

4.1.4. Preparo das solucdes e curva padrao

As solugbes estoques individuais foram preparadas pela solubilizacdo dos analitos em
acetonitrila na concentragdo de 1000 pg mL™. Essas solucdes foram armazenadas em refrigerador a
-4°C. Objetivando reduzir o manuseio das solucdes estoques individuais, solucdes intermediarias
individuais foram preparadas na concentracido de 100 pg mL* em acetonitrila. As solugbes de
trabalho utilizadas na construcdo das curvas analiticas e fortificacdo das amostras foram preparadas
como mistura contendo todos os compostos em estudo. No preparo dessas solugdes, aliquotas das
solugdes individuais foram diluidas em acetonitrila com concentracdes que variaram de 12,5 ug mL"

12200 ug mL™. As analises foram realizadas em triplicata.

4.1.5. Condic¢des cromatograficas para as solugoes

As condi¢des cromatograficas para analise de residuos antibidticos em leite foram realizadas
em Sistema LC Shimadzu, equipado com bomba binaria (LC-20AD), degaseificador (DGU-20A5),
amostrador automatico (SIL20A) (Shimadzu®, Séo Paulo, Brasil), forno de coluna (CTO-20AC) e
controladora (CBM-20A). A coluna utilizada € a Phenomenex® Luna C18(2) (150 mm x 3 mm i.d.,
tamanho de particula 3 um e 100A).

Para fase modvel foi utilizada agua (A) e acetonitrila (B), iniciando com 20% até 90% de A
com 0.1% de &cido acético com a seguinte programacao: 0-5 min, 20% de B; 5-8 min, 30%-20% de
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B; 9-12 min, 95% de B; permanecendo nessa condi¢do por mais 3 minutos, a condi¢do pds corrida
retorna a 20% de A em 2 minutos, assim permanecendo por mais 5 minutos antes de iniciar uma nova

analise, totalizando 22 minutos de corrida cromatografica.

Foi utilizado um detector de arranjo de diodos (DAD) para quantificar as espécies de interesse,

sendo monitorados os comprimentos de onda (A) que podem ser observados na Tabela 2.

Tabela 2: Comprimentos de onda selecionados para analise dos compostos estudados.

Padrdes Analiticos Comprimento de ondas (nm)
Oxitetraciclina 263

Sulfadoxina 272

Tilosina 450

42.PARTE Il - APLICACAO DO QUEChERS ORIGINAL E AVALIACAO

CROMATOGRAFICA

4.2.1. Aplicacdo do QUEChERS original

O preparo das amostras foi realizado seguindo a metodologia de Anastassiades et al. (2003),
para avaliar se 0 método era eficaz na determinacdo de antibioticos em leite, as analises foram
realizadas em triplicata. Em um tubo de Falcon estéril com capacidade de armazenamento de 50 mL,
adicionou-se 10 mL da amostra de leite fortificado com 2 ml do mix de antibi6ticos (Oxitetraciclina,
Tilosina e Sulfadoxina) na concentragio de 1000 ug.L™ com 10 mL de acetonitrila com 5% de &cido
acetico, posteriormente a mistura foi deixada em repouso por 1 hora e apds este tempo foi agitada em
vortex por 1 minuto, finalizando a etapa de extracdo. Em seguida, realizou-se a etapa de particao,
onde adicionou-se 1,0 g de NaCl e 4,0 g de MgSOas, logo ap6s a mistura foi em centrifugada a 4000
rpm por 10 minutos. Apos este tempo, finalizou-se com a etapa de clean-up, retirou-se 4 mL do
sobrenadante obtido na particdo, e fez a adicdo de 150 mg de MgSOa, 50 mg de PSA e 50 mg C18,
agitou-se em vortex por 1 minuto. As amostras foram novamente centrifugadas a 4000 rpm por 10
minutos e posteriormente os sobrenadantes foram filtrados em filtro de nylon (Chromafil® Xtr, 0,45
pum). O mesmo método foi aplicado na amostra de leite isentos de antibidticos, para verificacdo de

picos cromatograficos. Apos o preparo as amostras foram submetidas a analises cromatograficas.

4.2.2. Avaliacéo das condi¢bes cromatograficas

As condicBes cromatogréaficas foram determinadas apds serem avaliados alguns parametros,
como coluna analitica, temperatura da coluna analitica, vazao da fase mdvel e composicao da fase
movel constituida por acetonitrila, &gua e acetonitrila e agua. Esses parametros foram ajustados para

obter simetria dos picos, melhor detectabilidade e menor tempo de analise.
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Foram avaliadas diferentes propostas como: coluna analitica com tamanho de particula de 2,1
pm e 3,0 um; eluigdo em modo isocratico e gradiente; temperatura do forno de 30°C e 40°C; vazéo

da fase movel de 0,75 mL™ min-ta 1,0 mL™ min.

4.3.PARTE |1l - DESENVOLVIMENTO DO QUEChERS MINIATURIZADO
4.3.1. QUEChERS miniaturizado

O desenvolvimento do método QUEChERS miniaturizado foi baseado na metodologia descrita
por Aguilera-Luiz (2008), consistiu em trés etapas: extracdo, particdo e clean-up. As analises foram
realizadas em triplicata. Em um tubo de falcon de 50 mL adicionou-se 0,50 mL de leite em 1% de
acido acético fortificado com 1 mL do mix de medicamentos veterinarios (Oxitetraciclina, Tilosina e
Sulfadoxina) na concentragdo de 100 pg.L™, adicionou-se também 0,50 mL de acetonitrila e 0,50 mL
de uma solugcdo de Na2EDTA, este quelante foi utilizado para reduzir a quantidade de gordura do
leite. A mistura permaneceu em repouso por 1 hora e posteriormente foi agitada em vortex durante 1
minuto, concluindo-se assim a etapa de extracdo. O processo de particdo ocorreu com a adicdo de
0,20 g de MgSOg4 anidro e 0,05 g de NaCl, sendo agitados em vortex por 1 minuto e levados a
centrifugacdo durante 10 minutos a 4000 rotagdes por minuto (rpm). Apos este periodo, realizou-se
a etapa de clean-up, onde todo o sobrenadante cerca de 2,00 mL da camada de acetonitrila foi coletado
e filtrado em filtro de nylon (Chromafil® Xtr, 0,45 um), nesta etapa foi excluida a parte de adicdo de
150 mg MgSOs4, 50 mg de PSA e 50 mg de C18. Em seguida as amostras foram submetidas a analises
cromatograficas em condi¢des determinadas. A Tabela 3, apresenta o delineamento experimental
comparativo entre as condi¢c6es de extracdo do método QUEChERS original e miniaturizado.

Tabela 3. Delineamento experimental comparativo para extracdo QUEChERS multirresiduos de
antibidticos em leite.

Fases QUECHhERS original QUECHhERS miniaturizado
Extracdo 10 ml da amostra 0,5 ml da amostra
10 ml de acetonitrila 0,5 ml de acetonitrila

0,5 ml de Na2EDTA

4 g MgSO4 0,2 g MgSOq4
Particdo 1 g NaCl 0,05 g NaCl
4 ml do sobrenadante 2 ml do sobrenadante
Limpeza 150 mg MgSOg4 Filtro de nylon

25 mg PSA
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4.4.PARTE IV - VALIDACAO DO METODO MINIATURIZADO

4.4.1. Validagdo do método

A validacdo de métodos analiticos deve ser realizada seguindo parametros estabelecidos por
6rgdos regulamentadores internacionais ou nacionais, como ANVISA, INMETRO, Comissdo
Europeia e dentre outros. Neste trabalho a validacdo do método foi realizada de acordo o documento
N° SANTE/12682/2019, da European Commission (2019), avaliando os seguintes parametros:
linearidade, seletividade, preciséo, exatidao, limite de deteccdo, limite de quantificacéo e efeito

matriz.

4.4.2. Linearidade

Para a avaliacdo da linearidade empregou-se 0 método dos minimos quadrados, a regressdo
linear e o coeficiente de determinacdo. A linearidade foi determinada através de curvas analiticas, as
quais foram preparadas no solvente (acetonitrila) e no extrato branco de leite de vacas grau de sangue
Holandés-Zebu in natura. Para cada analito a faixa de concentracdo avaliada foi de 12,5, 25, 50, 100,

150 e 200 pg.L™?, analisados em triplicata.

4.4.3. Seletividade

A seletividade foi avaliada a partir das analises cromatograficas das amostras de leite isentas
de antibidticos com intuito de observar picos cromatograficos na regido e no tempo de retencédo dos
analitos em estudo. Foram fortificadas amostras de leite com os padrdes de antibi6ticos
(Oxitetracilcina, Tilosina e Sulfadoxina) nas concentragdes de 12,5, 50 e 200 pg.L?, afim de
demonstrar que o pico obtido na andlise se trata apenas de um Gnico componente. A pureza e
regularidade dos cromatogramas também foram utilizados como parametros para avaliacdo da

seletividade.

4.4.4. Precisdo

Para a determinacdo da precisdo, as amostras de leite foram fortificadas com os padrdes de
antibidticos (Oxitetracilcina, Tilosina e Sulfadoxina) nas concentracdes de 12,5, 50 e 200 pg.L™t. As
andlises aconteceram em intra-dia (um Unico dia e analista e uma Unica corrida) e inter-dias (trés dias
alternados e um Unico analista) e em triplicata. A precisdo foi expressa através do célculo do desvio

padréo relativo (DPR).

DPR = bp X100
~ CMD

Em que:

DP= desvio padréo
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CMD-= concentragdo media determinada

4.4.5. Exatidao

A exatiddo também foi avaliada através das amostras de leite fortificadas com 12,5, 50 e 200
ng.Lt com os padrdes de antibidticos (Oxitetracilcina, Tilosina e Sulfadoxina). As analises
aconteceram em inter-dias (trés dias alternados) e em triplicata. A exatiddo foi expressa através do

célculo da recuperagéo.

Concetragao média experimental

%100

Recuperacgao = "
Concentragao teorica

4.4.6. Limite de detecgdo
O limite de deteccdo foi obtido através dos parametros da curva de calibracgdo, e o calculo foi
realizado com o uso da seguinte equacao:

3,36

LD =
IC

Em que:
LD = limite de deteccéo;
IC = inclinag&o da curva de calibragéo;
6 = desvio padrao.
4.4.7. Limite de quantificagéo

O limite de quantificacdo foi obtido através dos parametros da curva de calibracdo. A

determinacdo do limite de quantificacdo foi obtida usando-se a equacéo a seguir:

_10*8
T IC

LQ

Em que:
LQ = limite de quantificacdo;
IC = inclinagéo da curva de calibragéo;
6 = desvio padréo.
4.4.8. Efeito matriz
A avaliagdo do efeito de matriz foi realizada por comparacao de respostas do detector (areas
medidas) das solu¢bes padrdo dos medicamentos veterinarios (Oxitetraciclina, Sulfadoxina e

Tilosina) em solvente com aquelas preparadas com o leite, em trés niveis de concentracéo (12,5, 50
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e 200 pg.Lh). As andlises foram realizadas em triplicata. O efeito matriz (EM), foi calculado

conforme a equacéo abaixo.

B
EM(%) = KX 100
Equacéo 6

Em que:
A= coeficientes angulares das curvas analiticas no solvente;

B= coeficientes angulares das curvas analiticas no extrato pos-fortificado.

4.4.9. Andlises estatisticas
Os calculos para determinacdo da linearidade, exatiddo, precisdo, limite de detecgdo, limite
de quantificacéo e efeito matriz, foram realizados no Software Microsoft Office Excel 2013.

45.PARTE V - APLICACAO DO METODO VALIDADO EM AMOSTRAS REAIS

Foram coletadas 500 mL de leite cru de 18 vacas de grau de sangue Holandés-Zebu,
pertencentes a propriedade rural comercial, no municipio de Itapetinga — Bahia. Estas amostras foram
avaliadas primeiramente para a deteccdo de residuos de antibidticos com o uso de teste triagem
TwinSensorBT (Unisensor, Bélgica). Destas 18 amostras, 10 foram oriundas de vacas tratadas com
antibidticos 25 dias antes da coleta das amostras, as demais vacas haviam sido tratadas com
antibioticos ha mais de 50 dias. Estas amostras foram encaminhadas para determinacgdo de residuos
dos antibioticos estudados (Oxitetraciclina, Sulfonamida e Tilosina) com o uso do método de extracao

QUECHhERS miniaturizado desenvolvido e validado.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.QUEChERS original e avaliacdo das condi¢des cromatogréaficas

Destacamos inicialmente que a escolha da coluna de 3,0 um se deu em fungéo da presséo
gerada no sistema cromatogréafico, que € menor neste tamanho; isso gera picos com melhor simetria,
0 que é buscado. Por sua vez, a eluicdo por gradiente apresentou melhores resultados que o modo
isocratico, pois variando a propor¢do de solvente organico e aquoso com o tempo a intensidade do
sinal analitico obtido foi maior, melhorando a detectabilidade. A temperatura escolhida para o forno
foi de 40°C por ser mais estavel. Outro parametro importante é a vazédo de fase movel. Com a vaséo
de 0,75 mL min? os resultados analiticos foram melhores. Este conjunto de parametros resultaram

0s picos cromatograficos bem definidos e sem interferentes (Figura 4).
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Figura 4. Cromatograma dos padrfes dos medicamentos veterinarios e amostras fortificadas.
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Os picos apresentados tiveram tempos de retencdo satisfatorios e dentro do esperado para
separagdo dos trés compostos, com tempo de retencdo dos antibidticos entre quatro e nove minutos.
O tempo de retencdo para Sulfadoxina foi de 4.3 minutos, para Tilosina 7.12 minutos e para
Oxitetraciclina 8.51 minutos. Com estas respostas analiticas concluimos que a aplicacdo do método
QUEChERS miniaturizado para a extracdo dos antibioticos avaliados foi eficaz, uma vez que o0s

compostos foram identificados nas amostras fortificadas.

5.2.Validagdo do método miniaturizado
5.2.1. Linearidade
As curvas analiticas foram construidas para verificacdo da linearidade do método
desenvolvido e foram avaliadas pelo calculo do coeficiente de determinagdo (R?) para Oxitetraciclina,
Tilosina e Sulfadoxina (Figura 6). A curva de calibracdo foi construida adicionando-se o padrdo ao
branco, nas concentragdes de 12,5; 25; 50; 100; 150 e 200 ug.mL™?, e injetadas em triplicata. Com o

intuito de evitar, ou minimizar erros, as solucdes padréo foram preparadas na matriz (ALIJA et al.
2020).

As respostas para cada analito atendem aos critérios estabelecidos, que indicam repostas
adequadas quando o valor do R?é superior a 0,995. Os resultados obtidos variaram entre 0,995 para
a Tilosina e Sulfadoxina e 0,998 para a Oxitetraciclina, indicando que os resultados foram adequados
e comprovam a linearidade do méetodo desenvolvido (Tabela 4).
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Figura 5. Curvas analiticas construidas com solug¢des dos padrdes usando metodologia QUEChERS
miniaturizado multirresiduos para detecgdo de antibidticos em leite (Oxitetraciclina, Sulfadoxina e
Tilosina, 12,5 a 200 ug.mL™).
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Os dados referentes ao intervalo linear, coeficiente de determinacdo e equacdo de regressao

linear para os medicamentos veterinarios estudados encontram-se dentro do esperado (Tabela 4).

Tabela 4: Intervalo linear, coeficiente de determinacdo e equagdo de regressdo linear para 0s
medicamentos veterinarios.

Analitos Intervalo Linear (ug mL™?) Equacéo da reta R?

Sulfadoxina 12,5a 200 pg mL*? 2,4706x + 21,576 0,995
Oxitetraciclina 12,5 a 200 pg mL* 2,7081x + 117,7 0,998
Tilosina 12,5 a200 pg mL? 2,4706x + 21,576 0,995

A partir dos resultados das equacdes das retas obtidas, concluimos que 0 método € linear, pois
todos 0s compostos apresentaram coeficientes de determinagdo (R?) maiores que 0,995 (Tabela 4),
com residuos (erros) menor que 0,05%. A European Commission (2019), em seu guia de validacao
SANTE/12682/2019, reporta que o coeficiente de determinacdo deve ser proximo a 1 para que 0

método analitico seja considerado linear.

5.2.2. Seletividade

A seletividade do método analitico foi estudada para a avaliagéo de resultados falso-positivos.
No cromatograma na matriz branco ndo se observou picos interferentes (Figura 7 A). Na matriz
fortificada com os padrGes dos antibidticos estudados, a seletividade ficou evidente, pois 0s picos da
Sulfadoxina, Oxitetraciclina e Tilosina (Figura 7 B, C e D, respectivamente) correspondem aos picos
dos padrdes destes antibioticos. A separacdo dos picos dos antibidticos esta bem definida e o tempo

de retencdo dentro do esperado, indicando que o método foi seletivo.
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Figura 6. Cromatograma dos analitos de importancia veterinaria obtido a partir da extracdo da matriz
branco (A), Sulfadoxina (B), Oxitetraciclina (C) e Tilosina (D) fortificadas com 100 pg.mL™? dos
antibioticos estudados.
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O desvio padréo relativo dos ensaios de precisao intra e inter-dias foram menores que 20%

para todos os analitos, demonstrando homogeneidade dos resultados obtidos em todos os niveis

estudados (Tabela 5).

Tabela 5: Precisao intra-dia e inter-dias dos analitos.

Precisao intra-dia

Precisdo inter-dias

Analitos Niveis DPR (%) DPR (%)
Baixo 3,95 11,83
Oxitetraciclina Médio 3,76 5,15
Alto 1,93 3,16
Baixo 6,55 5,93
Sulfadoxina Médio 2,79 1,91
Alto 1,24 1,99
Baixo 2,61 12,79
Tilosina Médio 1,25 3,33
Alto 1,06 1,79

O desvio padréo relativo dos resultados obtidos nos ensaios realizados intra-dia variaram entre

1,06% a 6,55%, enquanto para os ensaios inter-dias entre 1,79% a 12,79%. Desvios padrdes menores

que 20% séo considerados precisos de acordo com a European Commission (2019).
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5.2.4. Exatidao

A exatidao foi verificada por meio da concentracdo dos analitos em trés niveis: 12,5; 50 e 200
ug.Lt (Tabela 6). Os percentuais de recuperagdo foram superiores a 98,5% para os trés analitos
analisados. Levando-se em consideracdo que a faixa de recuperacdo deve ser entre 70-120%
(EUROPEAN COMMISSION, 2019), a exatiddo do meétodo foi demonstrada pelos niveis de
recuperagéo observados.

Tabela 6: Recuperagdo dos analitos estudados em metodologia QUEChERS miniaturizado para
determinacdo multirresiduos de antibioticos no leite.

Recuperacdo + DPR (%0) Recuperacio
Analitos dia (%

125ug LT 50 g L 200 g L™ media (%0)
Oxitetraciclina 112,6+£12,1 96,2+9,8 89,6+7,6 98,5+11,5
Sulfadoxina 109,1+17,6 91,4+13,2 89,1+6,8 108,6+8,9
Tilosina 101,5+10,2 98,6+11,4 86,5+9,8 99,2+13,2

A utilizacdo de menores quantidade de amostras e sais trouxe efeitos positivos na recuperacao
dos analitos, pois ambos os valores foram proporcionais para extracdo, ocorrendo assim o efeito

salting-out, ou seja, a separa¢do das substancias sollveis em agua pela adi¢do de sais.

O uso de sais em quantidades elevadas reduz a recuperacdo dos analitos, pois o excesso de
sais aumenta a forca ionica, elevando, consequentemente, a viscosidade das amostras. Esta elevacao

reduz o coeficiente difuséo dos analitos, causando interferéncia na extragéo (Xu et al., 2021).

5.2.5. Limite de Deteccdo e Limite de Quantificacao

A sensibilidade do método foi avaliada com a medicéo dos limites de detecgdo e quantificacdo
dos analitos em estudo. Com o método QUEChERS miniaturizado desenvolvido foi possivel a
quantificacdo e deteccdo de analitos presentes em amostras de leite fortificadas em baixas
concentracdes. Destacamos que os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) dos analitos
estdo abaixo do LMR permitido para os antibiéticos estudados (Tabela 7). Coincidentemente, 0s
antibidticos estudos (Tilosina, Oxitetraciclina e Sulfadoxina) possuem o mesmo LMR, 100 pg.L™
(CODEX ALIMENTARIUS, 2012).
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Tabela 7: Limites de deteccdo e limites de quantificacdo dos analitos

Antibiotico Limite de Quantificacdo Limite de Deteccao
(ng.L?) (ng.L?)

Sulfadoxina 0,80 0,20

Oxitetraciclina 0,75 0,20

Tilosina 0,60 0,25

5.2.6. Efeito Matriz

O estudo do efeito da matriz indica as interferéncias dos componentes da matriz, que podem
alterar significativamente os resultados analiticos. Em matrizes complexas como o leite, este estudo
se faz necessério. Este parametro é avaliado percentualmente e deve estar entre 80-120%. Quando as
respostas estdo neste intervalo € indicada a inexisténcia de interferéncias significativas dos compostos
presentes na matriz; valores menores que 80% revelam a supressdo do sinal analitico, e acima de
120%, sua ampliacdo (European Commission, 2019). Qualquer destes comportamentos afetaria 0s
resultados negativamente. Os resultados obtidos para o efeito de matriz encontram-se acima de 80%
e abaixo de 120% (Figura 8), indicando assim, a inexisténcia de efeitos negativos da matriz leite
durante a execucao do método.

Figura 7. Estudo do efeito matriz na validacdo de metodologia QueChERS miniaturizado na extracdo
de antibidticos em leite (Sulfadoxina, Tiloina e Oxitetrciclina).
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5.3.Aplicacdo do método miniaturizado e validado em amostras reais

Apbs o método ser validado, foram analisadas 18 amostras de leite cru, com o intuito de usar
0 novo método. Estas amostras foram obtidas de um produtor de leite comercial, colaborador deste
estudo. No dia da coleta das amostras, 10 destas foram oriundas de vacas que foram tratadas com
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antibidticos para a cura de mastite. A coleta das amostras ocorreu 25 dias apds o fim do periodo de
caréncia do medicamento, indicado pelo fabricante. Estas amostras foram testadas com o uso do teste
de triagem TwinSensor®T, que detecta a presenca residuos de antibioticos. Estas 18 amostras foram
analisadas com o uso da metodologia QUEChERS miniaturizado, validada neste estudo. Como
resultados, foi detectada a presenca de residuos de Tilosina em 4 das 10 amostras das vacas que
haviam sido tratadas com antibiéticos, ndo sendo detectada a presenca de Oxitetraciclina e

Sulfadoxina.

Dos 3 antibidticos estudados, foi encontrado residuos no leite apenas da Tilosina, contudo,
abaixo do LMR, que é de 100 pg/kg™ (Tabela 8). Estas amostras originam-se de um produtor rural
que usa o controle zootécnico cotidianamente. Assim, 0s registros relativos ao controle sanitario dos
animais auxiliam na separacdo de vacas em tratamento contra mastites, ou outras doencas. A
observacao dos registros das vacas das quais originaram-se as amostras de leite estudadas, indicavam
que estas vacas haviam sido tratadas com medicamento a base de Tilosina ha mais de 25 dias, fora,
portanto, do periodo de caréncia estabelecido pelo fabricante, assim como o estabelecido pelo Codex

Alimentarius (2012), de 96 horas. Apds este periodo o leite pode ser consumido.

Tabela 8: Concentracdo de Tilosina em amostras reais.

Animais tratados Concentracédo de Animais néo Concentracgéao de

com antibidticos Tilosina (LMR 100 tratados com Tilosina (LMR 100
pa/kg) antibioticos ug/kg)

Al 1,42216 All -

A2 - Al2 -

A3 - Al3 -

A4 - Al4d -

A5 - Al5 -

A6 - Al6 -

A7 1,4222 Al7 -

A8 3,4989 Al8 -

A9 2,6682

Al10 -

Grabsk et al. (2021), também utilizando 0 método QUEChERS associado a CLAE, para
determinacdo de medicamentos veterinarios em amostras reais de leite cru, relataram resultados
adequados em relacdo ao método, uma vez que foi capaz de extrair pequenas concentragcdes de
medicamentos veterinarios, confirmando assim sua capacidade de uso como ferramenta para detec¢éao

de residuos de antibioticos em leite, mesmo que em baixas concentragdes.
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O método de extracdo QUEChERS associado a CLAE-Espectrometria de Massas também
trouxe excelentes resultados no estudo de Xu et al. (2021), comprovando a versatilidade do método,
ao avaliar a presenca de antibioticos em amostras de mel, sendo detectado e quantificado 5,25 pg/kg

1de Lincomicina.

Destacamos que a presenca de residuos de antibioticos, mesmo abaixo do LMR permitido, pode
favorecer o desenvolvimento da resisténcia de microrganismos resistentes, pois a presenca de
concentracdes baixas de antibidticos e microrganismos patogénicos no leite pode favorecer o
desenvolvimento de microrganismos resistentes aos antibidticos, além de danos a saude dos
consumidores e problemas durante o processamento da matéria-prima (Bassetti et al. 2017). Assim,
a avaliacdo da presenca de residuos de antibioticos em amostras de leite comerciais € necessaria para
auxiliar o combate ao uso inadequado, assim como, no combate a resisténcia de microrganismos aos

antibioticos, originados da producéo leiteira.

5.4.Viabilidade do método

A Tabela 9 apresenta a cotacdo dos materiais utilizados nos métodos em dolar (US$ 5,20) e

real. Observa-se que os materiais utilizados, possuem valores elevados.

Tabela 9: Cotacdo de materiais utilizados no método QUEChERS miniaturizado e original

Solvente US$/litro R$/litro
Acetonitrila 62,30 323,96
Reagente/adsorventes US$/kg R$/kg
Sulfato de Magnésio Anidro 185,46 964,40
Cloreto de Sadio 77,30 401,96
PSA 1135,46 5904,40
C18 579,08 3011,22
Filtros de seringa 49,80 (100 unid) 258,96

A Tabela 10 apresenta a comparacdo de valores entre 0 método original e o miniaturizado,
destaca-se que com a aplicacdo do método original, o gasto de materiais é superior, gerando assim
quantidades elevadas de residuos e gastos econdémicos, com o uso do método miniaturizado, € notério
a reducgdo de gastos com solventes, sais e adsorventes, trazendo vantagens econémicas e ambientais,

com o uso de menores quantidades dos materiais e a reducdo de residuos.
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Tabela 10: Comparagdo do custo analitico de acordo com o método QueChERS original e o
QUEChERS miniaturizado validado, para 100 amostra.

Solvente US$/litro R$/litro
QUEChERS QUEChERS QUEChERS QUEChERS
original miniaturizado  original miniaturizado
Acetonitrila 62,30 3,12 323,96 16,23
Reagente/adsorventes  US$/kg US$/kg R$/kg R$/kg
Sulfato de Magnésio 77,00 0,08 400,40 0,416
Cloreto de Sodio 7,73 0,005 40,20 0,026
PSA 5,70 0,00 29,64 0,00
C18 2,90 0,00 15,08 0,00
Filtros de seringa 49,80(100unid) 49,80(100unid) 258,96(100unid) 258,96(100unid)

Na etapa de limpeza o método miniaturizado fez uso apenas dos filtros de seringa, sendo estes
materiais relativamente baratos quando comparados aos precos dos adsorventes PSA e C18, essa
substituicdo trouxe excelentes resultados, como, altos valores de recuperacdo dos analitos, a

reutilizacdo do material e menor tempo gasto na analise.

6. CONCLUSAO

Concluimos que a aplicacdo do procedimento proposto, mostrou-se eficiente na extracao de
Oxitetraciclina, Tilosina e Sulfadoxina em leite bovino. A avaliagdo dos parametros de validacao para
os medicamentos foram satisfatorios e indicam o bom desempenho do método analitico, apresentando
como vantagens a simplicidade de operacdo e 0 baixo consumo de amostras, sais e solvente. Deste

modo, 0 QUEChERS miniaturizado é um método viavel para analise dos medicamentos estudados.
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