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RESUMO

EFFTING, Leticia Maria. Otimizacao e validacio do método QuEChERS para a
determinacio de tetraciclina em cama de aviario. 2021. 60 p. Trabalho de Conclusdo de

Curso em Licenciatura em Quimica — Universidade Tecnoldgica Federal do Parana.
Medianeira, 2021.

O desenvolvimento da produgdo avicola no Brasil, particularmente no setor de frango de corte,
tornou o pais um importante produtor e exportador de carne de frango. Esse fato fez com a cama
de avidrio, principal residuo dessa atividade se tornasse um problema ecoldgico e de satde
publica, tanto pelo volume de residuos gerado, quanto pela composi¢do do mesmo, que por
poder conter diversos farmacos utilizados neste tipo de manejo, possuem alto poder de
contaminagao de diversas matrizes ambientais. Dentre as substancias que podem estar presentes
na cama de frango estdo os antimicrobianos, utilizados tanto para o tratamento de doengas
infecciosas, quanto na forma de suplementos alimentares, agindo como promotores de
crescimento. No Brasil, as estatisticas a respeito da quantidade de antimicrobianos
comercializadas para este fim, sdo poucas, assim como os trabalhos dedicados a investigar a
ocorréncia e o impacto ambiental desses compostos no meio ambiente. Dessa maneira, este
trabalho teve como objetivo colaborar para o diagndstico da contaminacdo de recursos
ambientais por farmacos, por meio da otimizacdo e validagdo do método de extragdo
QuEChERS por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a um detector de
fluorescéncia (CLAE-FLU) para a quantificagdo de tetraciclina (TCT) em cama de aviario. Na
otimizagdo foi aplicado um planejamento composto central rotacional (DCCR) 2* para adequar
o protocolo de extracdo quanto as variaveis quantidade de sulfato de magnésio (MgSQO4) e
cloreto de sodio (NaCl), e volume de agua (H20). Nos ensaios, amostras da matriz cama de
aviario foram fortificadas com solucdo padrdo de TCT e posteriormente submetidas aos
procedimentos de extracdo. A andlise de varidncia (ANOVA) e o estudo da falta de ajuste foram
usados para avaliar a significancia dos dados ao nivel de 95% de confianga. Os parametros de
desempenho analisados para a validacdo foram efeito matriz, linearidade, seletividade,
precisdo, exatidao, limite de deteccao e quantificacdo. O DCCR 22 forneceu, dentro dos niveis
estudados, a melhor op¢ao nos valores de recuperagdo ao nivel de significAncia de 95%, uma
vez que, o modelo quadratico ajustou-se satisfatoriamente aos dados, sugerindo que a melhor
condicdo para a recuperacdo da TCT em cama de avidrio foi em MgSO4 = 2,96 g, NaCl = 1,02
g e HoO = 9,57 mL, com remocgdo prevista de 100,53%. O método apresentou linearidade,
seletividade e exatiddo adequada, com recuperagcdes médias de 99,3% do analito estudado. O
valor obtido de limite de detec¢do é de 0,02 mg L' e de limite de quantificagio de 0,06 mg L-
!, A validagdo realizada permitiu considerar que o método QUEChERS é satisfatorio e apresenta
as caracteristicas de desempenho necessarias, sendo adequado para a pesquisa de residuos de
TCT em cama de aviario. Para estudos futuros, sugere-se a utilizagao de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa afim de identificagdo e confirmagao do analito estudado.

Palavras-chaves: Poluentes emergentes. Antibidtico. Métodos analiticos. Delineamentos
experimentais. Valida¢do analitica.



ABSTRACT

EFFTING, Leticia Maria. Optimization and validation of the QUEChERS method for the
determination of tetracycline in poultry litter. 2021. 60 p. Trabalho de Conclusao de Curso
em Licenciatura em Quimica — Universidade Tecnologica Federal do Parana. Medianeira, 2021.

The development of poultry production in Brazil, particularly in the broiler sector, has made
the country an important producer and exporter of chicken meat. This fact made the poultry
litter, the main residue of this activity, become an ecological and public health problem, both
by the volume of waste generated and by its composition, it may contain several drugs used in
this type of management, which have a high power of contamination of several environmental
matrices. Among the substances that may be present in poultry litter are antimicrobials, used
both for the treatment of infectious diseases and in the form of dietary supplements, acting as
growth promoters. In Brazil, statistics on the amount of antimicrobials marketed for this
purpose are few, as well as the work dedicated to investigating the occurrence and the
environmental impact of these compounds on the environment. Thus, this work aimed to
collaborate for the diagnosis of contamination of environmental resources by drugs, through
the optimization and validation of the QUEChERS extraction method by High-Performance
Liquid Chromatography coupled to a fluorescence detector (HPLC-FLU) for the quantification
of tetracycline (TCT) in poultry litter. In the optimization a rotational central compound design
(DCCR) 2* was applied to adapt the extraction protocol regarding the variables amount of
magnesium sulfate (MgSO4) and sodium chloride (NaCl), and volume of water (H20). In the
tests, samples of the poultry litter matrix were fortified with a standard TCT solution and
subsequently subjected to extraction procedures. Analysis of variance (ANOVA) and the study
of lack of adjustment were used to assess the significance of the data at the 95% confidence
level. The performance parameters analyzed for validation were matrix effect, linearity,
selectivity, precision, accuracy, limit of detection and quantification. The DCCR 23 provided,
within the studied levels, the best option in the recovery values at the 95% significance level,
since, the quadratic model adjusted satisfactorily to the data, suggesting that the best condition
for the recovery of TCT in poultry litter was MgSO4 =2,96 g, NaCl = 1,02 g e H,O = 9,57 mL,
with expected removal of 100,53%. The method presented linearity, selectivity and adequate
accuracy, with average recoveries of 99,3% of the studied analyte. The value obtained for the
detection limit is 0,02 mg L' and the quantification limit is 0,06 mg L™!. The validation carried
out made it possible to consider that the QUEChERS method is satisfactory and has the
necessary performance characteristics, being suitable for the investigation of TCT residues in
poultry litter. For future studies, the use of liquid chromatography coupled with mass
spectrometry is suggested in order to identify and confirm the analyte studied.

Keywords: Emerging pollutants. Antibiotic. Analytical methods. Experimentals designs.
Analytical validation.
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1 INTRODUCAO

A avicultura vem despontando nos ultimos anos como um dos principais setores do
agronegocio brasileiro, devido a uma juncao de fatores entre os diferentes agentes da cadeia
produtiva. Desta forma, o Brasil aparece em posicao de destaque no cenario mundial, ocupando
o segundo lugar na produ¢ao de carne de frango e a primeira posi¢ao nas exportacdes (ABPA,
2019).

Com a finalidade de melhorar o desempenho e a saude dos animais destinados ao
consumo humano, grandes quantidades e variedade de produtos veterinarios sdo utilizados no
manejo, tanto para o tratamento de doengas infecciosas, quanto na forma de suplementos
alimentares, agindo como promotores de crescimento. Entretanto, quantidade e regularidade na
administracdo de tais substiancias pode ocasionar a presenca de metabdlitos ou estruturas
inalteradas destes compostos nos excrementos dos animais.

Os excrementos das aves, juntamente com as penas, a racdo desperdicada e o material
absorvente de umidade usado sobre o piso dos aviarios, compdem a cama de aviario, um
material com alta concentracdo de nutrientes, correspondente ao principal residuo proveniente
da avicultura, que ¢ frequentemente aproveitado como fertilizante para solos cultivaveis. Desta
forma, os residuos dos farmacos presentes neste substrato, representam uma das formas de
contaminag¢do das matrizes ambientais, e podem contribuir para a ocorréncia de microrganismos
que apresentam resisténcia a antimicrobianos, por exemplo.

O interesse crescente pelas formas de introducdo de farmacos no ambiente,
principalmente antibidticos, ocorre, pois, sao substancias consideradas poluentes emergentes,
que podem apresentar atividade bioldgica em concentragdes muito baixas, o que confere uma
grande relevancia ambiental. A dificuldade para detectar e quantificar esses contaminantes em
matrizes ambientais incentiva o desenvolvimento e a otimizagdo de metodologias analiticas
para garantir que os resultados obtidos sejam confiaveis. Os avangos nas técnicas analiticas de
deteccdo cromatografica colaboram para a analise de uma ampla quantidade de farmacos
presentes em baixas concentragdes em amostras de matrizes ambientais.

A escolha da tetraciclina baseia-se na sua ampla utilizagdo na avicultura e com isso
maiores possibilidades de exposi¢ao ao meio ambiente quando descartada junto aos dejetos e

excretas dos animais. Uma das varidveis limitantes na investigacdo destes poluentes ¢
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justamente a etapa de extra¢do. Neste contexto, este trabalho procurou avaliar a eficiéncia do

método de extracdo QUEChERS na determinagdo da tetraciclina em cama de avidrio.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Contribuir para o diagnostico da contamina¢do de recursos ambientais por farmacos,
por meio da otimizagdo e validacdo do método de extragdo QUEChERS para a quantificagdo de
tetraciclina em cama de aviario, utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com

detector de fluorescéncia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

> Otimizar as condi¢oes de extracao da tetraciclina em termos das variaveis: volume de
solvente extrator, quantidade de cloreto de sédio e sulfato de magnésio para o método
QuEChERS, empregando Planejamento fatorial completo 2° e posterior delineamento
composto central rotacional (DCCR);

> Validar o método de extragdo e quantificacdo de tetraciclina em amostras de cama de
aviario empregando cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de

fluorescéncia.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1  POLUENTES EMERGENTES

Atualmente, o reconhecimento relativo a contamina¢do do meio ambiente por
substancias quimicas levou a sociedade a acentuar o interesse por poluentes conhecidos como
poluentes emergentes (RODRIGUES, 2012). Contaminantes ou poluentes emergentes, sao
definidos como substancias potencialmente téxicas, das quais os efeitos e a presenca no
ecossistema ainda sdo pouco conhecidos. Dessa forma, ndo aparecem nos programas de
monitoramento de rotina, e nem estdo inseridos em normativas ou legislagdes de controle
ambiental, dos 6rgdos de saide e meio ambiente (MOREIRA; GONCALVES; BERETTA,
2011). Contudo, sdo candidatos a regulamentacdes futuras, estando apenas dependentes dos
resultados das pesquisas relacionadas aos potenciais efeitos nos ecossistemas e aos dados de
monitoramento da respectiva ocorréncia no meio ambiente (RODRIGUES, 2012).

O termo emergente se refere as preocupacdes que essas substancias tém trazido sobre
seus reais e possiveis riscos a saude humana e ambiental. Esse grupo inclui, substancias
empregadas em produtos de limpeza e higiene pessoal, compostos utilizados na produgao de
resinas e plasticos, farmacos de diversas classes (analgésicos, antibioticos, anti-inflamatérios,
hormonios sintéticos), os hormonios naturais, entre outros (MOREIRA; GONCALVES;
BERETTA, 2011).

Os farmacos sao considerados poluentes emergentes devido suas moléculas serem
biologicamente ativas. Além disso, a grande maioria possui caracteristicas lipofilicas e
frequentemente apresentam baixa biodegradabilidade. O grande potencial para bioacumulagao
e persisténcia no ambiente desses compostos ¢ devido a essas propriedades intrinsecas
(AMERICO et al., 2013).

Os medicamentos nao tém limites ambientais estabelecidos e pouco se conhece sobre
sua transformacdo nas matrizes ambientais e os possiveis efeitos que podem ocasionar. A
ocorréncia desses compostos pode apresentar efeitos adversos em organismos aquaticos e
terrestres, os quais dependem do comportamento farmacocinético de cada farmaco, como
tempo de meia-vida, metabolismo, excrecao, entre outros (BASTOS, 2012).

De acordo com Almeida e Weber, (2009), uma das razdes para a falta de dados e de

estudos mais detalhados sobre a ocorréncia e efeitos de farmacos em matrizes ambientais, deve-

15



se ao fato de que a regulamentacdo de medicamentos geralmente ¢ feita por agéncias de saude,
as quais nao consideram questdes ambientais, pois até recentemente os firmacos ndo eram
vistos com substancias potencialmente toxicas ao meio ambiente.

Entretanto, um fator que contribuiu para o aumento da aten¢do dada para esse problema,
deve-se aos avancgos nas técnicas analiticas de detec¢do cromatografica desenvolvidas nos
ultimos anos, as quais diminuiram significativamente os limites de detec¢@o e quantificagao de
substancias quimicas em matrizes ambientais, colaborando assim para a analise de uma ampla
quantidade de farmacos presentes em baixas concentragdes em amostras de aguas superficiais
e subterraneas, aguas residuais urbanas e pecudrias, solos e sedimentos (MIRANDA, 2014).

O interesse crescente por essas substancias ocorre, principalmente, porque elas podem
apresentar atividade biologica em concentragdes muito baixas. A presenca de determinados
fArmacos mesmo que em concentra¢des da faixa de nanogramas por litro (ng L') a microgramas
por litro (ug L"), pode gerar efeitos toxicos no ecossistema (MELO et al., 2009). Esses residuos,
ao serem excretados pelos organismos no meio ambiente, podem ser rapidamente
transformados, permanecer na forma inalterada ou ainda serem combinados a outras moléculas
polares que poderdo ativar ou inativar o firmaco (FISCHER; MAJEWSKY, 2014).

A entrada desses poluentes no meio ambiente ocorre por meio dos processos industriais,
dos dejetos domésticos, de descarte direto em corpos d’agua ou rede de esgoto de produtos
comerciais, pela dispersdo na forma metabolizada ou ndo, ou ainda pode ser proveniente do
esterco de animais, usados como fertilizante na agricultura. Os excrementos da criagdo de
animais (gado, porcos, galinha, etc.) sdo considerados fontes potenciais de contaminagdo por
farmacos no ecossistema, sendo que sua presenca nao deve ser ignorada, pois estes possuem

caracteristica acumulativa podendo causar danos a longo prazo (RODRIGUES, 2012).

3.2  FARMACOS RESIDUAIS

Produtos farmacéuticos tém sido amplamente utilizados na medicina humana e
veterindria e, dessa forma, uma significativa parcela desses compostos sdo encontrados
inalterados ou na forma de metabdlitos em diferentes matrizes ambientais. Uma vez no meio
ambiente os farmacos sdo sujeitos a processos de transporte, transferéncia, transformacao e

degradacdo (MIRANDA, 2014).
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Um caminho de firmacos residuais no ambiente pode ser resultante do esterco de
animais ser aproveitado como fertilizante para solos cultivaveis. A producdo de animais de
forma intensiva contribui para o deposito desses compostos no meio ambiente, visto que sao
utilizados frequentemente antibioticos, promotores de crescimento ou aditivos alimentares,
durante o processo de criagdo. Destaca-se que um dos destinos desses farmacos ou seus residuos
¢ a 4gua subterranea, e esse fato torna-se preocupante, pois pode assim representar risco a saide
humana (AMERICO et al., 2013).

Embora os produtos farmacéuticos sejam detectados no solo em concentragdes muito
baixas quando comparados com outros poluentes, esses podem apresentar efeitos duradouros

no ecossistema. Na Figura 1, pode-se observar as principais rotas de exposi¢cdo ambiental aos

farmacos.
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Figura 1: Principais vias de exposicio ambiental aos farmacos.
Fonte: Adaptado de BILA; DEZOTTI, (2003).

Dessa forma, o amplo emprego de produtos farmacéuticos pode acarretar problemas
ambientais, como a contamina¢do dos recursos hidricos e a ocorréncia de microrganismos
resistentes a esses farmacos. As bactérias podem fazer, e frequentemente fazem, mudangas no

seu material genético, adquirindo resisténcia a estes medicamentos. Assim, uma bactéria
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presente em matrizes ambientais que contenha tragos de antibioticos pode adquirir resisténcia
a essas substancias (BILA; DEZOTTI, 2003).

O uso inapropriado e de forma excessiva dos farmacos, principalmente dos antibidticos,
tem sido considerado um dos fatores que mais contribui para o problema da resisténcia
microbiana, constituindo um grave problema de saude publica global, dado que tem aumentado
a frequéncia de doengas infeciosas em consequéncia da ineficacia dos antibidticos (LOUREIRO
et al., 2016). O aumento das taxas de desenvolvimento de resisténcia diminui a eficacia dos
farmacos utilizados para o controle das doengas, tornando necessario o uso de antimicrobianos
de amplo espectro mais fortes e consequentemente mais caros.

Na medicina veterinaria, a quantidade do farmaco excretado pelos animais, varia com
tipo de substincia, a dosagem, a idade e a espécie do animal, entre outros fatores. Cerca de 95%
dos ingredientes ativos administrados aos animais podem ser integralmente eliminados, sem
sofrer metabolizacdo no organismo animal ¢ mesmo quando a molécula ¢ metabolizada, alguns
produtos de degradagdo, podem permanecer bioativos (REGITANO; LEAL, 2010).

Aga et al., (2016), considera que dependendo das condigdes ambientais, das
caracteristicas fisico-quimicas e das praticas de manejo do esterco que contém as excretas dos
animais, os niveis de concentracdes dos antibidticos diminuirdo com o tempo devido a sor¢ao,
dispersdao e/ou degradacdo. Porém, considerando que mesmo em concentragdes pequenas, 0s
antibiodticos apresentam seu potencial farmacoldgico, esses podem contaminar as diferentes

matrizes ambientais, ocasionando a resisténcia a antibioticos em bactérias expostas.

3.3  ANTIBIOTICOS

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de inibir o crescimento ou
causar a morte de microrganismos como bactérias, fungos, protozoarios ou até alguns tipos de
virus. Sdo considerados como bactericidas, quando a bactéria morre, ou bacteriostaticos,
quando promovem a inibi¢do do crescimento microbiano (GUIMARAES et al., 2010).

Os antibidticos constituem uma classe de farmacos de importancia fundamental para a
satde publica, sendo amplamente comercializados no Brasil, incluido nesta classifica¢do esta o
grupo das tetraciclinas. Esses, correspondem a maior categoria de farmacos utilizados na
medicina humana e veterindria. Sao utilizados para fins terapéuticos ou de profilaxia, e

detectados em matrizes ambientais na ordem de nanogramas por litro (ng L") a microgramas
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por litro (ug L'). Pesquisas mostraram que vdrios antibidticos veterinarios possuem uma

ocorréncia em aguas superficiais, tanto em situagdes aerobicas e anaerdbicas (BASTOS, 2012).

3.3.1 Tetraciclina

As tetraciclinas constituem um grande grupo de antibioticos que € obtido naturalmente
por fermentacdo com determinados fungos ou por processos semissintéticos. As tetraciclinas
livres sdo substancias anfoteras, cristalinas de baixa solubilidade, sendo comum encontra-la nas
formas oxitetraciclina ou cloridrato de tetraciclina, que sdo mais soluveis e possuem boa
estabilidade (OCAMPO-PEREZ et al., 2012).

O Cloridrato de Tetraciclina, também conhecido somente como tetraciclina (TCT), ¢
um antibidtico de amplo espectro contra bactérias e apresenta atividade, sobre certos
protozoarios, sendo usado no tratamento de infecgdes, causadas por clamidias, riquétsias,
micoplasma e algumas espiroquetas, assim como, infec¢cdes por Gram-positivos e Gram-
negativos (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1977).

A Figura 2 apresenta a estrutura da TCT, que possui formula quimica de C22H24N20Os.
HCI, massa molar 480,92 g mol!, e valores de pKa iguais a 3,30, 7,68 e 9,69, ocasionando a
existéncia de trés espécies: catidnica, zwitterionica e anidnica, em condicdes acidas,

moderadamente 4cida a neutra e alcalina, respectivamente (CARONI, 2009).

-
®

Figura 2: Estrutura quimica e valores de pKa da TCT.
Fonte: Adaptado de CARONI, (2009).

Este composto ¢ um po cristalino, inodoro, de sabor amargo e levemente higroscopico.

E estavel ao ar, escurece quando exposto a a¢do da luz solar intensa, em presenga de umidade.
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Sua poténcia ¢ afetada em solugdes de pH abaixo de 2 e ¢ lentamente destruida em solugdes de
hidroxidos alcalinos. Soluvel em 10 partes de dgua, produzindo solugdo que se torna turva pela
liberagdo de tetraciclina basica. E soltivel em 100 partes de alcool e praticamente insoluvel em
cloroférmio e em éter. Caracterizado por apresentar uma estrutura molecular com quatro anéis,
com grupo funcional de carboxilamida, metanotricarbonilo, dicetona fendlica e dimetil de
amonia (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1977).

A familia da tetraciclina foi o segundo grupo de antibioticos mais utilizados no inicio
do século XX. Na medicina veterinaria, a intensidade de metabolismo destes farmacos no
organismo animal ¢ baixa (< 20 % da dose administrada) (REGITANO; LEAL, 2010), desta
forma a substancia ¢ eliminada pelas fezes e urina, e pode acarretar a contaminagao de matrizes
ambientais.

Estudos relatam a ocorréncia da tetraciclina em aguas residuais e superficiais, a Tabela

1 apresenta os dados de concentracao do fArmaco nestas matrizes ambientais.

Tabela 1: Concentracoes médias de TCT detectadas em matrizes ambientais.

Concentracao Matriz ambiental Pais Referéncia
0,64 25,68 ug L Agua superficial, efluente sanitario ~ Africa do AGUNBIADE e
bruto e efluente sanitario tratado Sul MOODLEY, (2014).
0,00014 a 0101405 ng Agua superficial China Lletal., (2014).
L-
Até 103 pg L Aguas residuais de manejo China WEIl et al., (2011).
Até 0,8 ug L' Agua superficial China WEI et al., (2011).

Fonte: Autoria Propria

Leal, (2012), relata em seu estudo sobre a ocorréncia e comportamento ambiental de
residuos de antibidticos de uso veterinario, que alguns antibidticos possuem a capacidade de
serem lixiviados, devido a alta mobilidade o solo e assim serem encontrados em matrizes
aquosas, enquanto outros possuem baixa mobilidade, com tendéncia de se acumularem em
camadas superficiais do solo, sendo que tais caracteristicas estdo relacionadas a fatores como
extensdo da contaminagdo e o tipo da matriz contaminada, em processos dependentes do tipo
de solo.

Yévenes et al., (2018), no estudo sobre residuos de antimicrobianos em excrementos de
frango de corte e seus riscos para a saide publica e meio ambiente, detectou residuos de
tetraciclina e 4-epi-clorotetraciclina que variavam dependendo da quantidade de dias apds o fim

do tratamento com os farmacos e da idade das aves, sendo detectado aos 5 dias sem tratamento
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e 25 dias de idade uma concentracio de 665,82 ug kg™ e apos 25 dias sem tratamento e 45 dias
de vida das aves uma concentragdo de 179,45 pg kg™

Alavi et al., (2015), na sua avaliagao sobre os antibioticos em amostras de esterco em
diferentes cidades da provincia de Khuzestan, Ira, encontrou a tetraciclina em amostras de
esterco de galinhas, sendo que a concentracdo do antibiodtico variou de acordo com as regides
analisadas. A provincia de Khuzestan estava na faixa de 0,16 a 0,763 mg kg'!. A maior
concentragio de TCT detectada foi de até 116 mg kg™ para o estrume amostrado de Shadegan,
e a concentracdo mais baixa foi de apenas 0,05 mg kg para o esterco amostrado de
Ramhormoz. A diferenca no residual dos niveis de antibiotico nas cidades estudadas foi
atribuida a diferentes localizagdes geograficas das cidades, bem como diferentes habitos de
prescricdo do farmaco. Ainda, no estrume de vaca, a maior concentragao de TCT encontrada
foi de 5,36 mg kg™! para os adubos amostrados em Behbahan e a menor concentragdo foi de
0,052 mg kg™! para os adubos amostrados de Ramhormoz. O estudo ainda atribui as diferengas
nos niveis de residuos do antibidtico entre as espécies animais as variagdes nos diferentes niveis
de dose na ragao e diferentes caracteristicas metabolicas incluindo idade, peso e estado de saude
de animais.

Pesquisas recentes também apontam a ocorréncia de residuos de tetraciclina em
alimentos, como ovos, leite e iogurte, mel, frutas e vegetais, peixes e carnes em quantidades
superiores aos limites maximos estabelecidos pelos orgaos de controle como ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e FDA (Food and Drug Administration). Dessa
maneira, tem aumentado o nimero de estudos que propdem técnicas de remog¢ao e degradacao

desse antibiodtico.

34  FARMACOS E A AVICULTURA

A criagdo de aves pode ser desenvolvida sob diferentes formas de manejo: intensiva,
extensiva e semi-intensiva. A producdo avicola de forma intensiva é resultado de avancos
tecnoldgicos e estudos cientificos referente a incubagao artificial, controle de microrganismos
patogenos e da demanda nutricional das aves. Neste tipo de criacdo, os frangos ficam
confinados em um galpdo, possibilitando o manejo de varios animais por lote, contudo

ocasionando elevada quantidade de residuos, a chamada cama de aviario (PAVANI, 2011).
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A producdo animal de forma intensiva demanda a administracdo de farmacos
veterindrios em grandes quantidades, administrados para fins terapéuticos e de profilaxia.
Contudo, a elevada utilizacdo de antimicrobianos na dieta das aves pode favorecer o
aparecimento de microrganismos ou genes resistentes, pois muitas das moléculas desses
medicamentos ndo sdo metabolizadas totalmente pelo organismo animal, e seus residuos tem
sido observado em amostras de solos, sedimentos e dguas (FIGUEIREDO, 2015).

Nessa perspectiva, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ¢é o
orgao responsavel por fiscalizar no Brasil o uso de aditivos na alimentacao animal através da
Lei 6.198, de 26/12/1974 regulamentada pelo Decreto 6.296, de 11/12/2007. Entretanto, uma
importante consideracao a se fazer de modo geral, que apesar do MAPA ser o 6rgao responsavel
pela fiscalizagdao e controle desses produtos na produgdo animal, as estatisticas a respeito da
quantidade de antimicrobianos comercializadas para este fim, sdo poucas.

Entre as poucas fontes de informacgdes existentes aplicadas ao setor avicola esta a
Secretaria de Saude do Estado do Parana (SESA), que realizou um estudo qualitativo no ano de
2005, sobre a comercializacdo de medicamentos veterinarios em frangos de corte, o qual
revelou o uso de 126 produtos comerciais, com 49 diferentes principios ativos (SESA, 2005).

Contudo, diferentemente do Brasil, os Estados Unidos dispdem de estatisticas
abrangentes a respeito da quantidade de farmacos utilizados nas criagdes animais, dados sobre
o consumo de medicamentos veterinarios, sobretudo antibidticos. Em relatorio emitido pelo
Food and Drug Administration (FDA), no ano de 2018, dezenove classes de antimicrobianos
encontram-se aprovadas para a administragao na criagdo de animais. Ainda o relatério apontou
que os antimicrobianos vendidos ou distribuidos para uso em animais produtores de alimentos,
tiveram suas vendas aumentadas em nove por cento entre 2017 e 2018, sendo que a classe das
tetraciclinas (estimada em 4 mil toneladas) despontava no ranking das mais administradas
(FDA, 2018).

No Brasil, a Instru¢do Normativa 26/2009, confere que as tetraciclinas sao de uso
exclusivo em produtos antimicrobianos de uso veterindrio, sendo vedada a sua utilizagdo como

aditivos zootécnicos melhoradores de desempenho ou como conservantes de alimentos para

animais (MAPA, 2009).
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3.5 PRODUCAO AVICOLA NO BRASIL

A cadeia produtiva de frango de corte ¢ uma das mais rentaveis do agronegdcio no
Brasil. A avicultura brasileira ocupa a segunda posi¢ao na produ¢do mundial, produzindo um
total de 12.860 mil toneladas de carne de frango em 2019, ficando atras apenas dos Estados
Unidos com uma produgdo de 19.361 mil toneladas. Ocupa ainda, a lideranga mundial na
exportacdo de carne de frango, com 4.101 mil toneladas, tornando-se lider de exportacao desde
o ano de 2010 (ABPA, 2019).

O Parana ¢ o principal estado brasileiro em abate e processamento no pais, bem como
nas exportacdes de carne de frango. Segundo dados do Sindicato das Industrias de Produtos
Avicolas do Estado do Parana (SINDIAVIPAR), em 2018, o estado respondeu por cerca de
38% de toda a carne de frango produzida e exportada pelo pais. Nimeros que garantiram a
avicultura paranaense destaque nacional e internacional junto a industria de proteina animal.

O estado tem se destacado no contexto brasileiro, notadamente no que se refere a sua
estrutura industrial avicola de abate e processamento, com base em uma estrutura cooperativa
bastante consolidada, com destaque para a regido oeste do estado, com 7 abatedouros, 8
incubatoérios e 6850 aviarios de corte (SINDIVIAPAR, 2018).

A cadeia produtiva de frangos de corte ¢ uma das cadeias mais importantes no
agronegocio brasileiro. Por ter se tornado o segundo pais em niimero de exportacao de carne de
frango, tornou-se também uma das areas que mais demanda investimento em ciéncia e
tecnologia, e um continuo investimento das empresas para rever seus processos, afim de tornar
a produgdo sustentavel, sempre visando questdes ambientais e sanitérias.

Segundo informag¢des do Portal Embrapa, considerando as crescentes exigéncias tanto
do mercado mundial, quanto dos consumidores, as pesquisas em sanidade avicola devem estar
fortemente voltadas para novas técnicas e tecnologias de deteccdo rdpida de patogenos
emergentes de alto risco para a saide humana e animal. Tem se observado em alguns paises,
principalmente europeus, a tendéncia de suspensdo do uso de antibiodticos na criagdo de aves,
crescendo a necessidade de antecipar a detec¢ao de possiveis problemas causados pela produgao
animal, também ha uma crescente demanda por sistemas de produgdo de aves mais sustentaveis,
a fim de reduzir os impactos ambientais que a producao de frango de corte intensiva pode

causar.
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3.6 CAMA DE AVIARIO E A CONTAMINACAO

A cama de aviario, também conhecida como esterco de aviario, € o material constituido
pelas dejegdes e penas das aves, restos de ragcdes e pelo material organico absorvente da
umidade usado sobre o piso do galpao. Durante o ciclo de produgdo, as dejecdes dos animais
sdo misturadas ao material usado como substrato e, no final do ciclo, obtém-se a cama de
aviario, que pode ser retirada ou reaproveitada no lote seguinte. Diversos fatores influenciam
na composicao quimica e fisica desta, desde o nimero de lotes criados na mesma cama, ao tipo
de material utilizado como substrato, a idade de abate dos animais, a conversdo alimentar € o
tipo de alimentos dos frangos, a umidade do material absorvente, e as condigdes climaticas
ocorridas durante o confinamento (HAHN, 2004).

Quando se trata de composi¢ao quimica da cama de aviario, os valores encontrados
possuem grande variagdo. Alguns elementos aparecem em grandes quantidades como carbono
(C) e em menores quantidades como nitrogénio (N), fosforo (P) e potassio (K), ferro (Fe), cobre
(Cu), zinco (Zn), célcio (Ca), sddio (Na), manganés (Mn) e magnésio (Mg). A Tabela 2 mostra

a diferenca entre a composi¢ao quimica de variadas camas analisadas, segundo alguns autores.

Tabela 2: Composicio da cama de frango segundo alguns autores.

Autores AIRES, VALADAO, FUKAYAMA,
(2012). et al., (2011). (2008).
N° de lotes 3 - 3/4
C (%) - 24,3 -/-
N (%) 3,44 4,00 6,28/6,29
P (%) 0,82 3,77 2,27/1,80
K (%) 1,96 3,20 3,17/2,76
Ca (%) 2,97 6,42 3,42/2,84
Mg (%) 0,77 0,78 0,76/0,61
Na (%) 0,66 - 0,78//0,85
Zn (mg kg™ 750 308 567/532
Cu (mg kg™ 700 233 631/598
Mn (mg kg™ 500 194 442/384
Fe (mg kg™") 1750 2274 1715/1405

Fonte: Autoria Prépria

Os elementos presentes em altas concentragdes neste substrato mais relacionados com
contaminagdo ambiental sdo o nitrogénio e o fosforo. O nitrogénio pode contaminar a
atmosfera, o solo e as dguas superficiais e subterraneas. O foésforo pode contaminar o solo e,
principalmente, as dguas superficiais. Além desses, o potassio e nutrientes como o cobre, zinco,

calcio, magnésio, em menor concentragdo, também apresentam um risco de contaminagao
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quando a cama ¢ aplicada em solos cultivaveis, sem passar por processos de compostagem
(HAHN, 2004).

Atualmente o principal destino que tem sido dado a cama de aviario ¢ a sua aplicacao
como fertilizante do solo. Porém, este substrato ja foi utilizado como componente de ragoes de
ruminantes, até a sua proibicdo em 2001 pela Instituicdo Normativa n° 15 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2001), como uma das medidas preventivas para
evitar os riscos potenciais da encefalopatia espongiforme bovina (BSE), conhecida como
sindrome da vaca louca, além de outras possiveis contaminagdes com residuos presentes na
cama de aviario. Esta proibi¢do deve-se ao risco de haver na composi¢do da cama resto de
proteinas animais, ¢ devido a dificuldade de a fiscalizagao abranger todo o territorio nacional,
para averiguacdo se as aves foram alimentadas com proteina animal ou vegetal, proibiu-se o
uso de qualquer tipo de cama, independentemente de sua origem.

O aproveitamento do esterco de avidrio como adubo ¢ viavel economicamente, visto
que representa um recurso interno da propriedade rural e é um residuo contendo uma elevada
concentracdo de nutrientes. Em muitas propriedades, pode constituir a inica fonte de nutrientes
adicionados ao solo pelos agricultores. Contudo, do ponto de vista ambiental, ha restricdes ao
aproveitamento deste residuo, pois este pode ser um poluente do solo e das aguas superficiais e
subterraneas (HAHN, 2004) ¢ se tratando de residuos de medicamentos, a cama de aviario pode
conter grandes quantidades, devido as excretas de aves que foram tratadas com esses
compostos, sendo que quando aplicada em campo, pode favorecer a contaminagdo das matrizes
ambientais (FIGUEIREDO, 2015).

Estima-se que a cada ano, em um unico aviario, sao realizadas de seis a oito aplicacdes
de farmacos e todo o residuo, metabolizado ou ndo, é descartado na cama de aviario.
Posteriormente, esses substratos sdo colocados em contato com o solo sem nenhuma protecao.
Desta forma, os medicamentos presentes no esterco atingem o solo causando contaminagdo e
interferéncia na comunidade bacterina (FIGUEIREDO, 2015).

Estudos mostram que embora os farmacos pudessem ser degradados durante a
fermentacdo anaerobica ou a compostagem, por conta da quantidade aplicada, juntamente com
varias aplicagdes, resultam em um acimulo em solos e areas adjacentes, e uma vez que 0s
compostos ativos entram em contato com a camada superior do solo, esses podem se acumular
ou serem transportados para outras matrizes ambientais, sendo que se os farmacos nao forem

totalmente degradados, seus residuos podem desenvolver populagdes microbianas resistentes
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(ZHAO; DONG; WANG, 2010), que podem ser transferidos para outras bactérias que vivem
no ambiente, e consequentemente para os seres humanos.

Algumas pesquisas recentes vém focando na busca por residuos de farmacos na cama
de aviario, natural ou apos processos de compostagem, fotodegradagdo, entre outros. Biswas et
al, (2012), desenvolveu um método de determinagdo de monensina, lasalocida, salinomicina e
narasina por LC-MS/MS (Cromatografia liquida com espectrometria de massa) em cama de
frango, em que os resultados mostraram a presenca de monensina (97,8 pg kg™!), lasalocida
(19,2 pg kg, salinomicina (70,0 pug kg') e narasina (57,3 pg kg'), em um substrato
armazenado durante trés anos a <5°C. Furtula et al., (2009), também avaliaram a presenga de
farmacos em cama de aviario, e foram determinadas concentragdes nas amostras na faixa de 10
a 11.000 pug kg™! dos compostos monensina, salomicina, narasina e nicarbazina.

Sun et al., (2013), realizou um estudo com amostras de cama de frango de diferentes
fazendas do estado de Georgia, nos Estados Unidos, em que foram analisados a presenga dos
antimicrobianos ion6foros e, como resultados, a salonomicina foi encontrada em concentragdes
de 4 4 22 mg kg'!, e nonensina e narizina em concentracdes de 0,23 a 4 mg kg™'. Figueiredo,
(2015), em seu estudo sobre o impacto a comunidade bacteriana em solos e organismos
aquaticos das fluoroquinolonas na avicultura, encontrou concentragdes entre 1,20 e 8,31 mg kg
! dos farmacos norflaxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina em cama de aviario, havendo
acumulo desses farmacos com seu tempo de uso (135 dias), e em solos uma concentracao de
10,2 a 325 pug kg'!, superior aos niveis tolerados de 100 pug kg™'.

Contudo, o esterco, fonte de uma parte significativa da poluicdo de medicamentos
veterinarios no ambiente, ndo € monitorado atualmente. A falta de controle sobre os residuos
de antibioticos no esterco aplicado em solos agricolas, com ou sem processamento, dificulta
uma avaliacdo de risco adequada da contamina¢do ambiental decorrente destes medicamentos
veterinarios (JANSEN et al., 2019). Atualmente, a necessidade de monitorar, determinar e
regular a quantidade de residuos desta classe de compostos ¢ eminente, a fim de minimizar os

seus efeitos adversos na saide humana e prejuizos ao meio ambiente.

3.7  METODO DE EXTRACAO QuEChERS

A dificuldade para detectar e quantificar contaminantes em matrizes ambientais

incentiva o desenvolvimento e a otimiza¢do de metodologias analiticas para garantir que os
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resultados obtidos sejam confidveis. A tendéncia ¢ o desenvolvimento de métodos de
multirresiduos robustos e que possibilitem o preparo da amostra de forma unificada para um
grande numero de matrizes. Esses métodos devem apresentar como vantagens a possibilidade
de analisar uma ampla quantidade de compostos, altos percentuais de recuperagdes de analitos,
remocao de possiveis interferentes da amostra, boa precisdo e robustez, baixo custo, rapidez e
facilidade e seguranca (ZANELLA et al., 2015).

O método de extracdo QUEChERS, ¢ acronimo para Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged e Safe, que representam suas principais caracteristicas, pois ¢ considerado rapido, facil,
de baixo custo, eficiente, robusto e seguro, criado inicialmente para a detec¢do de residuos de
pesticidas em frutas e vegetais, ¢ apresentado pela primeira vez por Anastassiades et al., (2003).

Diferente de muitas técnicas de preparagao de amostra, que sdo adaptadas para a
extracdo seletiva de analitos alvo, no caso do método QuEChERS, a abordagem ¢ mais
direcionada para a remoc¢do da matriz (ALVES, 2015). As principais etapas do método,

encontram-se ilustradas na Figura 3.
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Figura 3: Etapas do método de extracio QuEChERS.
Fonte: Adaptado de CARPIO et al., (2015).
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A etapa inicial, consiste em separar e dispor em tubos Falcon amostras da matriz a ser
analisada. Na sequéncia, ocorre a adi¢do do solvente para extracdo. A escolha do solvente
deve cobrir aspectos como: cobrimento do espectro de analise desejado (desde compostos
polares e apolares); a seletividade deve ser garantida na fase em questdo; garantia de remogao
da dgua; impacto ambiental; custo e seguranca, entre outros. A acetonitrila ¢ um dos solventes
mais utilizados, porém nem sempre sdo garantidas boas recuperacdes, desta forma, acetato de
etila, metanol e acetona aparecem como opg¢oes viaveis (VERA et al., 2013).

Zanella et al., (2015), aponta que o uso da acetonitrila como solvente no método
QuEChERS possibilita a extracdo de uma quantidade menor de interferentes da amostra, e
ainda proporciona a extragdo de uma grande quantidade de analitos com diferentes
polaridades, ¢ quando acidificada, permite recuperacdes satisfatorias de analitos que
geralmente apresentam problemas de estabilidade.

Ap6s a adigdo do solvente de extracdo, sdo adicionados sais para induzir a separacio de
fases. Normalmente ¢ utilizado o cloreto de s6dio, NaCl, para facilitar a separagdo de compostos
polares e para obtencdo de melhores recuperacgdes, no entanto a utilizagao deste, esta interligado
a natureza do solvente utilizado. O sulfato de magnésio, MgSOs, um agente dessecante, com a
capacidade de se ligar a grandes quantidades de agua, deve ser colocado em excesso para
garantir a saturagao da agua. Apos a adi¢ao dos sais € importante a realizacdo de um processo
de agitagdo, geralmente em vortex, para garantir a ndo formacao de aglomerados com MgSOu,
pois este tem uma grande capacidade quelante (ANASTASSIADES et al., 2003; VERA et al.,
2013).

Como o MgSO4 possui uma grande capacidade de remogao de 4gua quando comparado
com outros sais, quando hidratado sofre uma reacdo exotérmica, tendo como resultado um
aquecimento entre 40 a 45°C da amostra durante as etapas de extragdo/particdo, favorecendo
deste modo a extracdo, especialmente dos compostos apolares (ALVES, 2015).

Dependendo da natureza do solvente utilizado na etapa de particdo, obtém-se
recuperagoes satisfatorias para analitos polares, visto que a adi¢do de sais diminui a solubilidade
desses compostos na fase aquosa, bem como a quantidade de 4gua na fase organica e vice-versa.
Na extracdo com acetonitrila, a adi¢do de sais ¢ muito oportuna uma vez que € rapida, facil e
apresenta baixo custo, além da vantagem de ndo diluir o extrato da amostra e proporcionar a
separacao das fazes organicas e aquosas (ZANELLA et al., 2015).

De modo a facilitar a interacdo dos sais e do solvente com os analitos presentes na

matriz, a amostra ¢ homogeneizada, por agitagdo manual e/ou com o auxilio do vortex.
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Seguidamente, a amostra ¢ centrifugada, para que ocorra uma separagao bem distinta entre as
fases. A camada organica superior ¢ recolhida e transferida para outro tubo, procedendo-se a
etapa de analise cromatografica (ALVES, 2015).

O método QUEChERS tem sofrido algumas modificagdes no seu procedimento para a
extracdo de novos analitos. Apesar da versdo original ter fornecido excelentes resultados, em
2007 e 2008, surgiram entdo os métodos “QuEChERS-acetato”, método oficial da Association
of Official Analytical Chemists (AOAC) para a determinagdo de residuos de pesticidas em
alimentos, e o Comité Européen de Normalisation (CEN), oficializou o método “QuEChERS
citrato” como método de referéncia na Unido Européia (PRESTES et al., 2011).

A manuten¢do da sua eficacia, mesmo apoés ser alterado, tem permitido a aplicagdo do
método em uma ampla gama de analitos e matrizes. Desta forma, a utilidade do QUEChERS
tem expandido fora da andlise tradicional de pesticidas em frutas e legumes. Essas outras
aplicagdes incluem a extragcdo de antibiodticos, produtos farmacéuticos e de medicamentos

veterinarios, em amostras biologicas ou produtos alimentares (ALVES, 2015).

3.8 CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA COM DETECTOR DE
FLUORESCENCIA

A quantificagdo de residuos de antibidticos envolve a determinagdo de concentragdes
muito pequenas, e isto dificulta os procedimentos analiticos, fazendo com que a utilizacdo de
técnicas cromatograficas seja, em muitos casos, imprescindivel. Desta forma, a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), em inglés High performance liquid chromatography -
(HPLC), - ¢ um importante método, permitindo a separacdo e a detec¢do desses compostos
(SILVA JUNIOR, 2004).

O processo cromatografico consiste na particdo dos componentes de uma mistura entre
a fase movel e a fase estacionaria. No caso da cromatografia liquida, o fluido é um solvente. Na
CLAE a fase estaciondria ¢ constituida de particulas solidas empacotadas em uma coluna, a
qual ¢ 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 forgas que determina a resolucdo e, portanto, a separagdo dos
solutos individuais (SKOOG et al., 2002).

Na CLAE, ¢é empregada uma coluna fechada, reaproveitavel. Essas colunas sdo muito

eficazes, mas oferecem uma grande resisténcia a vazao da fase modvel, desta maneira ¢
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necessario empregar sistemas de bomba de alta pressdo que fazem a fase movel migrar a uma
velocidade razoavel através da coluna. A vazdo da fase movel ¢ controlada resultando em
operagdes mais reprodutiveis, que tornam as analises executadas mais precisas. A fase
estaciondria deve ser imiscivel com a fase movel e estas duas fases sao escolhidas de modo que
os componentes da amostra se distribuam entre elas de forma diferente. Os analitos fortemente
retidos pela fase estaciondria movem-se mais lentamente na fase movel e, consequentemente,
sao eluidos posteriormente aos componentes com baixa interagdo com a fase estacionaria. Essa
retencdo seletiva dos componentes da amostra pela fase estacionaria resulta em migracdes
diferenciadas dos compostos de interesse (ASSIS, 2015).

O sistema CLAE ¢ constituido basicamente por um reservatorio e sistema de
bombeamento da fase movel, um sistema de introdu¢do da amostra, coluna cromatografica,
sistema de detec¢do e um sistema de registro e tratamento dos dados. Por meio da valvula de
introdugdo ou injecdo, a amostra ¢ carregada pela fase movel até a coluna, onde ¢ realizado o
processo de separagao. O efluente da coluna segue entdo para um detector, que acusa a presenca
dos analitos eluidos da coluna. O sinal gerado pelo detector ¢ captado, tratado no computador,
e um cromatograma ¢ montado, mostrando a variagdo do sinal do detector em fun¢do do tempo
de analise (LANCAS, 2009).

Varios tipos de detectores podem ser colocados na saida da coluna, proporcionando uma
identificacdo e quantificagdo continua dos componentes da amostra. Assim, a CLAE tem a
capacidade de realizar separacdes e analises quantitativas de uma grande quantidade de
compostos presentes em varios tipos de amostras, em escala de tempo de poucos minutos, com
alta resolucao, eficiéncia e sensibilidade (ASSIS, 2015).

A CLAE tem sido um método de determinagdo analitica muito usada para determinar
diversos grupos de antibidticos, entre eles, a classe das tetraciclinas. Sendo que para a separagao
cromatografica desta classe de antibidticos, geralmente sdo utilizadas colunas de fase reversa
(Cs e Cig), cujo material de preenchimento permite a sua retengdo, através de mecanismos de
formagdo de pares i0nicos, efeitos de competicdo, troca iOnica, entre outros (PEREZ
RODRIGUEZ, 2016).

As tetraciclinas apresentam uma banda de absor¢do intensa na regido ultravioleta (UV)
entre 270 e 360 nm em meio &cido e neutro. Assim, detectores UV e de arranjo de diodo (DAD)
sdao geralmente os mais utilizados. Contudo, a técnica tem sido acoplada a outros sistemas de

deteccdo para analisar esse grupo de antibiodticos, tais como detectores eletroquimicos, de
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fluorescéncia e de espectrometria de massas (MS). Este ultimo ¢ geralmente usado para a
confirmagcio especifica da identidade das tetraciclinas (PEREZ RODRIGUEZ, 2016).

Os detectores por fluorescéncia (FLU) sdo muito sensiveis, seletivos e com alta
especificidade. O detector de fluorescéncia consiste em uma lampada de excitagdo seguida por
um filtro ou uma rede de difragdo. A luz gerada por esta lampada incide sobre a célula da
amostra excitando a mesma. Ao retornar ao estado fundamental o composto emite um feixe de
luz que ¢ dirigido a um filtro ou monocromador, que seleciona o comprimento de onda emitido,
fazendo-o incidir no fotodetector (SKOOG et al., 2001; WOLFENDER, 2009).

Desse modo, na fluorescéncia, a absor¢ao molecular de um foton desencadeia a emissao
de outro féton com maior comprimento de onda, essa diferenca nos comprimentos de onda
(absorg¢ao vs. emissao) fornece mais seletividade e a luz fluorescente ¢ medida contra um fundo
de pouca luz. A fluorescéncia se detecta por meio de um detector fotoelétrico colocado
perpendicularmente ao feixe de excitagdo. Os detectores mais sensiveis utilizam uma fonte de
excitagdo de mercurio, € um ou mais filtros para isolar a radiacdo emitida. Ja os detectores mais
sofisticados utilizam uma fonte de radia¢do de xénon e empregam um monocromador de rede

para isolar a radiagdo fluorescente (SKOOG et al., 2001; WOLFENDER, 2009).

3.9 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validagdo de método analitico tem como propodsito mostrar que o método ¢ adequado
para sua finalidade, e entdo, comprovar que ele atende as exigéncias das aplicagdes analiticas e
a confiabilidade dos seus resultados, pois dados pouco confiaveis podem levar a falsas
interpretagdes e conclusdes indevidas. A validagao ¢ aplicada quando se realiza adaptagdes em
um determinado método, quando se inclui novas tecnologias e equipamentos, quando o método
ndo ¢ reconhecido ou aprovado por 6rgdos reguladores ou quando se desenvolve um método
completamente novo.

No Brasil, dois 6rgdos regulamentam a validagdo de métodos analiticos sendo eles a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizagdo e Qualidade Instrumental (INMETRO). A ANVISA disponibiliza a Resolugao
ANVISA RE n° 899, onde estdo apresentados os parametros de validagdo e seus respectivos
limites que garantam confiabilidade dos resultados obtidos. O INMETRO fornece um

documento guia mais abrangente para o procedimento de validagao de métodos analiticos, o
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INMETRO DOQCGCRE-008, o qual sugere uma conduta de validagdo sendo aberta a
interpretagdo e adaptagdo do analista de acordo com o método a ser usado.

Alguns dos parametros analiticos que podem ser utilizados na validagdo sao: efeito
matriz, linearidade, seletividade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
precisdo, exatiddo (BRASIL, 2015).

Efeito matriz é um estudo que objetiva averiguar possiveis interferéncias causadas pelas
substancias que compdem a matriz amostral que podem gerar fendmenos de diminui¢do ou
ampliacao do sinal ou resposta instrumental. O estudo de efeito matriz ¢ essencial quando se
deseja quantificar o analito mediante padronizagdo externa, ou seja, a partir da curva de
calibragdo do analito em solvente (BRASIL, 2015).

A linearidade ¢ a capacidade do método de obter respostas analiticas proporcionais a
concentracao real do analito na amostra, em um intervalo especifico. Para a maioria das técnicas
analiticas, a linearidade ¢ expressa por meio da correlagdo entre a resposta do equipamento
(exemplo: area ou altura do pico cromatografico) e a concentracao do analito (BRASIL, 2003).

A seletividade ¢ a capacidade em que o método pode quantificar o analito na presenga
de outros analitos, matrizes ou de outro material potencialmente interferente, uma vez que, a
matriz da amostra pode conter componentes que interferem no desempenho da analise, esses
interferentes podem aumentar ou reduzir o sinal, comprometendo o resultado (BRASIL, 2003).

Limite de detec¢do (LD) de um procedimento analitico ¢ a menor quantidade de analito
na amostra que pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob as condi¢des
estabelecidas para o ensaio. Limite de quantificagdo (LQ) € a menor quantidade do analito na
amostra que pode ser quantitativamente determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis
(BRASIL, 2003).

A avaliagdo da exatiddo do método deve ser obtida por meio da concordancia entre os
resultados a ser validado a um valor aceito como verdadeiro. Uma das maneiras de se avaliar a
exatiddo € por meio de ensaios de recuperagdo, pela relacdo percentual de recuperagdo do
analito de concentracdo conhecida adicionado a amostra ou pela relacdo entre a concentragao
média, determinada experimentalmente, € a concentracdo tedrica correspondente (BRASIL,
2003).

A precisdo avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios com
amostras, que foram preparadas de acordo com o método a ser validado e pode ser expressa em
desvio padrdo relativo ou coeficiente de variagdo. A precisdo pode ser avaliada por meio da

repetibilidade e reprodutibilidade (BRASIL, 2003).
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4 METODOLOGIA

4.1 REAGENTES, PADROES E SOLUCOES

O farmaco TCT foi adquirido na forma de padrio analitico da marca (Sigma-Aldrich®)
com pureza de > 95,0%. Foram preparadas solu¢des estoque desse farmaco a 1000 mg L,
avolumadas em agua ultrapura (Milli-Q), e conservadas a 4°C sob refrigeracao, protegidas da
luz.

Para a caracterizagdo fisico-quimica das amostras de cama de aviario foram utilizados
Cloreto de sodio anidro P.A. (NaCl, Didatica®), Acido cloridrico P.A (HCl, NEON®) e
Hidréxido de sodio (NaOH, NEON®).

Para o desenvolvimento do método de extragdo QuUEChERS utilizou-se Sulfato de
magnésio P.A. (MgSOu, Didatica®), Cloreto de sédio anidro P.A. (NaCl, Didatica®),
acetonitrila (CoHsN, J.T. BAKER®) e 4gua ultrapura (Milli-Q).

42  INSTRUMENTACAO E CALIBRACAO ANALITICA DA TETRACICLINA

A andlise dos extratos obtidos pelo método de extragdo QUEChERS foram determinadas
utilizando um cromatografo liquido marca Dionex modelo “U3000” equipado com detector de
fluorescéncia e coluna Acclaim™ 120 C18 de fase reversa (4,6 mm x 250 mm, 5 pm). A fase
movel utilizada foi uma mistura de dgua ultra-pura e trietilamina (0,1%) e acetonitrila, na
propor¢do 90:10 (%v/v), com vazio de 1 mL min'. Os pardmetros de comprimento de onda do
detector de fluorescéncia foram 270 nm de excitacdo e 520 nm emissdo. A temperatura da

coluna foi mantida em 35°C, com uma pressao 142 bar e o volume de amostra injetado foi de

20 pL.

43 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS DE CAMA DE AVIARIO

Para o desenvolvimento do protocolo de extracdo do método QUEChERS e realizagdo

dos ensaios de validacdo analitica, foram empregadas aliquotas de cama coletadas em aviarios
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da regido oeste paranaense. No laboratério, as amostras foram secas em estufa a 80°C por 24
horas e peneiradas em malha de 53 um, para melhor homogeneidade. Posteriormente, estocadas
em frascos fechados e mantidos sob refrigeragao em congelador.

Foram realizadas anélises fisico-quimicas para determinagao do teor de umidade, cinzas
e matéria organica volatil, conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz, (2008), além da
densidade aparente. Os experimentos foram realizados em triplicata com amostras de cama in
natura, sendo apresentados os resultados médios.

O ensaio da caracterizacao de umidade foi realizado pelo método de secagem direta em
estufa a 105°C pelo principio de perda por dessecacgdo. O teor de cinzas e de matéria organica
volatil foi determinado por incineragdo com aquecimento da amostra a 550°C em mufla.

A densidade aparente foi determinada por meio da relagdo peso/volume da cama de
aviario em uma proveta. As amostras foram introduzidas em proveta de 50 mL e foram
submetidas a leves batidas laterais até¢ ndo se observar mais varia¢do no volume, e este foi
medido. O conjunto foi pesado em balanca analitica e o peso da proveta foi diminuido, para se
obter a massa da amostra (LIMA; MARSHALL, 2005).

A caracterizacdo das cargas superficiais da cama de avidrio foi realizada
determinando-se o pHpcz. Para isso, adicionou-se 0,5 g de amostra em 50 mL de solugdo de
cloreto de sodio a 0,1 mol L', sob condi¢des de pH inicial de 2 a 9, ajustados com solugio de
4cido cloridrico 0,1 mol L!, para os valores na faixa 4cida, e hidroxido de sédio 0,1 mol L!
para valores de pH basico. Apos 24 horas de agitagdo em incubadora Shaker modelo LAC —
2000 da marca Lactea, a 30°C e 200 rpm, as amostras foram centrifugadas (centrifuga CELM
- 287), a leitura do pH final foi realizada e os valores obtidos foram expressos em um grafico
da variacao do pH inicial em fun¢do do pH final, sendo o pHpcz correspondente ao valor que
intercepta o eixo X, ou seja, quando a varia¢do do pH atingiu valor nulo (CALVETE et al.,
2009). Os ensaios foram realizados em duplicata, sendo apresentados os valores médios.

A quantidade de grupos acidos e basicos da matriz foram avaliadas pelo método de
Boehm, (2002), que consiste em pesar 1 grama da cama de aviario em duplicata. As amostras
da matriz foram colocadas em Erlenmeyer com 50 mL de NaOH 0,1 mol L' e o outro com 50
mL de HC10,1 mol L', os quais foram vedados com pléstico filme. As misturas foram mantidas
a agitacdo (200 rpm) e temperatura (30 °C) constantes durante 24 horas. Posteriormente as
amostras foram filtradas e uma aliquota de 10 mL de cada solugdo foi titulada com as
correspondentes solugdes padrio 0,1 mol L' de HCl e NaOH. A titulagio foi conduzida

potenciometricamente, e a equacao 1 foi utilizada para o calculo dos grupos acidos e bésicos.
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Ve X NpX Vp—Vam)

mEq grupos =
Vai

Equacao 1

Sendo:

Vi e Vam = volumes das solugdes padrao de NaOH gastos nas titulagdes do branco e da
amostra, respectivamente (mL);

Vi = volume da solu¢ao de HCI usado na experiéncia de adsor¢ao (mL);

Va = volume da aliquota do filtrado tomado para a titulagdo (mL);

Nb = concentragdo da solugdo de NaOH, em (Eq.L™).

A cama de aviario também foi caracterizada por meio de andlises termogravimétricas
(TGA). As andlises foram realizadas no equipamento Perkin Elmer STA 6000, com
aproximadamente 6 mg de amostra de cama de aviario, que foram colocados em platino aberto
e pré-aquecido a 40 °C. As medidas foram realizadas em atmosfera de oxigénio, a uma taxa de
fluxo de 20 mL min' e uma taxa de aquecimento de 10 °C min’!, utilizando faixa de

aquecimento de até 650 °C.

44  DESENVOLVIMENTO DO PROTOCOLO DE EXTRACAO

A defini¢do dos procedimentos para isolamento do analito foi baseada em extragdo pelo
método QUEChERS e uso de tratamentos auxiliares baseados em agitacdo e centrifugacgao, que
tiveram suas influéncias na recuperacao do analito avaliadas por ferramentas quimiométricas.

No protocolo de extracdo, amostras da matriz, secas e peneiradas, passaram pelo
processo de extragdo QUEChERS. Aproximadamente 0,5 gramas de amostra de cama de aviario
foram inseridas em tubos Falcon e fortificadas com 100 puL da solugdo estoque de TCT 1000
mg L. Apdés 24 horas, acrescentou-se a quantidade de solvente, e realizou-se a
homogeneizacao por 30 segundos, com auxilio do vortex. Apds, acrescentou-se os sais de
QuEChERS de acordo com o delineamento experimental em cada estudo. A homogeneizagao
da mistura ocorreu por agitacdo em vortex durante 1 minuto. Na sequéncia, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm.

O extrato final foi filtrado em filtro de seringa 0,22 um (nylon, Chromafil®), para a
quantifica¢do do analito por CLAE-FLU. O protocolo de extragdo também foi efetuado com

aliquotas de cama de avidrio sem fortificagdo de TCT para a obtencdo de brancos.
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45  OTIMIZACAO DO PROTOCOLO DE EXTRACAO

Para o estudo da influéncia das variaveis envolvidas na recuperagdo do analito usando
o método QUEChERS os fatores foram quantidade de MgSO4 e NaCl e volume de H>O.
Inicialmente, elaborou-se um planejamento fatorial 2° com 3 repeti¢des no ponto central,
totalizando 11 ensaios. Para otimizar as condi¢cdes obtidas com a modelagem inicial efetuada
pelo experimento composto central (2°) utilizou-se um DCCR constituido de um fatorial 2* com
dois niveis (-1 e +1), com 3 repeti¢cdes no ponto central e acrescidos os pontos axiais, totalizando

17 ensaios. Os niveis das variaveis independentes utilizadas, estdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3: Planejamentos fatorial inicial completo 23 ¢ DCCR para o0 QuEChERS.

Niveis codificados e reais

In;]ez;)l:::;?lftes Planejamento 2* DCCR
-1 0 +1 -1,68 -1 0 +1 +1,68
MgSOs (g) 2,5 4,0 5,5 0,98 2 3,5 5,0 6,02
NaCl (g) 0,5 1,0 1,5 0,16 0,5 1,0 1,5 1,84
H>O (mL) 6,0 8,0 10,0 6,64 8,0 10,0 12,0 13,46

Fonte: Autoria Prépria

O programa computacional Statistica 10.0 foi utilizado na anélise estatistica mediante
ajuste de modelo aos dados experimentais, assim como a obtencdo de curvas de niveis e a
otimizagdo. A validagdo do modelo mais adequado foi realizada com base na Andlise da
Variancia (ANOVA) das regressoes e verificacao da falta de ajuste, a otimizagao foi realizada
pela andlise da superficie de resposta obtida com identificacdo das condi¢des Otimas para a
extracao.

A concentracdo do analito TCT no extrato obtido em cada ensaio foi determinada por
meio de calibracdo obtida pela da equacgdo do ajuste linear (concentragdo versus area do pico)

avaliada por uma analise de regressdo e a recuperagdo calculada pela equagao 2.

% Recuperacao = % x 100 Equagao 2
1

Em que C; é a concentracio em pg mL™ prevista com base na fortificacio e
avolumagem final e C> a concentragio em ug mL™! determinada por meio do instrumental e da

curva de calibracao.
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46 VALIDACAO ANALITICA DO METODO QuEChERS PARA DETERMINACAO
DE TETRACICLINA EM CAMA DE AVIARIO

4.6.1 Protocolo de Extracao

Triplicatas da matriz cama de aviario, secas e peneiradas, passaram pelo processo de
extracdo do método QUEChERS. Aproximadamente 0,5 gramas de amostra foram inseridas em
tubos Falcon e fortificadas com solucao estoque de TCT conforme os ensaios. Apos 24 horas,
acrescentou-se a quantidade de 9,57 mL de H>O e 5 mL de acetonitrila como solvente, e
realizou-se a homogeneizagdo por 30 segundos, com auxilio do vortex, posteriormente,
acrescentou-se 2,96 gramas de MgSQO4 e 1,02 gramas de NaCl. Estas condigdes foram definidas
previamente por meio de ensaios de recuperacdo empregando delineamento experimental. A
homogeneizagdo da mistura ocorreu por agitacdo em vortex durante 1 minuto. Na sequéncia, as

amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm.

4.6.2 Estudo do Efeito Matriz

Para avaliar o efeito matriz sob a sensibilidade do método analitico foram obtidos
extratos da amostra de cama de avidrio. Foram preparadas duas curvas de calibragdo na faixa
de 0,5 a 10,5 mg L' na concentragdo de 25 mg L' do firmaco TCT com seis pontos em
duplicata, usando na avolumagem da primeira os extratos da matriz e na segunda o solvente
organico acetonitrila. Os coeficientes angulares obtidos para a matriz € o solvente, bem como a

sua razao, foram considerados na avaliacao do efeito matriz.

4.6.3 Validagao

A seletividade do método QuEChERS foi avaliada por meio da inspegdo dos
cromatogramas mediante a verificacdo da presenca ou auséncia de picos de compostos
interferentes eluindo no mesmo tempo de reten¢do do analito de interesse.

A linearidade foi verificada mediante ao preparo de curvas com seis pontos em

triplicatas verdadeiras (n=3) na faixa de 0,5 a 10,5 mg L. Para a avaliacio da linearidade foi
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aplicada a analise de regressio com ANOVA e teste de falta de ajuste ao nivel de 95% de
confiang¢a usando software estatistico (Minitab 16.2.2).

Os limites de detec¢do e quantificacdo, foram determinados através do desvio padrdo do
intercepto (Sa) das curvas de calibragao na presenca da matriz e do coeficiente angular () (Eq.

3eEq. 4).

LD = — Equacao 3

LQ = 1ob5a Equacao 4

Para o estudo da exatidao, triplicatas com amostras de aproximadamente 0,5 gramas de
cama de aviadrio (n=3) foram adicionadas a tubos Falcons e fortificadas com aliquotas da
solucdo de trabalho em trés niveis de concentracio, 5,0 mg kg™!, 50,0 mg kg € 95,0 mg kg
Apbs, as amostras foram submetidas ao procedimento de extracao e analisadas por CLAE-FLU.
A exatidao foi calculada com base nas concentragdes previstas e determinadas, sendo expressa
em porcentagem (Eq. 5).

Concentracdo medida—Concentragio inicial
Concentracgdo fortificada

%R =

x 100 Equacao 5

A precisao do método foi avaliada nos niveis de repetibilidade. Para tal, 0,5 gramas de
amostra foi fortificada com 50,0 mg kg™ da solugdo de trabalho de TCT na concentragio de 50
mg L', Depois foram processadas segundo as condigdes otimizadas do protocolo proposto € as
concentragdes determinadas em duas bateladas (n=6) num mesmo dia para a repetibilidade. A

avaliacdo ocorreu a partir do célculo de desvio padrao relativo (RSD) ou CV (Eq. 6).

CV==>=x100 Equacao 6

Rl
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERIZACAO DA TETRACICLINA

Na caracterizagao cromatografica da TCT, o sinal analitico foi determinado por meio da
absor¢do e emissao fluorescente do farmaco, para conhecimento dos respectivos comprimentos
de onda em que estes processos ocorrem nas condigdes estudadas. O espectro apresentado na
Figura 4 mostra que a solucao aquosa do farmaco apresenta uma banda maxima de absorg¢ao

em 255 nm e uma banda maxima de emissdo em 550 nm.
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Figura 4: Espectro de absorcao e emissio da TCT.
Fonte: Autoria Propria

Os valores de bandas méximos obtidos sdo préximos aos encontrados por Carlotti et al.,
(2010), que realizou um estudo sobre as propriedades de sete antibidticos derivados do grupo
tetraciclinas, dentre eles a tetraciclina, em solucao aquosa e em diversos solventes organicos,
como a acetonitrila, usando a técnica de deteccdo em fluorescéncia. Nesse estudo, o analito
TCT em acetonitrila apresentou uma banda de absor¢cdo maxima em 267 nm, e um banda
maxima de emissao em 520 nm.

A Figura 5 mostra o cromatograma obtido por CLAE-FLU para o analito puro em
solvente acetonitrila na concentragio de 5 mg L. Analisando a imagem tem-se que o tempo de

eluigdo da TCT para as andlises foi de 2,1 minutos.
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Figura 5: Cromatograma obtido em solu¢io padrio de TCT 5 mg L! em absor¢io =255 nm e
emissiao = 550 nm.
Fonte: Autoria prépria.

A CLAE ¢ uma das técnicas cromatograficas amplamente utilizada por apresentar alta
sensibilidade e possibilitar uma analise qualitativa e quantitativa eficiente, sendo possivel
trabalhar com determinagdo simultanea de residuos. Diversos métodos analiticos por CLAE
tém sido reportados para a determinagao de tetraciclinas em amostras de matrizes variadas. A
Farmacopeia Britanica, a Farmacopeia dos Estados Unidos e a Associacdo de Quimicos
Analiticos Oficiais (AOAC) recomenda o uso de CLAE como um método oficial para analise
de tetraciclinas nas suas formas puras, bem como em preparacdes farmacéuticas (PEREZ

RODRIGUEZ, 2016).

52  CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DA CAMA DE AVIARIO

Uma parcela da cama de aviario foi destinada para a caracterizacdo fisico-quimica de
teor de umidade, cinzas e matéria orgénica volatil, pelo método de gravimetria, além da
determinagdo da densidade aparente da matriz. Os valores foram expressos em porcentagem
com base as analises realizadas em amostras de 1 grama da matriz em triplicata. Na Tabela 4
sao apresentados os valores médios obtidos. A densidade aparente determinada por meio da

relagdo peso/volume da matriz em uma proveta, resultou em 0,45 g/cm?.
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Tabela 4: Caracteristicas fisico-quimicas da matriz cama de avidrio usada nos ensaios.

Parametro Teor (%)
Umidade 20,03 %
Solidos totais 79,97 %
Cinzas* 57,06 %
Matéria orgénica volatil* 42,94 %

*Calculados sobre os solidos totais.
Fonte: Autoria prépria.

Conforme Hahn, (2004), diversos fatores influenciam na composi¢do da cama de
aviario. A matriz estudada apresentou umidade de 20,03%, porém dependendo do material
utilizado como substrato e as condigdes climaticas durante o confinamento, este teor pode variar
significativamente.

O substrato apresentou alto teor de solidos totais, com uma quantidade consideravel de
matéria organica. Neitzke, (2010), aponta que os residuos agroindustriais normalmente
apresentam alta carga de matéria organica e ndo ¢ recomendado que sejam descartados no meio
ambiente sem tratamento adequado, como o processo de compostagem. H4 uma preocupagao
de que o uso descontrolado da cama de aviario como fertilizante, pode ocasionar polui¢cdo do
meio ambiente rural, ndo s6 com a contaminagdo por medicamentos veterinarios, como também
com a liberacdo de odores e gases como o metano e o didxido de carbono.

Os valores médios dos resultados obtidos da caracterizagdo das cargas superficiais da

cama de aviario pelo método de pHpcz sdo apresentados na Figura 6.
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Figura 6: Determinacio do ponto de carga zero da cama de aviario.
Fonte: Autoria prépria.
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A Figura 6, reproduz o grafico entre a relacao entre o pH inicial e o final das solugdes.
O ponto de carga zero (PCZ) ¢ uma determinag@o que apresentam a possibilidade de reverter a
carga superficial liquida da superficie, de negativa para positiva, com a diminui¢ao do pH. O
PCZ pode ser determinado e definido como o pH da solucao em equilibrio no qual a carga
elétrica liquida da superficie é nula. Assim, nesse pH existe uma quantidade igual de cations e
anions adsorvidos na superficie (CAMARGO, et al., 2009).

Realizando a média aritmética do logaritmo do inverso da concentragao hidrogenionica
dos valores que se apresentam constantes no pH final, apds o tempo de equilibrio da solugao,
obteve-se o valor do pHpcz igual a 7,3. Abaixo desse valor hé tendéncia de a matriz apresentar
carga superficial positiva favorecendo a adsor¢do de anions e acima deste valor a superficie esta
carregada negativamente, favorecendo a adsorcao de cations. A TCT apresenta valores de pKa
iguais a 3,30, 7,68 e 9,69, ocasionando a existéncia de trés espécies: catidnica, zwitteridnica e
anidnica, em condig¢des acidas, moderadamente acida a neutra e alcalina, respectivamente, desta
maneira, nesta situacdo o farmaco estaria na forma de zwitterion, ou seja, eletronicamente
neutro.

A quantidade de grupos acidos e basicos da cama de avidrio foram avaliadas pelo
método de Boehm, (2002), sendo que a equagdo 1 foi utilizada para o calculo dos grupos acidos
e basicos. Os resultados obtidos demonstram que a superficie da cama de aviario possui maior
quantidade de grupos basicos, 1,82 mEq g! no total, enquanto apresenta 0,81 mEq g! de grupos
acidos.

De acordo com Boehm, (2002), os grupos acidos seriam constituidos pelos grupos
carboxilicos, lactonicos e fendlicos e o carater basico ¢ atribuido aos grupos funcionais
hidroxila, carbonila e carboxila. Embora tenha sido determinada a presenga de ambos os grupos,
os grupos basicos se sobrepdem na superficie da cama de avidrio, desta forma a matriz terd
maior afinidade por sitios cationicos em fun¢do dos grupos anidnicos formados na sua
superficie.

A termogravimétria (TGA) pode ser definida como um processo continuo que analisa a
variagdo de massa (perda ou ganho), em porcentagem, de uma substincia ou material, em
fun¢do da temperatura e/ou tempo (NEITZKE, 2010). Pan et al., realizaram a andlise
termogravimétrica do substrato de cama de aviario, proveniente de um sistema produtivo de
frango, do estado norte-americano de Kentucky, por meio das técnicas de TGA-MS - Analise
Termogravimétrica com Espectrometria de Massa e pela técnica TGA-FTIR -

Termogravimetria Acoplada a Espectroscopia na Regido do Infravermelho. O uso das duas

42



técnicas permitiu a determinagdo dos gases envolvidos em cada evento de decomposi¢ao da
cama de aviario.

A curva termogravimétrica indica quatro eventos principais de decomposi¢cdo da cama
de aviario. O primeiro evento esta associado a volatilizacao de amonia (NH3) e agua (H20). No
segundo evento, definido como volatilizagdo e combustao, ocorre a liberagcdo de amonia (NH3),
didéxido de carbono (CO.), agua (H2O) e metano (CH4). O terceiro evento, denominado
combustao de carvao, € caracterizado pela eliminacao de didxido de carbono (CO»), agua (H>0)
e metano (CH4). O quarto evento refere-se a decomposi¢do mineral e na temperatura final,
somente o didxido de carbono (CO»), ¢ identificado (EGUTE, 2010).

Na Figura 7, encontra-se o grafico da curva termogravimétrica para a cama de aviario

utilizada nos ensaios.
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Figura 7: Curva termogravimétrica da cama de aviario.
Fonte: Autoria propria.

A andlise mostrou as temperaturas em que ocorrem as principais perdas de massa do
material. Observa-se o primeiro evento, entre 50 e 250°C, que ¢ caracteristico da eliminacao
dos volateis, sendo que a amonia ¢ volatilizada anteriormente a 4gua, uma perca de 15,89 % de
massa da amostra. Os eventos seguintes estdo relacionados com a decomposi¢do térmica do
material. O segundo evento acontece entre 250 e 350 °C, e representa uma perca de 45,21% de
massa de cama de avidrio. Apds o término da segunda decomposi¢do térmica, inicia-se o
terceiro evento de perda de massa, entre 350 e 600 °C, com a perca de 60,28% de massa.

Acredita-se que na faixa de temperatura acima de 600 °C, ocorreu o ultimo evento de
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decomposic¢do térmica de matéria organica, restando apenas material inorganico da amostra,

que representa 39,72% da massa original.

53  OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO PARA O METODO QuEChERS

Procurando estabelecer condigdes experimentais que produzam um resultado com
exatiddo e precisdo adequados ao proposito do resultado analitico, a otimizacdo ¢ um
procedimento analitico que realiza um estudo dos efeitos dos diversos fatores experimentais
que podem afetar o resultado (BRASIL, 2015).

A ferramenta de planejamento experimental e andlise da superficie resposta permite
investigar a influéncia das varidveis em um processo ¢ a forma de interacdo entre essas,
possibilitando a obten¢do dos valores das variaveis em estudo que otimizem os resultados
obtidos. A metodologia da superficie resposta ¢ composta pela modelagem e deslocamento, que
podem ser repetidas inumeras vezes, até atingir o objetivo de uma regido 6tima da superficie

investigada (BARROS NETO; SCARMINO; BRUNS, 2007).

5.3.1 Planejamento Inicial: Experimento composto central (2*) + 3 Pontos Centrais

A matriz experimental para o delineamento composto central (2°) é apresentada na
Tabela 5, com os niveis de cada fator e a eficiéncia de remogdo da TCT pelo processo de

extracdo QUEChERS no decorrer de 11 ensaios, considerando trés pontos centrais.

Tabela 5: Matriz do planejamento fatorial completo 23 com os fatores (codificados e reais) e respostas
quanto a eficiéncia do método QUEChERS na recuperacgio de TCT.

Fatores Variavel resposta
Ensaios MgSO4 (g) NaCl (g) \I_fltzl(l)lrzlnel E; Recuperacio (%)
1 -1(2,5) -1(0,5) -1(6) 81
2 +1(5,5) -1(0,5) -1(6) 64
3 -1(2,5) +1 (1,5) -1 (6) 66
4 +1(5,5) +1(1,5) -1 (6) 82
5 -1(2,5) -1(0,5) +1 (10) 125
6 +1(5,5) -1(0,5) +1 (10) 107
7 -1(2,5) +1(1,5) +1 (10) 111
8 +1(5,5) +1(1,5) +1 (10) 130
9 0(4) 0(1,0) 0(8) 93
10 0(4) 0(1,0) 0(8) 82
11 04 0 (1,0 0(8 80

Fonte: Autoria prépria.
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Como apresentado na Tabela 5 a maior recuperacgao do analito ¢ na condi¢do 8, com 5,5
gramas de MgSOs, 1,5 gramas de NaCl e 10 mL de H>O.
Visando a otimizagao das condigdes experimentais obtidas com o planejamento inicial,

utilizou-se o0 DCCR. Optou-se pela expansao das variaveis com pontos axiais no DCCR.

5.3.2 Delineamento Composto Central Rotacional

A matriz experimental para o DCCR ¢ apresentada na Tabela 6, com os niveis de cada
fator MgSOs, NaCl e volume de H>O e a variavel resposta obtidas quanto a remogao de TCT

no método QUEChERS no decorrer de 17 ensaios executados.

Tabela 6: Matriz do planejamento DCCR com os fatores (codificados e reais) e respostas quanto a
eficiéncia do método QUEChERS na recuperacio de TCT.

Fatores Variavel resposta
Ensaios MgSOs4 (g) NaCl (g) VI(_)Ilzlz)m(em dIf:) Recuperacio (%)
1 -1(2) -1(0,5) -1(8) 78
2 +1(5) -1(0,5) -1(8) 106
3 -1(2) +1(1,5) -1(8) 113
4 +1(5) +1(1,5) -1(8) 63
5 -1(2) -1(0,5) +1 (12) 58
6 +1(5) -1(0,5) +1 (12) 112
7 -1(2) +1(1,5) +1 (12) 93
8 +1(5) +1(1,5) +1 (12) 44
9 0(3,5) 0(1,0) 0(10) 93
10 0(3,5) 0(1,0) 0 (10) 105
11 0(3,5) 0(1,0) 0(10) 111
12 -1,68 (0,98) 0(1,0) 0 (10) 65
13 +1,68 (6,02) 0(1,0) 0 (10) 67
14 0(3,5) -1,68 (0,16) 0 (10) 58
15 0(@3.9) +1,68 (1,84) 0(10) 22
16 0(3,5) 0(1,0) -1,68 (6,64) 37
17 0 (3,5 0(1,0) +1,68 (13,36) 21

Fonte: Autoria propria.

Na Tabela 6 tem-se que a maior recuperacdo da tetraciclina para o QUEChERS ocorreu
em MgSO4 = 2 gramas, NaCl = 1,5 gramas e H>O = 8 mL. A andlise dos efeitos lineares e
quadraticos das variaveis estudadas, bem como as suas interacdes sobre a recuperacao do
farmaco em estudo pode ser realizada pelo exame do Diagrama de Pareto, representado na

Figura 8.
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Figura 8: Diagrama de Pareto para a recuperacio (%) do farmaco TCT no QuEChERS pelo DCCR.
Fonte: Autoria prépria.

A Figura 8 ilustra os efeitos dos parametros investigados, onde o comprimento de cada
barra é proporcional ao valor absoluto do coeficiente de regressao associado ou efeito estimado.
A ordem na qual as barras sdao exibidas corresponde a ordem do tamanho do efeito. Ainda, o
gréafico inclui uma linha vertical vermelha que indica o limite de significincia estatistica de 95
%, de maneira que um efeito ¢ considerado significativo quando a barra correspondente
ultrapassa esta linha vertical.

As andlises dos efeitos por meio do Diagrama de Pareto apresentado permite verificar a
ocorréncia de muitos efeitos negativos na recuperagdo da TCT em cama de avidrio. Para a
recuperacdo da TCT foram significativos os efeitos da interacdo binaria quantidade de MgSOg4
e NaCl, além das variaveis independentes quantidade de NaCl e volume de H»O. Estes efeitos
por apresentarem sinal negativo, conduzem a uma elevacdo da resposta a medida que sua
quantidade ¢ reduzida.

Na Tabela 7 ¢ apresentada a ANOVA dos resultados do DCCR considerando a
influéncia dos fatores e a interacdo entre as varidveis num intervalo de confianca de 95% para

a recuperacao da TCT pelo QUEChERS.

Tabela 7: ANOVA do modelo quadratico para eficiéncia de recuperacio da TCT.

N Soma Graus de Média Ftan
Fonte de Variagdo Quadratica Liberdade Quadratica Fear (95%) (95%) Fea/Fean
Regressao (modelo) 12554 9 1395 3,2 3,7 1,4
Residuos 3029 7 433 - -
Falta de Ajuste 2563 5 512 2,2 19,3 0,5
Erro Puro 466 2 233 - - -
Total 15583 16

Fonte: Autoria propria.
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Observa-se na Tabela 8 que a razdo do Fca = 3,2 pelo Fup = 3,7 para a regressdo
apresentou valor de 1,4 e, portanto, estatisticamente significativo para o modelo quadratico de
remogao de TCT, fato evidenciado pelo valor superior a 1. E ainda, ndo foi observada
significancia para a falta de ajuste, uma vez que a razao Fca/Fip para falta de ajuste foi inferior

al.

A Figura 9 apresenta o comportamento quanto a eficiéncia de recuperagdo de TCT pela
superficie de resposta obtidas com base no modelo quadratico

o)) ogbRIRANSY

])) TRARIRENISY

- 100
<54
64
B <44
<24
<4

Figura 9: Superficie resposta da eficiéncia de recuperaciio (%) de TCT pelo QuEChERS segundo o
DCCR.

Fonte: Autoria prépria.

Na Figura 9, a area mais escura (vermelha) corresponde a méxima resposta do método,
indicando os niveis de concentracdo dos fatores que proporcionaram maior recuperagdo do

analito. Observa-se que a eficiéncia na remocdo de TCT (%) apresentou valores altos de
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recuperagdo. De acordo com o delineamento estatistico a melhor condi¢ao foi MgSO4 = 2,96
gramas, NaCl = 1,02 gramas ¢ H,O = 9,57 mL, com remocgao prevista de 100,53%.

O método QUEChERS também foi adaptado por Alves, (2015), em um estudo para a
determinagdo de antidepressivos em amostras de urina, em que foram investigadas as variaveis
volume de amostra, solvente de extracdo, efeito salting out, etapa do clean up, no qual foram
obtidas recuperagdes de 93,7% e 102,2% para a fluoxetina e clomipramina, respectivamente.
Sendo que a modificagao do método foi considerada satisfatoria e eficiente, particularmente ao
nivel do tempo de andlise e suficientemente sensivel para a detec¢ao dos respectivos analitos.

Prestes, (2011), aborda que o método QuEChERS j& foi adaptado por diversos
pesquisadores para extra¢ao de residuos em matrizes complexas. As modificagdes do método
possuem como objetivo garantir a eficiéncia da extragdo, e as perspectivas em relacdo ao mesmo
sdo otimistas no que diz respeito a obtencao de resultados satisfatorios na extracdo de um

numero cada vez maior de analitos em diferentes tipos de matrizes.

5.4 VALIDACAO ANALITICA DO METODO QuEChERS PARA DETERMINACAO DE
TETRACICLINA EM CAMA DE AVIARIO

5.4.1 Efeito Matriz

Amostras complexas apresentam influéncia significativa dos componentes da matriz nas
analises cromatograficas. O efeito matriz investiga se hé possiveis interferéncias, diminuigao
ou ampliacdo da resposta do instrumento, devido as substidncias que compde a matriz da
amostra. Nas Figuras 10 e 11 estdo apresentados os pardmetros de calibragao obtidos no estudo
do efeito matriz, sem matriz (somente padrao em solvente acetonitrila) e em extratos da matriz

cama de avidrio, respectivamente.
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Figura 10: Curva de calibracio da TCT em acetonitrila.
Fonte: Autoria prépria.
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Figura 11: Curva de calibracio da TCT em extratos da matriz cama de aviario.
Fonte: Autoria propria.

A simples inspegdo das Figuras 10 e 11, revela diferencas entre as areas dos picos
cromatograficos dos analitos quando as solugdes foram preparadas em extratos de amostras de
cama de frango e em solvente organico acetonitrila.

A razdo entre o coeficiente angular da curva em extrato de cama de aviario e solvente
(C/S) foi de 27,2. Os valores da razdo entre os coeficientes angulares quando maiores que 1,0
indicam efeito de matriz positivo, desse modo, a sensibilidade analitica para a tetraciclina sofre
aumento na presenca dos componentes da matriz. Assim, aceitando a hipdtese de que a matriz
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interfere o sinal analitico, na quantificagdo do analito recomenda-se calibracdo por adi¢do de

padrdo ou a calibragdo por curva analitica na presenca do extrato da matriz estudada.

5.4.2 Validagao

A seletividade propoe-se avaliar a presenca de outros compostos, tais como produtos de
degradagdo, impurezas e componentes da matriz podem interferir na analise cromatografica,
mas que ndo devem ser quantificados.

A seletividade do método foi avaliada pela comparacdo dos cromatogramas da Figura
12, obtidos do solvente e do extrato da matriz cama de aviario sem a presenca do analito, ¢ da

solugdo padrio de TCT em solvente e extrato da matriz de concentragio 4,5 mg L1
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Figura 12: Cromatogramas — a) Solvente; b) Matriz da amostra; c) Solvente fortificado na
concentracio 4,5 mg L! de TCT; d) Matriz da amostra fortificada na concentracio 4,5 mg L' de

TCT.
Fonte: Autoria prépria.
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A inspec¢do dos cromatogramas da Figura 12 mostra que ndo existem picos interferentes
no tempo de reten¢do da TCT considerando a deteccdo por fluorescéncia com absor¢ao em 255
nm e emissdo em 550 nm, dessa forma, ndo ha compostos que interferem na analise
cromatografica do farmaco estudado pelo protocolo de extragdo proposto e pela técnica de
medicao.

No estudo da linearidade verificou-se que a resposta do método QuEChERS na
recuperagao da TCT, na faixa trabalhada foi adequada para o analito na matriz em estudo, com
um valor de R? de 99,3, significando que 99,3% da variaciio na eficiéncia de remog¢do da TCT
¢ explicada pelo modelo. Na Tabela 8, encontram-se os parametros de calibracdo e andlise da

linearidade na presenca da matriz cama de aviario.

Tabela 8: Parametros de calibracio e analise da linearidade para curva na presenca da matriz da

amostra.
. - Validacao Linearidade
Parametros de Regressao = -
Regressao Falta de ajuste
Equacio R’ F cacutado p-Valor  F caiculado p-Valor
Area=190729(£7195)+19580(£1110)[TCT] 99,3 310 0,0 2,1 0,1

Feritico (1; 22; 0,03) de regressao = 7,95; Feritico (4;18; 0,03) de falta de ajuste = 4,58.
Fonte: Autoria propria.

A regressdo foi considerada satisfatoria, pois 0 Fcaicuiado f01 maior que o Ferisico, assim
como o p-Valor foi menor que 0,05 para o analito (Fcarcutado > Feriico € p-Valor < 0,05).
Adicionalmente, o modelo linear nao apresentou indicios de falta de ajuste, uma vez que, os
valores de F..ico para a falta de ajuste foram maiores do que os de Fcacuiado para o analito (Feriico

> Fealeutado € p-Valor > 0,05).
A capacidade do método em detectar e determinar a TCT nas concentracdes de tragos
(ppm) fo1 estimada pelos limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ). O valor obtido de
limite de deteccdo ¢ de 0,02 mg L' e de limite de quantificagio de 0,06 mg L', conforme

apresentado na Tabela 9.

Tabela 9: Limites de detecciao, quantificacio e estimativa da precisao intermediaria e da repetibilidade
para determinacio de TCT.

- Precisio
Limites RP PI
LD LQ fV gV
(mg L) (mg L) o o
(n=6) (n=9)
0,02 0,06 49 7.9

LD= Limite de Detecgdo; LQ= Limite de Quantificagdo; CV= Coeficiente de variagdo; RP=Repetibilidade e PI=Precisdo Intermediaria; n=
Numero de replicatas.
Fonte: Autoria prépria.
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Os resultados dos testes de precisdo foram expressos como coeficiente de variagao (CV)
e também sdo mostrados na Tabela 9. O valor do CV obtido nos ensaios de repetibilidade esta
na faixa de 4,9 e a precisao intermediaria foi de 7,9. O valor de CV de repetibilidade esta de
acordo com o proposto pelo Guia de validagdo de métodos analiticos (BRASIL, 2003), que
recomenda um CV méximo de 5,3 % para a faixa de concentra¢do do analito estudada (5 mg
kg™).

A exatidao foi avaliada por meio de ensaios com fortificagdo de amostras da cama de
aviario em trés niveis de concentragdes ¢ determinagdes por adi¢do de padrao. Na Tabela 10
sdo apresentados valores de recuperagdo para a TCT com base na concentracao fortificada e na

concentragdo obtida empregando o método proposto.

Tabela 10: Valores de recuperacio para de TCT nos ensaios de exatidio empregando cama de aviario
fortificados em trés niveis.

Nivel de Matriz
fortificacio Média (mg Kg! Recup. (%)
(mg Kg™") (n=3) (n=3)
5 6,2 124
50 49,8 99,6
95 92,9 97,8

n= Numero de replicatas.
Fonte: Autoria prépria.

Na Tabela 10 estdo indicados os porcentuais médios obtidos na avaliagdo da exatidao.
A exatidao ¢ avaliada por meio da realizacao de ensaios de recuperacao, sendo expressa como
erro sistematico percentual, inerente ao processo. O valor de recuperagao do analito TCT variou
entre 97,8% e 124% entre os trés niveis concentragdes (5 mg Kg!; 50 mg Kg'e 95 mg Kg™).
Recomenda-se valores de recuperagdo entre 80 a 110% para concentragdes do analito estudada
(BRASIL, 2003).

Pode ser observado que os valores de recuperagdo foram dentro das condigdes
recomendadas nas concentragdes de 50 mg Kg' e 95 mg Kg™!. O valor de recuperagdo na
concentragio 5 mg Kg' situou-se acima do que a literatura recomenda. Rodrigues, (2012),
aponta que a maioria dos farmacos apresentam a tendéncia de maiores valores de recuperagdao
do analito nos niveis de menor concentra¢do, decrescendo com o aumento do nivel de
concentracao.

Uma melhoria nas taxas de recuperagao poderia ser alcangada realizando-se etapas de
clean-up, frequentemente utilizado em trabalhos encontrados na literatura para o método
QuEChERS, sendo que essa etapa, provavelmente, ird proporcionar uma limpeza do extrato,

diminuindo os interferentes de uma matriz tdo complexa como a cama de aviario.
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Silva, (2019), desenvolveu e validou o estudo de um método por CLAE-FLU para
analise da enrofloxacina e ciprofloxacina em dejetos de poedeiras, considerando os parametros
de linearidade, seletividade, efeito matriz, precisdo, exatiddo, limite de detec¢dao e
quantificagdo, e robustez para os dois analitos, em que, o método apresentou linearidade,
seletividade e exatiddo adequada, com recuperagdes médias de 92,95% e 94,04% para
ciprofloxacina e enrofloxacina, respectivamente. Os LDs encontrados foram de 3,17 ug kg’
para ciprofloxacina e 3,33 pg kg™ para enrofloxacina, enquanto os LQs foram de 9,60 ug kg™
e 10,10 pg kg™!, para a ciprofloxacina e enrofloxacina, respectivamente. Considerando assim
que, o método com detecgdo por CLAE-FLU apresenta as caracteristicas de desempenho
necessarias, sendo adequado para a pesquisa de residuos dos dois fairmacos em dejetos de
poedeiras.

Pavani, (2011), em seu estudo de otimizagdo de um método para determinagdo de
antimicrobianos em cama de frango por CLAE-FLU, em que foram avaliados os parametros
cromatograficos referentes a resolucdo, eficiéncia, linearidade, e limites de deteccdo e
quantificacdo, obteve uma resposta linear entre 10 e 170 ng L' para as fluoroquinolonas
norfloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina, em um tempo de analise do método
cromatografico de 7,5 minutos. O método obteve a exatiddo, expressa como porcentagem de
recuperagio situada entre 140 e 170%, em amostras enriquecidas a 100 ng L}, e a precisdo

entre 3 e 17%. A identidade dos farmacos foi confirmada por espectrometria de massa.
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6 CONCLUSAO

Os resultados demonstram a eficiéncia do método proposto para recuperacao do farmaco
tetraciclina em cama de aviario. A técnica de extracdo QUEChERS foi selecionada para este
estudo dada a sua versatilidade, simplicidade, rapidez e baixo custo, tornando-se atrativa do
ponto de vista analitico, econdmico ¢ ambiental.

O delineamento composto central rotacional (DCCR) 23 para estudo da quantidade de
MgSO4 e NaCl, volume de H>O forneceu, dentro dos niveis estudados, a melhor opgao nos
valores de recuperagdo ao nivel de significancia de 95%, uma vez que, o modelo quadratico
ajustou-se satisfatoriamente aos dados, sugerindo que a melhor condi¢do para a recuperagdo da
tetraciclina em cama de avidrio foi MgSO4 = 2,96 g, NaCl = 1,02 g ¢ H,O = 9,57 mL, com
remocao prevista de 100,53%.

ApOs a otimizagao das variaveis que afetam o desempenho do método, a validagao foi
avaliada em termos de seletividade, linearidade, limites de detec¢do e quantificagdo, precisao e
exatiddo. O método apresentou linearidade, seletividade e exatidio adequada, com
recuperagoes médias de 99,3% do analito estudado. O valor obtido de limite de detecgao ¢ de
0,02 mg L! e de limite de quantificagdo de 0,06 mg L''. Uma melhoria nas taxas de recuperagio
poderia ser alcangada realizando-se etapas de clean-up, a fim de proporcionar uma limpeza do
extrato, diminuindo os interferentes de uma matriz tdo complexa como a cama de aviario.

A validagdo realizada permitiu considerar que o método QUEChERS analisado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de fluorescéncia (CLAE-FLU) ¢
satisfatorio e apresenta as caracteristicas de desempenho necessarias, sendo adequado para a
pesquisa de residuos de tetraciclina em cama de aviario.

Estes resultados promissores sugerem que o método QuEChERS pode ser
potencialmente Util para quantificar a tetraciclina, assim como outros farmacos, ndo s6 em
amostras de cama de frango, como também em outras matrizes ambientais. Para estudos futuros,
sugere-se a utilizacdo de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa afim de

identificacao e confirmagao do analito estudado.
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