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RESUMO

Os antibidticos sdo substancias quimicas que combatem ou inibem o
crescimento de organismos, sendo muito utilizados para o controle de certas
doencas de origem bacteriana. Faz-se necessario atestar a qualidade destes
produtos, uma vez que se torna cada vez mais crescente o seu uso. Além
disso, residuos de antibidticos podem permanecer em alimentos de origem
animal, acima de valores considerados seguros quando n&do séo respeitadas as
boas praticas veterinarias. Neste trabalho foram desenvolvidos e validados
métodos para a determinacdo de antibioticos em formulag¢des farmacéuticas e
em leite. No que diz respeito as formulacdes farmacéuticas foi desenvolvido um
procedimento de analises em fluxo com multicomutacdo baseado no conceito
de fluxo-batelada para a determinagdo espectrofotométrica de amoxicilina. O
procedimento foi baseado na reagdo da orto-nitroanilina diazotizada em meio
alcalino resultando em um sal de diazbnio e posterior acoplamento com a
amoxicilina para a reacdo de azo acoplamento. O médulo de analises foi
constituido por duas minibombas solendide, uma véalvula de estrangulamento e
trés valvulas solendide de trés vias, sendo os dispositivos ativos controlados
por um microcomputador equipado com uma interface PCL-711S, empregando
um programa escrito em linguagem QuickBASIC 4.5. As solucdes de amostras
e de reagentes foram introduzidas em uma camara de reacdo onde foi fixado
um LED (A=435 nm) usado como fonte luminosa e um fototransistor (Til78)
usado como detector. As solucdes de referéncia foram estudadas na faixa de
25 a 400 mg L™ de amoxicilina, com limite de deteccdo de 5,1 mg L™, desvio
padrdo relativo de 3,9% (n=10) e frequéncia de amostragem de 50
determina¢des por hora. Foi também desenvolvido um método para
determinacdo de amoxicilina, ampicilina, tetraciclina, oxitetraciclina e
cloranfenicol em amostras de leite, empregando o procedimento QUEChERS
para o preparo da amostra e de cromatografia liquida acoplada ao
espectrometro de massas no modo de ionizacédo electrospray (LC-ESI-MS)
para a identificacdo e quantificacdo. Foi utilizada uma coluna C;3 e a fase
movel foi composta de agua e metanol, com eluicdo por gradiente. O método

foi validado e aplicado para analises de amostras de leites integral e in natura
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provenientes da bacia leiteira do estado de Pernambuco. A linearidade da
curva analitica foi de 20,0 a 400,0 pug L™ para a tetraciclina e oxitetraciclina. A
partir de 2,0 g L™ até 12,0 ug L™ para amoxicilina e ampicilina e entre 0,3 e
1,3 ug L™ para o cloranfenicol. Os resultados do teste de recuperacéo variaram
na faixa de 83 a 92 %. Pbde-se observar que das dez diferentes marcas de
leite pasteurizado integral (tipo longa vida) analisados, em duas foram
registradas a presenca de amoxicilina e oxitetraciclina. Para as vinte e cinco
amostras de leite in natura, pode-se verificar a presenca de amoxicilina e
ampicilina em trés amostras de leite e a presenca de oxitetraciclina e
tetraciclina em mais duas amostras. Os valores de residuos de antibioticos
encontrados, em todas as amostras, estavam abaixo do LMR permitido pela

legislacao vigente.

Palavras chave: antibidticos, amoxicilina, multicomutacdo em fluxo, fluxo-

batelada, LC-ESI-MS, leite, preparacdes farmacéuticas
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ABSTRACT

Antibiotics are chemical compounds that fight or inhibit the growth of
other organisms and are widely used to control bacterial diseases. The
increased use of antibiotics in human health makes quality certification
necessary. In addition, antibiotics residues may remain in food of animal origin
above values considered safe, when non-compliant veterinary practice is met.
As a aid to evaluate compliance with safety standard values, news
methodologies have been developed and validated for the determination of
antibiotics in pharmaceutical formulations and in foods. In regards to
pharmaceutical formulations a multicommutated flow analysis method has been
developed based on the flow-batch concept for the spectrophotometric
determination of the amoxicillin. The method was based on the reaction of
diazotized ortho-nitroaniline in alkaline medium resulting in a diazonium salt and
subsequent coupling with amoxicillin for the azo coupling reaction. The flow
system consisted of two solenoid micro-pumps, a pinch valve and three three-
way solenoid valves. Control was performed by a computer equipped with a
PCL-711S interface, using a program written in QuickBASIC 4.5 language. The
solutions of samples and reagents were introduced into a reaction chamber
where a LED was used as light source (A = 435 nm) and a phototransistor
(Til78) as detector. Samples of pharmaceutical formulations were studied from
25 to 400 mg L™ amoxicillin, with a detection limit of 5.1 mg L*, a standard
deviation of 3.9% (n = 10) and sampling rate of 50 samples per hour. A method
for determination of amoxicillin, ampicillin, tetracycline, chloramphenicol and
oxytetracycline in milk samples was also developed. The procedure comprised
the QUEChERS method for sample preparation and liquid chromatography
coupled with mass spectrometry in electrospray ionization mode (LC-ESI-MS )
for identification and quantification of the compounds. The mobile phase
consisted of water and methanol with gradient elution. The method was
validated and applied to the analyses of samples of whole and fresh milk from
the Pernambuco state. The linearity of the analytical curve was from 20.0 to 400
mg L? to tetracycline and oxytetracycline; from 2.0 mg L™ to 12.0 mg L™ for
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amoxicillin and ampicillin; and, from 0.3 to 1.3 mg L™ for chloramphenicol.
Recovery results were found to be in the range of 83 to 92%. Two out of the
pasteurized whole milk tested samples (all tetrapak packaged) contained
amoxicillin and oxytetracycline. For the twenty-five samples of fresh milk, the
presence of ampicillin and amoxycillin was detected in three of the samples,
while tetracycline and oxytetracycline was obseved in other two. The amounts
of antibiotic residues found in all samples were below the current Brazilian
MRLs.

Keywords: antibiotics, amoxicillin, multicommutation flow analysis, flow-batch,

LC-ESI-MS, milk, pharmaceutical preparations.
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CAPITULO 1

Determinacdo de amoxicilina em formulacbes
farmacéuticas utilizando sistema de analises em

fluxo com multicomutacao e deteccao fotometrica
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1.1. INTRODUCAO

O setor farmacéutico vem crescendo de forma constante a cada ano, e
apenas em 2008 movimentou cerca de R$ 30.787 bilhdes tornando-se um dos
setores industriais mais importantes do mundo (CNQ, 2010).

O farmaco é definido como a substancia quimica ativa que apresenta
capacidade para efetivamente curar uma patologia (SILVA, 2008). Dentre os
farmacos, os antibioticos correspondem a maior e mais importante classe
utilizada na medicina humana e veterinaria. Os antibidticos séo metabdlitos,
desenvolvidos a partir de fungos, bactérias ou elementos sintéticos, que em
pequenas quantidades podem inibir a reproducdo ou destruir outros
microorganismos, portanto, sendo muito utilizados no combate a infeccdes
(MULLER, 2009). Podem ser classificados de acordo com alguns critérios
como mecanismo de agdo, estrutura quimica, espectro de atividade e fontes de
origem. (HARMAN, 1996). O primeiro antibidtico foi descoberto de forma
acidental, em 1928, pelo pesquisador inglés Alexander Fleming, que ao fazer
pesquisa com uma colbnia de bactérias, observou que o crescimento de
Staphylococcus aureus foi inibido pelo crescimento de fungos que
contaminaram uma placa de Petri. Mais adiante, isolando este tipo de fungo,
descobriu-se que era do género Penicillium, e a substancia produzida, tinha
efeito bactericida. A esta substancia deu-se o nome de penicilina (LIGON,
2004). Esta observacao revolucionou a medicina, tendo efeitos decisivos sobre
a saude humana e na expectativa de vida da populagédo. Hoje existem mais de
5000 tipos de antibidticos como os macrolideos, amoxicilinas, cefalosporinas,
tetraciclinas e aminoglicosideos.

O crescente aumento na producgdo e desenvolvimento destes farmacos
faz com que cada vez mais as industrias se preocupem em atestar a qualidade
destes produtos, tanto para o aperfeicoamento dos processos de producéo,
como para assegurar os padrbes de qualidade que garantem a eficacia e a
seguranca para a populagdo (MULLER, 2009). Desta forma, o0rgéos
regulatérios como Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e a
agéncia americana Food and Drug Administration (FDA —USA) determinam
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parametros e seus respectivos limites a serem adotados por industrias
farmacéuticas. A determinacdo de amoxicilina € importante, pois a sua
utilizacéo de forma generalizada leva a um risco potencial a saude humana e
animal, uma vez que a amoxicilina compartilha o potencial de toxicidade das
penicilinas, incluindo o risco de reacbes de hipersensibilidade a alguns
individuos (LI e LU, 2006). Para tanto, o uso de metodologias analiticas
confidveis é extremamente importante. Varias técnicas analiticas de detec¢ao
sdo utilizadas em analises de farmacos, dentre elas as baseadas na
espectrofotometria (SALEM, 2004; FATIBELLO-FILHO e VIEIRA, 2008),
quimiluminescéncia (LI e LU, 2006), fluorimetria (BEBAWY et al., 2003),
polarografia (GABER et al., 2003) e espectrometria de massa (LI et al., 2009).
Porém, segundo a Farmacopéia Americana (USP 31, 2008) a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (do inglés, High Performance Liquid Chromatography -
HPLC) € a técnica de separacdo mais utilizada nas industrias farmacéuticas.
Muitas vezes esta técnica ndo atende as necessidades das industrias, por ser
lenta, necessitar de reagentes de alto grau de pureza e ainda produzir
quantidades significativas de residuos téxicos.

Uma maneira de superar esses inconvenientes € buscar alternativas
para o controle de qualidade dos farmacos, que apresentem maior frequéncia
de amostragem, minimo preparo de amostra, baixo consumo de solventes e
menor geracao de residuos. Sob este aspecto a estratégia da analise em fluxo
baseada no processo de multicomutacdo (GARCIA e REIS, 2006) como
procedimento de insercdo de solugbes, se torna uma alternativa viavel, visto
que apresenta as vantagens descritas acima. A combinacdo do sistema de
analise em fluxo com multicomutacdo e deteccdo fotométrica permite a
determinacéo de farmacos em formulagfes farmacéuticas.

Assim, neste trabalho foi desenvolvida uma metodologia analitica para
a determinacdo de amoxicilina utilizando um sistema de analises em fluxo
baseado no processo de multicomutacdo, reacdo de azo acoplamento e
deteccdo fotométrica. O sistema foi desenvolvido de modo a diminuir o
consumo de reagentes, aumentar a frequéncia de amostragem, minimizar a

manipulag¢do analitica e consequentemente 0s erros operacionais.
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1.2. FUNDAMENTOS TEORICOS

1.2.1. Antibiéticos B-lactamicos

Antibioticos sdo compostos polares, ndo volateis e, devido a suas
estruturas quimicas, podem promover reacdes de alta complexidade. Para uma
boa eficAcia o antibidtico precisa atingir o seu alvo e ligar-se a ele, porém
muitas vezes isso ndo é possivel, devido a resisténcia bacteriana (HARMAN,
1996). As bactérias podem tornar-se resistentes devido a varios fatores, como
0 uso abusivo e muitas vezes erréneo.

Por volta de 1950, a familia de antibioticos p-lactamicos consistia em
dois compostos com espectro de acéo limitado: a penicilina G e a penicilina V.
O desenvolvimento de novas penicilinas, com espectro de acdo mais amplo, foi
conseguido pela modificagdo da cadeia lateral da molécula. Reacdes de
fermentacdo foram as primeiras experiéncias efetuadas, ndo se conseguindo
grande diversidade de compostos. Mais tarde, por sintese e isolamento da p-
aminobenzilpenicilina, foi possivel obter outra molécula, o acido 6-
aminopenicilanico (6-APA) (Figura 1.1), que em 1960 deu origem a producéo
dos B-lactamicos semi-sintéticos (ROLINSON e GEDDES, 2007). A descoberta

deste composto foi o ponto de partida para o crescimento da familia das

penicilinas.
HalN -
N—5 _CH,
1 2
y N-._/ CHs
0
A==

Figura 1.1. Estrutura molecular do acido 6-aminopenicilanico (6-APA).
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1.2.1.1. Penicilinas

Mais de 40 tipos de penicilinas estdo identificadas atualmente, algumas
naturais outras semi-sintéticas. O nucleo 6—APA (Figura 1.1) esta presente em
todas as penicilinas, sendo o responsavel pela atividade destes compostos.
Este nucleo é composto por um anel de cinco membros denominado de
tiazolidinico e por um anel de quatro membros chamado de B-lactamico, ao
qual esta ligado um grupo amina que inicia a cadeia lateral nas penicilinas
(Figura 1.2).

© MH
\II- _["---Sx . PH:l
; N /S CH
T N 3
D/’"
A0
HO

Figura 1.2. Estrutura geral das penicilinas.

A cadeia lateral R presente na estrutura das penicilinas esta relacionada
com a classificacdo e determina muitas das caracteristicas antibacterianas e
farmacoldgicas, como também a origem do nome da penicilina como pode ser
visto na Tabela 1.1. O grupo carboxilico presente, confere natureza acida a
todas as penicilinas. Porém, as aminopenicilinas possuem um grupo amina
bésico, tornando a molécula anfotérica. A existéncia do anel B-lactamico em
todas as penicilinas naturais ou semi-sintéticas é responsavel pela designacao

geral destes antibiéticos em antibidticos beta-lactamicos (FREITAS, 2008).
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Tabela 1.1. Classificagdo das penicilinas mais comuns de acordo com o radical R

_Radical R Designacao da Penicilina
Amoxicilina
HO CH——
L
/ \ Ampicilina
[
— NH,
/ \ Penicilina G
CHZ_
Penicilina V
O——CH,

As penicilinas semi-sintéticas sao antibidticos de largo espectro,
resistentes a baixos pH e podem ser administradas por via oral. Este grupo é
ativo contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (GOODMAN e GILMAN,
2003). No entanto, sdo susceptiveis a perder atividade por acdo de enzimas [3-
lactamases, o que implica na utilizagdo de inibidores dessas enzimas para
acompanhar a administracdo das aminopenicilinas. Para a producéo das
penicilinas semi-sintéticas, o nucleo 6-APA é acilado por condensacdo com
varios compostos, de acordo com a penicilina que se deseja obter. Apos a
administracao, as penicilinas se distribuem pelos fluidos intersticiais, através da
corrente sanguinea. A entrada das moléculas do antibiético na célula é mais
eficaz quando existe inflamag&o, pois nestes casos, a permeabilidade das
membranas das células aumenta. O tempo de vida deste farmaco, dura cerca

de 30 a 90 minutos e é facilmente eliminado por via urinaria (SOUSA, 2006).

1.2.1.2. Amoxicilina

ApoOs o desenvolvimento das penicilinas, estudos demonstraram que a
introducé@o de um grupo hidroxila (OH) na cadeia lateral aumentava a absorcao

do composto por via gastrointestinal, dando origem entdo a amoxicilina.
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A amoxicilina € um antibidtico B-lactamico semi-sintético que faz parte da

classe das penicilinas (Figura 1.3).

NH,

O i

Al

HO™ h\hff © J/:L,‘% CH"J.
0

Figura 1.3. Estrutura da amoxicilina

Trata-se de uma penicilina derivada da ampicilina, a qual é inativada por
B-lactamases, sendo entdo sensivel a microorganismos produtores de
penicilases (CAIAFFA et al., 2002). Possui caracteristica 4cido - resistente e
amplo campo de acdo, atua contra bactérias gram-positivas e gram-negativas
(SALEM e GAMAL, 2002). Normalmente, esse tipo de antibiético € muito
utilizado para tratar infeccdo intestinal, urinaria e respiratéria (GILMAN e
GOODMAN, 1995). No entanto, o seu emprego difundido e intenso conduz a
um risco potencial, uma vez que a amoxicilina compartiiha o poder de
toxicidade das penicilinas, incluindo o risco de reagcdes de hipersensibilidade a
alguns individuos (LI e LU, 2006).

A amoxicilina foi projetada para uso oral e atua por inibicdo da producao
de proteinas da parede celular bacteriana. Apresenta-se como p6 branco, de
odor levemente aromatico e gosto amargo. Possui peso molecular igual a 365,1
g.mol™, sendo pouco solivel em agua (DOLLERY, 1991). A sua concentracéo
méxima é atingida ao fim de duas horas, mas apesar de uma boa absorcéo,
grande parte é excretada em sua forma ativa. ApOs administracdo, a
amoxicilina distribui-se facilmente pelos tecidos organicos e apenas 19 a 33 %
da fracdo absorvida € metabolizada pela hidrélise do anel B-lactamico com
formacdo do &cido amoxicildico, que é responsavel pela maioria das reacdes
alérgicas. Apesar do risco potencial a satde humana, o acido amoxiciléico ndo

se encontra incluido no LMR (Limite Maximo de Residuo) da amoxicilina.
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1.2.2. Reacé&o de azo acoplamento

A reacdo de diazotacdo ocorre entre aminas e o 4cido nitroso, via ion
nitrosonio, produzindo sais de diazénio (Ar-N=N, Ar-N-N). Esses sais reagem
com compostos aromaticos e fendis dando origem aos azo compostos,

conforme mostrado no Figura 1.4 .

OH

NG, NO,
NH,
]
NaNO,/HCI N2
—_—
HC——CONH s CHs
NH, CHs
N
gH
o COOH
NO, g [eX N
" : : N_N©
R
H
R = ——C——CONH S CH3
| h
NH CH3
/ §
o COOH

Figura 1.4. Reacdo de diazo acoplamento entre amoxicilina e orto-nitronilina

Essa substituicdo aromatica eletrofiica € chamada de reacdo de
acoplamento azo (SOLOMONS, 1996). Os sais de diazbnio, nessas reacoes,
sob o ponto de vista industrial, s&o componentes primarios enquanto as aminas
e os fendis sdo componentes secundarios. Através de estudos cinéticos pode-
se observar que as reacbes de acoplamento se processam por meio de um
ataque eletrofilico ao derivado aromatico, proporcionado pelo sal de diazbénio.
Esse sal ndo é um reagente eletrofilico forte, portanto, o nicleo aromatico deve
ser bem reativo (SOLOMONS, 1996).
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O acoplamento entre os sais de diazdnio e os fendis se processa com
maior velocidade em solugdes ligeiramente alcalinas. O meio tem dupla funcéo:
em primeiro lugar, transforma o fenol no anion fenéxido, que € um reagente
eletrofilico mais poderoso; em segundo lugar, o0 meio alcalino possibilita a
dissolucéo do fenol no meio reacional, facilitando a reacao. Por outro lado, em
meio fortemente alcalino, o sal de diazonio se transforma no arildiazotato,
impedindo o acoplamento. J& o acoplamento com aminas aromaticas terciarias
se processa em meio fracamente acido, pois a espécie que reage € a amina
livre, ao invés do ion amonio, que € um desativador dos nucleos aromaticos
(SOLOMONS, 1996).

Os azo compostos sdo, em geral, intensamente coloridos, pois a ligacéo
azo (-N=N-) provoca a conjugacéo de dois anéis aromaticos. Esta conjugacéo
forma elétrons 1 deslocalizados possibilitando a absor¢cdo de radiacdo na
regido do visivel (SOLOMONS, 1996). Os compostos azo, por possuirem cores
intensas, e por serem sintetizados a partir de outros compostos de baixo custo,

sao muito utilizados como corantes.

1.2.3. Métodos automaticos de analises quimicas

Analises quimicas realizadas por procedimentos manuais, geralmente
sao trabalhosas, lentas e consomem grande quantidade de amostras e
reagentes. A necessidade de melhorar as analises quimicas, com o intuito de
superar os inconvenientes citados acima, impulsionou o desenvolvimento e
implementacdo de novos métodos de analises.

Os meétodos automaticos de analises tém encontrado aplicacbes em
diversas areas, como na andlise clinica, ambiental, farmacéutica e alimentar. O
seu uso difundido conduziu a utilizacdo cada vez mais generalizada de
expressdes como automacgdo, automatizagdo entre outras. Estes métodos
surgiram com o intuito de criar meios de substituir uma ou varias operacoes
manuais por operagdes com quase nenhuma intervencdo humana, porém na
quimica analitica, a sua definicdo é mais apropriada. Segundo GUIBAULT e

HJELN, 1998 a automacé&o ou automatizacao, € o uso de dispositivos
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instrumentais e mecanicos para substituir, refinar, estender ou complementar o
esfor¢co humano na execucdo de um processo onde pelo menos uma operagéo
principal é controlada sem intervengdo humana até ocorrer uma repeticdo. As
analises automaticas podem ser classificadas em trés grupos conforme o
processamento da amostra: analisador automatico em batelada , analisador
automético robotizado , analisador automatico em fluxo

O analisador automatico em batelada foi proposto ha mais de 90 anos
(ZIEGEL, 1914), sendo este o pioneiro da analise automatica. Estes realizam
de forma descontinua ou discreta, um conjunto de opera¢gdes mecanizadas,
com o auxilio de dispositivos instrumentais. A vantagem desses analisadores é
que se pode controlar o equilibrio quimico e fisico das reacdes, explorando a
maxima sensibilidade dos sistemas quimicos principalmente dos que envolvem
reacoes de cinética lenta. Porém, estes analisadores sdo considerados caros e
de complexa manutencdo. O analisador automatico robotizado faz uso de um
robd, capaz de executar uma série de operagbes programadas. Porém séo
mais caros e apresentam uma manutencédo mais complexa do que o analisador
automatico em batelada. Os analisadores automaticos em fluxo superam as
desvantagens dos analisadores citados acima. Estes sdo fundamentados na
metodologia de “Analise em Fluxo” que se baseia na introducdo e
processamento de amostras e reagentes em fluxo. Os analisadores

automaticos em fluxo podem ser classificados em diferentes grupos:

* Analise em Fluxo Continuo;

* Analise por Injecdo em Fluxo;

* Analise em Fluxo Monossegmentado;
* Andlise por Injecdo Sequencial;

* Analise em Fluxo com Multicomutagéo
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1.2.3.1. Analise em fluxo continuo

Analise em fluxo continuo (do inglés: Continuous Flow Analysis — CFA)
foi introduzido em 1957 por (SKEEGS, 1957). Neste analisador a amostra é
bombeada em direcdo ao detector formando varios segmentos limitados por
bolhas de ar, a cada segmento sdo introduzidos os reagentes que também sdo
bombeados continuamente. As bolhas séo retiradas do sistema com o auxilio
de um desborbulhador antes de atingir o sistema de detecgdo. A mistura entre
amostra e reagente nos segmentos ocorre até que se tenha atingido os
equilibrios fisicos e quimicos entre eles, fazendo com que as analises com

esses tipos de analisadores se tornem lentas.

1.2.3.2. Analise por injecdo em fluxo

A andlise por injecao em fluxo (do inglés: Flow Injection Analysis - FIA),
teve sua origem em 1975 por J. Ruzicka e E. Hansen. Tem como conceito
basico a introducdo da solucdo da amostra em um fluido carregador, sem
segmentacdo que a transporta para o detector gerando um sinal transiente
(REIS, et al.,, 1989). As condicbes de reacdes neste sistema podem ser
facilmente controladas e repetidas. Apresentam como vantagens baixo
consumo de amostra, alta frequéncia de amostragem além da diminuicdo do
risco de contaminagcdo, uma vez que as reacdes quimicas ocorrem em um
ambiente fechado (RUZICKA e HANSEN, 1975).

O sistema FIA permite a implementacdo de procedimentos analiticos
automaticos baseados nos métodos convencionais. Esse sistema pode ser
caracterizado pela indicacao do tipo de fluxo (ndo segmentado) e pela forma
como a amostra € introduzida (aspiracdo ou injecdo). O FIA se difundiu de
forma muito rapida e a grande aceitacdo deve-se principalmente a simplicidade
da instrumentacdo e a versatilidade possibilitando a implementacdo de
procedimentos analiticos automaticos, utilizando instrumentos de baixo custo
(RUZICKA e HANSEN, 1975).

10
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No primeiro trabalho utilizando o FIA, o dispositivo para injecdo da
amostra e reagente foi uma seringa hipodérmica, mais adiante foi utilizado um
injetor de pressao que empregava seringa sem agulha (RUZICKA e HANSEN,
1975). Desde a sua origem, o FIA vem passando por grande evolucdo
agregando dispositivos de insercdo de amostra e reagente e controle por

software, tornando cada vez mais um eficiente sistema de andlise.

1.2.3.3. Analise em fluxo monossegmentado

Em 1984 o primeiro analisador empregando a técnica de Analise em
Fluxo Monossegmentado (do inglés: Monosegmented Flow Analysis — MSFA)
foi desenvolvido por (PASQUINI e OLIVEIRA, 1985). Esses analisadores
reunem as caracteristicas favoraveis dos analisadores FIA e CFA. Séo
baseados na insercdo da zona da amostra entre duas bolhas de ar, porém em
um unico segmento. As bolhas minimizam a dispersdo da zona da amostra,
impedem a intercontaminagdo das amostras além de permitir longos tempos de
residéncia, garantindo o compromisso entre os equilibrios fisicos e quimicos e

uma boa velocidade analitica.

1.2.3.4. Analise por injecéo sequencial

Ruzicka e Marshall propuseram uma outra modalidade de analises em
fluxo, a Andlise por Injecdo Sequencial (do inglés: Sequential Injection Analysis
— SIA) (RUZICKA e MARSHALL, 1990). Neste analisador, aliquotas da amostra
e de reagente (s) sdo aspiradas sequencialmente para uma bobina de
armazenamento utilizando uma valvula de distribuicdo com varios canais de
entrada e um de saida. Apoés a aspiracdo, a direcdo do fluxo é invertida e a
amostra e o (s) reagente (s) sdo bombeados primeiro para um reator localizado
no canal de saida da valvula e depois para o detector conectado ao reator. O
SIA diferencia dos demais analisadores por ser bastante robusto e versatil na

11
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execucdo de procedimentos analiticos. Porém, quando comparados aos

analisadores FIA apresentam baixa frequéncia de amostragem.

1.2.3.5. Analise por injecdo em fluxo com

multicomutacéo

A multicomutacdo em andlise por injecdo em fluxo (do inglés,
multicommuted flow injection analysis - MCFIA) foi proposta por REIS et al.,
1994, como uma alternativa aos sistemas de injecdo manual. A multicomutacao
permitiu a introdugcdo de um novo conceito de inser¢cdo de amostras e
reagentes, designado por amostragem binaria (ROCHA et al.,, 2002), que
consiste na insercdo de pequenas fracbes das solucdes da amostra e do
reagente de forma alternada no percurso analitico, como esta ilustrado na
Figura 1.5, resultando assim em melhor homogeneizacdo das solugbes
(KRONKA et al., 1997).

a) Cs

i

R AR A

b) Cs

RARARARA
c) Cs

Figura 1.5. Processo de multicomutacdo em fluxo.

Observe que em todas as figuras o volume total de cada solucdo é o
mesmo. Na Figura 1.5a, apenas uma interface de mistura é gerada, na Figura
1.5b, manteve-se o volume total e foram inseridos duas aliquotas de solucdes
de amostra e outras duas de solucdes de reagentes, totalizando trés interfaces
de mistura. J& na Figura 1.5c, as aliquotas foram menores, obteve-se sete

interfaces de mistura e a homogeneizacéao das solucdes foi mais eficiente. Esta

12
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estratégia s6 é possivel gracas ao uso de dispositivos eletronicos de insercéo
de solugbes de amostra e reagentes.

Quando a reacdo quimica é lenta, deve-se aumentar o intervalo de
tempo de residéncia da zona da amostra no percurso analitico. Um dos
recursos usados para esta finalidade € a técnica de parada de fluxo (stopped
flow) (REIS et al., 1989).

No processo de multicomutagdo, a implementacdo da amostragem
binaria, € constituida por um conjunto de valvulas solendides de trés vias ou
mini-bombas solendides, que sdo controladas por computador, podendo ser
inseridos volumes iguais ou diferentes de amostras e reagente (s), dependendo
do seu tempo de comutagcdo. O software de controle e aquisicdo dos dados
pode ser escrito em diferentes linguagens, tais como Visual Basic, LabView e
QuickBasic 4.5. O programa €& desenvolvido em funcdo do procedimento
analitico, podendo alterar as condi¢cfes de funcionamento do médulo de anélise
sem mudar sua estrutura fisica.

O processo de multicomutacdo tem se associado a diversas técnicas de
deteccdo, como as baseadas na espectrometria de emissdo atbmica
(MIRANDA et al., 2002), as de fluorescéncia atdbmica (RODENAS-TORRALBA
et al., 2005) e técnicas potenciométricas (PAIM et al., 2002), porém, a mais
utiizada é a espectrofotometria UV-Vis (LAVORANTE et al.,, 2006). A
viabilidade desse processo foi demonstrada através de varios trabalhos, como
0 de KRONKA et al. (1996) que utilizaram um sistema multicomutado com
amostragem binaria para determinacdo de amoénia e fosfato em plantas. O
sistema empregou valvulas solendide de trés vias controladas por computador.
As determinacdes foram baseadas nos métodos do azul de molibdénio e azul
de indofenol. O método apresentou frequéncia de amostragem de 80
determinacdes por hora e volume do reagente menor que 200 pL. O método
mostrou ser versatil, visto que a reacdo para determinacdo de orto-fosfato
ocorre em meio acido e a reagcdo com amonio em meio alcalino, podendo entéo
determinar os dois analitos de forma sequencial compartilhando o mesmo
percurso analitico. Outra utilizacdo do processo de multicomutagdo foi
evidenciada no trabalho de ROCHA et al. (1998) que propuseram um sistema

13
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multicomutado com deteccdo espectrofotométrica para determinacédo de calcio
em amostras de plantas, aguas, comprimidos anti acidos e fertilizantes. O
modulo de analises empregou valvulas solendide de trés vias. A faixa linear foi
de 0,250 a 1000 mg L™ de célcio. O consumo do reagente foi 0,27 pg (3,3 — bis
[N,N — bis (carboximetil) aminometil] — o — cresolfitaleina) por determinacao.

A determinacao espectrofotométrica de boro em plantas foi realizada por
TUMANG et al. (1998). Um sistema com retencdo da zona de amostra foi
implementado baseando-se na estratégia de multicomutacdo. Este sistema
permitiu um incremento no tempo de residéncia da amostra garantindo
aumento de sensibilidade em reacdes lentas. Nesta proposta o modulo de
andlises propiciou o uso de trés zonas de amostra que eram geradas
sequencialmente e apdés um tempo de residéncia eram levadas ao sistema de
deteccdo. O consumo do reagente (Azometina — H) foi de 0,5 mg por
determinacao, com frequéncia de amostragem de 35 determinac¢des por hora.
A faixa linear de concentracéo foi de 0,25 a 6,0 mg L™ de boro. Utilizando a
deteccdo potenciométrica, MARTELLI et al. (1999) propuseram um sistema
para titular amostras acidas, como vinagre, soda limonada, isotbnicos e sucos
de laranja natural e industrializado. Neste sistema foi implementado o conceito
de procura binaria, onde aliquotas cada vez menores do titulante eram
adicionadas em funcédo do sinal analitico gerado por um eletrodo de pH. Os
resultados foram comparados com titulacées convencionais, ndo apresentando
diferenca significativa a nivel de confianga de 95 %.

FERNANDES e REIS (2006) apresentaram um método baseado em
multicomutacdo em fluxo para a determinacéo de acido tartarico em vinho tinto,
empregando a reacdo com vanadato de sodio. As amostras de vinho foram
analisadas sem nenhum tratamento prévio. O método de validagdo empregado
foi o método oficial da OIV, ndo existindo diferenca significativa entre os
resultados.

O processo de multicomutacdo em fluxo foi utilizado por LAVORANTE
et al. (2006) para a determinacdo de paracetamol em formulacdes
farmacéuticas. O método foi baseado na reacdo do paracetamol com
hipoclorito de sddio formando N — acetil — p — benzoquinonamina, que reage

14
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com o salicilato de sédio em meio alcalino, produzindo o corante azul indofenol
que foi medido em 640 nm. O sistema em fluxo foi desenvolvido empregando
quatro valvulas solendide de estrangulamento e duas mini-bombas solendide.
Para avaliar a exatiddo do método, as amostras foram também analisadas pelo
meétodo de referéncia da AOAC. Nao foi observada diferenca significativa entre
os resultados a um nivel de 95 % de confianga. A faixa linear foi de 5,0 a 12,0
mg L™, a frequéncia de amostragem foi de 60 determinacdes por hora, o limite
de deteccdo foi de 0,4 mg L™ e o consumo de reagente hipoclorito de sédio de
1,28 mg e 6,4 mg de salicilato de sédio por determinacéao.

Mais recentemente, SIXTO e KNOCHEN (2009) desenvolveram um
método para a determinacdo de glicose em mel baseado na multicomutacdo
em fluxo com deteccao espectrofotométrica a 505 nm. O método é baseado na
reacdo de oxidacdo da glicose oxidase imobilizada (método de Trinder). A
curva analitica foi linear até 0,14 g L™. Para a validacdo do método, foram
analisadas oito amostras comerciais também analisadas pelo método de
referencia da AOAC. Os resultados obtidos com o método proposto foram
concordantes com os obtidos pelo método oficial ao nivel de confianca de 95
%.

1.2.4. Sistema de deteccao utilizando LED

Alguns autores tém construido fotbmetros utilizando diodos emissores
de luz (do inglés, Light Emitting Diode - LED) como fonte de radiacéo
(LAVORANTE et al., 2007). Os LEDs possibiltam o desenvolvimento de
fotdmetros portateis com alto desempenho e baixo custo (PIRES et al., 2007).

Os diodos emissores de luz (LEDs) sdo muito utilizados como
indicadores de painéis e mostradores display de instrumentos. A emissao de
radiacdo em comprimentos de onda distintos de acordo com a aplicacdo, bem
como uma largura espectral na ordem de 30 nm aponta as suas principais
caracteristicas, fazendo com que tenha um crescente uso na instrumentacao
analitica (DASGUPTA et al., 1993).
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A eletroluminescéncia € o fendmeno que faz com que os LEDs emitam
radiagdo em varios comprimentos de onda em func¢do do material semicondutor
(BOYLESTAD e NASHELSKY, 1972). Os LEDs mais utilizados para
instrumentacdo analitica sdo os de cores azul, verde e vermelho com seus
respectivos Amax de 435, 565 e 655 nm. Observa-se que estes LEDs
compreendem praticamente a toda faixa do visivel. A escolha de LEDs como
fonte de radiagdo para o desenvolvimento de procedimentos analiticos é
atrativo devido ao seu pequeno tamanho, baixo custo, alta estabilidade de
emissao de radiacdo e tempo de vida longo. Devido a estas particularidades,
equipamentos portateis utilizando LED como fonte de radiagdo vém sendo
projetados principalmente no campo da fotometria (DASGUPTA et al., 2003).

Fotdbmetros portateis empregando LED como fonte de radiacdo podem
ser encontrados na literatura, apresentando excelente resposta. ROCHA et al.
(2004) desenvolveram um sistema baseado em fotdmetro de LED acoplado a
sistemas de analises em fluxo para pré-concentracdo em linha de cations e
anions e sua posterior deteccdo. Nesse sistema, os analitos eram inseridos em
colunas onde a retencdo serial era feita. A eluicdo das colunas era feita de
forma sequencial e valvulas solendide eram responsaveis pela inser¢cdo dos
reagentes na zona de amostra. Pode-se observar que em 90 segundos de pré-
concentracdo obteve-se uma frequéncia de amostragem de 40 determinacdes
por hora. O limite de deteccdo foi de 1,0 pg L™ para as duas espécies
determinadas e o consumo de reagente foi de 2,0 mg por determinacao.

Outra aplicacdo foi proposta por JERONIMO et al. (2004), que
desenvolveram detectores 6ticos com uma solucdo do reagente 4 — (2 —
piridilazo) resorcinol imobilizado em filmes. O sensor quimico foi complexado
com Cu (Il) na proporcdo de 2:1, e um LED bicolor (verde/vermelho) foi
utilizado como fonte de radiacdo. O limite de deteccéo foi de 3,0 pg L™ com
uma frequéncia de amostragem de 14 amostras por hora. Os resultados foram
comparados com os obtidos por ICP-MS nédo havendo diferenca significativa
em nivel de 95 % de confianca.

BORGES et al. (2006) desenvolveram um sistema em fluxo para

determinacao de etanol em vinho com deteccédo por gota pendente, sem 0 uso
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de reagente cromogénico. Foi proposto um sistema fotométrico baseado em
LED infravermelho, onde o tamanho da gota era proporcional a concentracdo
de etanol na amostra, evitando assim possiveis interferéncias quando se
trabalha com amostras coloridas. O limite de deteccao foi de 0,05 mol L™, com
desvio padrdo da ordem de 2,5 % e frequéncia de amostragem de 25
determinacdes por hora.

Um procedimento automético para titulacdo fotométrica de acidez em
vinho tinto foi desenvolvido (GARCIA e REIS, 2006). O procedimento
empregou a multicomutacdo com base na abordagem do fluxo-batelada. A
deteccdo fotométrica foi realizada utilizando um fotémetro baseado em LED.
Com o intuito de formar uma unidade compacta e de pequeno porte, 0
dispositivo de mistura, o LED e o fotodetector foram anexados a camara de
titulacdo. O sistema em fluxo era composto de um injetor automatico e valvulas
solendide de trés vias, que eram controladas por um computador através de
uma interface eletronica. Os resultados das analises das amostras de vinho
foram comparados com os resultados do método de referéncia da AOAC, nao
sendo observada diferenca significativa no nivel de confianca de 95 %.

LAVORANTE et al. (2007) desenvolveram um sistema automatico
baseado na multicomutacdo em fluxo para a determinacdo fotométrica de
tensoativos anibnicos e catidbnicos em amostras de agua. O sistema foi
projetado utilizando duas mini-bombas solendides e seis valvulas de
estrangulamento (conhecidas como valvulas “pinch”). Foi adaptado ao sistema
um fotdbmetro que utilizou um fotodiodo como detector e dois LEDs, com
emissdo em 470 nm (azul) e 650 nm (vermelho) como fontes de radiacdo. O
procedimento para a determinacdo de tensoativos anibnicos foi baseado na
reagdo de substituicdo de laranja de metila pelo tensoativo anidnico
dodecilbenzeno sulfonato de sodio (DBS), formando um par ibnico com o
cloreto de cetil piridinio (CPC). Para a determinacéo de surfactantes catiénicos,
o procedimento foi baseado na formacdo do complexo ternario entre o
surfactante catiénico, Fe(lll) e cromazurol-S (CAS) utilizando como referéncia a
solugdo padrao de CPC. A frequéncia de amostragem para os dois
procedimentos foi de 60 determinac¢des por hora. O consumo dos reagentes foi
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de 7,8 ug de laranja de metila, 8,2 ug de CPC, 37,2 ug de CAS e 21,6 ug de Fe
(Il1) por determinac&o. Foram analisadas amostras de agua de rio e o teste t foi
aplicado entre os resultados encontrados e os obtidos utilizando procedimentos
de referéncia para os dois tipos de surfactante, ndo encontrando diferenca
significativa ao nivel de confianca de 95 %.

GAIAO et al. (2008) desenvolveram um fotdmetro microcontrolado,
portatil e de baixo custo. Como fonte de radiacdo, foi utilizado um LED que
emite radiacdo no infravermelho proximo (NIR), um fotoresistor de PbSe com
detector de infravermelho e um microcontrolador como unidade de controle. O
sistema de detecgcdo foi composto por um termoresistor e um resfriamento
termoelétrico para controlar a temperatura do detector e manter niveis baixos
de ruido. Como seus componentes sao de facil aquisicdo e de baixo custo, o
fotbmetro LED NIR é uma alternativa econdmica para analises quimicas de
pequena rotina, pesquisa e laboratérios de ensino. O instrumento foi aplicado

com sucesso ha verificagcao de adulteragées em gasolina.

1.2.5. Determinacao de antibidticos em sistemas em

fluxo

A determinacdo de antibidticos, utilizando metodologias analiticas sera
apresentada a seguir, de modo a ser feito um breve historico apresentando
trabalhos publicados que estao relacionados a tematica em estudo.

Dentre estes trabalhos merece destaque o estudo de ZISIMOPOULOS
et al. (2009) utilizaram um método de injecdo em fluxo com deteccdo por
quimiluminescéncia para a determinacéo de acido mefenamico em formulagées
farmacéuticas. A deteccéo indireta € baseada nas emissdes geradas durante a
oxidacdo do pirogalol ou luminol, com excesso de periodato que permanece
apos a oxidacédo do acido mefenamico. O método permitiu deteccdo em niveis
de pg L*, a reprodutibilidade, expressa pelo desvio padréo relativo (RSD), foi
abaixo de 5,0%.

Utilizando analises em fluxo com deteccdo espectrofotométrica
explorando zonas coalescentes (do inglés, merging zones) foi determinado
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azitromicina em formulacdes farmacéuticas (RUFINO et al., 2008). O método
foi baseado na reacdo de azitromicina com tetracloro-p-benzoquinona (p-
cloranil) acelerado por peréxido de hidrogénio, produzindo um composto de cor
purpura com deteccdo em 540 nm. Os resultados estavam em concordancia
com os obtidos pelo método comparativo a 95 % de confianca.

Um método para determinacdo de amoxicilina em farmacos foi
desenvolvido por ALTIOKKA et al. (2007), que utilizaram a andlise por injecao
em fluxo com deteccdo a 228 nm em conjunto com a detecc¢ao potenciométrica
e condutimétrica.

O desvio padréao relativo (RSD) foi menor que 2,0 % para os trés
métodos estudados.

Um sistema de analise por injecdo sequencial (SIA) foi desenvolvido por
MAKCHIT et al. (2006), para a determinacdo de cefadroxil em formulacbes
farmacéuticas. A metodologia foi baseada no produto vermelho formado pela
reacdo do cefadroxil com 4-aminoantipirina na presenca de hexacianoferrato
(1) de potassio a 510 nm. A lei de Beer foi obedecida na faixa de concentracao
del1al10mgL™e 10 a 50 mg L™ O desvio padrdo relativo foi menor que 2,0 %
e os limites de deteccdo e quantificacdo foram 0,17 mg L™ e 0,56 mg L™,
respectivamente. A frequéncia de amostragem foi de 100 determinac¢des por
hora. Os resultados obtidos estavam em concordancia com aqueles obtidos
pelo método oficial HPLC em um nivel de confianca de 95 %.

A determinacdo de seis antibiéticos B-lactamicos foi realizada por LI e
LU, (2006) que utilizaram um sistema de injecdo em fluxo com detecgéo por
quimiluminescéncia. O sinal foi gerado quando o antibiotico foi injetado em um
fluxo de permanganato de potassio (KMnO,4) com luminol em meio alcalino. Os
desvios padrdes relativos em 11 medicOes repetidas foram menores que 2,0 %
para os seis antibioticos. O método foi aplicado com sucesso em formulacdes
farmacéuticas.

Prosseguindo os estudos, LI e YANG, (2006) desenvolveram um método
espectrofotométrico baseado em uma reacdo de substituicdo nucleofilica

produzindo um composto rosa pela reagdo da amoxicilina com 1,2-
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naftoquinona-4-sulfonato de sédio em uma solucdo tampéo a pH 9,0. A lei de
Beer foi obedecida na faixa de 0,8 a 120 ug mL™, o limite de deteccéo de 2,0
ng mL? e recuperacdo média superior a 98,5 %. Os resultados obtidos
estavam de acordo com o método oficial HPLC.

Pode-se observar que nao foram encontrados trabalhos na literatura
para determinacdo de antibidticos que abordem a reagdo organica de azo
acoplamento em sistemas de analises em fluxo.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de
uma metodologia analitica para a determinacdo de amoxicilina utilizando um
sistema de analises em fluxo baseado na estratégia de multicomutacéo, reacao

de acoplamento azo e detecgéo fotomeétrica.
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1.3. OBJETIVOS

1.3.1. Objetivos Gerais

Desenvolver uma metodologia para determinacdo de amoxicilina em
formulagbes farmacéuticas, empregando a reacao de acoplamento azo em um

sistema de multicomutacédo em fluxo com deteccéo fotométrica.

1.3.2. Objetivos Especificos

= Desenvolver e otimizar o0 médulo de analises empregando o sistema
MCFIA e o programa para controle e aquisicdo de dados;

= Avaliar as figuras de mérito do procedimento proposto;

= Comparar o desempenho analitico do procedimento proposto com o
meétodo de referéncia,

= Aplicar a metodologia em amostras reais.
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1.4. EXPERIMENTAL

1.4.1. Reagentes e soluc¢bes

Todas as solugbes foram preparadas com reagentes de grau analitico e
agua purificada (resistividade 18 MQ cm™) obtida pelo sistema de purificacéo
de agua Mili-Q (Millipore, USA). As amostras e solu¢cdes foram estocadas em
frascos ambar.

A solucéio 1,5 mol L™ de hidréxido de sédio foi preparada dissolvendo-se
15,0 g do NaOH (Merck) em 250 mL de agua.

A solucéo de 3,0 % (m/v) de nitrito de sodio foi preparada dissolvendo-se
6,0 g do sal (Merck) em 200 mL de agua.

A solucdo 0,75 mol L™ de &cido cloridrico foi preparada transferindo-se
uma aliquota de 37,0 mL do acido concentrado (Merck) com grau de pureza de
32,0 %, para 500 mL de agua.

A solucdo 1,0 mg mL™ de orto-nitroanilina foi preparada, dissolvendo-se
200 mg da orto-nitroanilina (Fluka) em 1,5 mL de solucdo 0,75 mol L™ de HCI.
Apés dissolugéo o volume foi completado para 200 mL com agua.

A solucdo padrdo estoque 1000 mg L™ de amoxicilina foi preparada
dissolvendo-se 100 mg de amoxicilina (Sigma) em 100 mL de agua. Solucdes
padrdo com concentracdes na faixa de 0,25 a 400 mg L™ foram preparadas

através da diluicdo da solucéo estoque.

1.4.2. FormulagOes farmacéuticas

As amostras de formulacbes farmacéuticas comercias, de diferentes
marcas, foram adquiridas em farméacias da cidade de Recife. Todas as
amostras encontravam-se na forma de capsulas, contendo 100 ou 400 mg de

amoxicilina por capsula.
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A amostragem foi realizada a partir da mistura e homogeneizacao do
conteudo de 10 capsulas de cada droga. Cerca de 100 ou 400 mg do p6 foram
pesados e dissolvidos em agua, agitados por 15 minutos e por fim transferidos

para um baldo de 100 mL.

1.4.3. Equipamentos e acessorios

Os equipamentos e acessoérios compreenderam um microcomputador
equipado com uma interface eletronica PCL 711S (Advantech Corp.) que
executava um software escrito em linguagem QuickBASIC 4.5; uma bomba
peristaltica Ismatec IPC4 equipada com um tubo de bombeamento de Tygon;
trés valvulas solendide de trés vias (161T031, NResearch); duas minibombas
solendide (Biochem Valve, 090SP), com um volume nominal de 8 pL por pulso;
uma valvula solendide de estrangulamento (NResearch, 161P011); tubos de
polipropileno de 0,8 mm de diametro interno; camara de reacao feita de
acrilico, construida no Centro de Energia Nuclear na Agricultura - USP, com
volume interno de 750 pL; dois cilindros de vidro com 20 mm de comprimento e
2,0 mm de diametro interno; um LED azul com maximo de emissdo em 435
nm; um fotodiodo (Burr Brown®, OPT301); transistor BD547 e resistores.

A interface eletrbnica apresentava poténcia e intensidade de corrente
suficientes para acionar as valvulas e minibombas (GARCIA e REIS, 2006;
FERES e REIS, 2005).

1.4.4. Sistema em fluxo com multicomutacao
O sistema em fluxo, baseado no conceito de multicomutacao, projetado

para a determinagcdo de amoxicilina em formulacdes farmacéuticas, €

apresentado na Figura 1.6 .
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Figura 1.6. Diagrama do sistema em fluxo. S = amostra; Cs = carregador
(dgua); Ry = solucado de nitrito de sédio (3,0 %, m/v); R, = solug¢do 1,0 mg
mL™ de orto-nitroanilina; R; = solu¢do 1,5 mol L™ de hidroxido de sodio; P =
bomba peristéltica, 1,0 mL min~%; Vi, V, e V, = valvulas solendides de trés
vias; V3 = valvula solendide de estrangulamento (pinch); P; e P, =
minibombas solendide; Rch = camara de reacdo; M = mini-motor, 12 V DC ;
Sh = misturador feito em PVC; D; = diodo emissor de luz (LED), A = 435 nm;
D, = fotodetector; W = descarte; f; and f, = feixe de radiacéo; Gc = cilindro de
vidro; Rc = reciclo das solugdes. As linhas continuas e tracejadas nos
simbolos das valvulas indicam os caminhos das solucdes através das
valvulas, ligadas ou desligadas, respectivamente.

Nessa configuracdo, Vi, V, e V3 estdo desligadas, apenas as solugbes
dos reagentes estdo fluindo e sendo recuperadas. A valvula V, também se
encontra em repouso, sendo apenas acionada na hora do esvaziamento da
camara. As minibombas P; e P, quando acionadas introduzem um volume de
8 UL por acionamento, com frequéncia de pulsacdo de 5 Hz.

A camara de reacao (Rch) foi construida em Teflon e apresenta forma
similar & utilizada em trabalho anterior (GARCIA e REIS, 2006). E composta
por um tubo cilindrico perfurado no eixo longitudinal do bloco de Teflon com 10
mm de diametro interno e 40 mm de altura. O feixe de radiacao (f;) emitido pelo

LED (D,) atravessa a camara de reacédo em direcéo ao fotodiodo (Dy).
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O diagrama eletronico do fotbmetro € apresentado na Figura 1.7. A
diferenca de potencial elétrico (Sp) tem uma relagdo linear com a intensidade
do feixe de radiagéo (f,). Portanto, quando a solugdo na camara absorve a
radiacdo, a intensidade do feixe f, torna-se menor do que o feixe f;. O sinal
gerado pelo fotodetector Sy € diretamente relacionado a variagcdo da
intensidade de f,.

5KQ 5KQ
AWV —AMV 12VY VY-12V
Tr e W
LED Pd
— 1
IR LA — I20ke
— | —> —>\—> g +—o S
| o O
Rch

Figura 1.7. Diagrama do fotdbmetro. LED = diodo emissor de luz, A = 435 nm;
f, e f, = feixe de luz proveniente do LED; Pd = fotodetector OPT301; Rch =
camara de reacdo; Sy = sinal de saida, em mV; Tr = transisitor BC547.

1.4.5. Procedimento analitico

A sequéncia de eventos realizados pelo microcomputador para
implementar o procedimento analitico proposto nesse estudo € mostrada na
Tabela 1.2. Quando o software foi executado, os valores de tempo e ciclos

foram exibidos na tela do microcomputador.
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Tabela 1.2. Sequéncia de eventos realizados quando o software foi executado

Etapa Evento Vi Vo, V3 V,u P, P, M Tempo Ciclos
(s)
1 Encher linhas de 1 1 1 1 10 1/0 0 0,1/0,1 30

fluxo

2 Lavar cAmara 0O 0 O 0O 10 O 1 0101 50
3 Esvaziaracédmara O 0 O 1 0 0 1 50 -
4 Inserir 4gua O 0 O 0O 10 o0 0 0,1/01 50
5 Calibrar fotobmetro 0 0 O 0 0 0 0 -
6 Esvaziaracdmara O 0 O 1 0O O 50 -
7 Inserir Reagente 1 0 O 0 0 0 5

R 3
8 Inserir Reagente O 1 o0 0 0 0 1 2

R>
9 Inserir amostra 0 0 0 0 0 1/0 0 0,1/0,1 25
10 Misturar solucéo 0 0 10 -
11 Inserir Reagente 0O O 1 0 0 0 1 12 -

Rs
12 Misturar solucéo 0O 0O O 0 0 0 1 10 -
13 Medida 0O 0 O 0 0 0 0 15 -

As notacdes “0” e “1” indicam que o dispositivo correspondente é ligado ou desligado,
respectivamente. A notagdo “0,1/0,1” indicam que o intervalo de tempo para
ligar/desligar as minibombas sdo ambas 0,1 s.

O computador efetuava as etapas descritas acima, enviando uma
sequéncia de pulsos elétricos através da porta de saida da interface PCL 711S
para comutar as valvulas solendides e mini-bombas, seguindo a sequéncia
indicada na Tabela 1.2.

Em seguida, a calibragdo do fotdbmetro (etapas 4 e 5) foi realizada
manualmente, controlando o resistor variavel (5 kQ) na base do transistor
(Figura 1.7 ) até que o sinal (Sp) gerado pelo fotodetector atingisse o valor de
2000 mV. Este sinal foi usado pelo microcomputador como uma referéncia para
posterior calculo da absorbancia. Em seguida, a camara foi esvaziada
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acionando a valvula V, (etapa 6). Apds esta etapa, o sistema estava pronto
para realizar a corrida analitica, o que foi feito através da sequéncia de eventos
indicados na Tabela 1.2.

Inicialmente, as valvulas V; e V, foram ligadas e o0s respectivos
reagentes R; e R, foram inseridos na camara (etapas 7 e 8), em seguida a
amostra foi inserida na camara ativando a minibomba P, (etapa 9). Apds a
insercdo da amostra na céamara, a solugdo foi misturada através do
acionamento do minimotor M (etapa 10). Depois da homogeneizacgéao, a valvula
V3 foi ligada e o reagente Rj foi inserido na camara (etapa 11). Finalmente a
solugéo foi novamente misturada e entéo foi realizada a leitura do sinal (etapas
12 e 13). Apbs a leiturado sinal, foi realizada a lavagem da camara (etapa 2) e
em seguida o seu esvaziamento (etapa 6), ficando o sistema pronto para
receber a préxima amostra e realizar novamente a corrida analitica.

O computador efetuava a leitura do sinal através da entrada analbgica
da interface PCL 711S, que convertia a informacdo para digital. Apds a
conversdo, o microcomputador calculava a absorbancia através da seguinte
equacéao (Eq 1.1):

absorbéancia = - log (S/Sy) (eq. 1.1))

Onde S representa o sinal lido e Sy é a medida de referéncia obtida na
etapa de calibracao do fotbmetro.

A medida do sinal foi armazenada em arquivo como ASCII para permitir
posterior tratamento. Enquanto o procedimento analitico prosseguia, o sinal
gerado era exibido na tela do microcomputador permitindo a sua visualizagc&o
em tempo real. ApOs a etapa da leitura do sinal (etapa 13), foi novamente
realizada a etapa 6, para esvaziar a camara, dando inicio a proxima corrida
analitica.

Com o sistema da Figura 1.6, alguns experimentos foram conduzidos
inicialmente para investigar as variaveis empregadas para o desenvolvimento
do método analitico. Foram estudados parametros como volume de amostra S,
concentracdo e volume de reagentes R;, R, e Rz introduzidos na camara de
reacdo. Depois de estabelecer as melhores condigbes de funcionamento, um

conjunto de amostras de formula¢des farmacéuticas foram analisadas. Para
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testar a precisdo da avaliagcdo, as amostras foram analisadas empregando o
método de referéncia.

1.4.6. Estudo da influéncia das variaveis

1.4.6.1. Influéncia da concentracéo do HCI

Estudos foram realizados para avaliar a concentragdo do acido cloridrico
utiizado na preparacdo da solucdo de orto-nitroanilina. Para isso, as
concentracdes estudadas foram de 0,50; 0,75, 1,0 e 1,5 mol L™,

1.4.6.2. Influéncia da concentracdo do NaOH
Foram realizados estudos com concentragdes de 0,1, 0,5, 1,0, 1,5 e 2,0
mol L™.
1.4.6.3. Influéncia da concentracdo do NaNO ,
Foram realizados estudos variando as concentragbes em 1,0, 1,5, 2,0,

3,0 e 3,5 % (m/v).

1.4.6.4. Influéncia do volume da orto-nitroanilina
diazotizada

Estudos foram conduzidos variando-se o tempo de acionamento das
vélvulas Vi e V;, de forma comutada em trés ciclos de 9, 14, 20, 23 e 40 s,
correspondendo ao volume da solucdo do reagente de 0,15, 0,23, 0,30, 0,38 e

0,67 mL, respectivamente.
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1.4.6.5. Influéncia do volume de NaOH

Para a avaliagdo do volume da solucdo de NaOH, a valvula V; foi
acionada por 12, 22, 26, 29 e 46 s, correspondendo aos volumes de 0,20, 0,37,

0,43, 0,48 e 0,77 mL, respectivamente.

1.4.6.6. Influéncia do volume da amostra

Determinar a sensibilidade do procedimento € de grande importancia
para o bom desenvolvimento da reagdo. Assim, foram conduzidos estudos
variando-se o numero de pulsos da minibomba P, em 10, 15, 20, 25 e 31
pulsos, correspondendo ao volume de solucdo da amostra de 0,08, 0,12, 0,16,

0,20 e 0,25 mL, respectivamente.

1.4.7. Figuras de mérito do procedimento proposto

1.4.7.1. Linearidade

A determinacdo de amoxicilina nas amostras de formulacbes
farmacéuticas foi realizada relacionando o sinal analitico com a concentracao
do analito. Cada solucéo foi analisada em triplicata e a linearidade do método

foi avaliada através da curva analitica.

1.4.7.2. Precisao

Para a estimativa da precisdo do procedimento proposto, uma solucao
padrdo de amoxicilina de concentracdo de 100 mg L™ foi preparada e injetada
no sistema em fluxo. A precisédo foi entdo avaliada através do resultado do

desvio padréo relativo.
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1.4.7.3. Limite de deteccao

Para a estimativa do limite de detecgcao (LD), dez solucdes padrdo de
amoxicilina foram preparadas utilizando a menor concentracdo da faixa de
estudo, ou seja, 25 mg L. O LD foi calculado através do desvio padrdo das
medidas (s) e do coeficiente angular da reta de calibracdo (m) conforme pode

ser verificado na (Eq. 2.1).

1.4.7.4. Limite de quantificacao

O LQ foi determinado utilizando os mesmos parametros definidos para o

limite de deteccéo. O célculo foi realizado de acordo com a (Eq. 2.2).

1.4.7.5. Exatidao

Dois métodos foram utilizados na avaliacdo da exatiddo. O primeiro foi
estudado atravées do ensaio de adi¢cao e recuperacdo. Quantidades conhecidas
de amoxicilina 100, 200 e 250 mg L™ foram adicionadas & amostra do farmaco,
e com 0 aumento do sinal estimou-se quanto do constituinte que se encontrava
na amostra original. O segundo método foi realizado com as analises das
formulag@es farmacéuticas pelo método de referéncia (HPLC) e entdo realizada
a comparacao dos resultados com o procedimento proposto.

1.4.7.6. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada através do estudo de interferéncia,
com a finalidade de investigar o efeito de alguns compostos, utilizados
normalmente como excipientes. Este estudo foi realizado analisando solugdes

contendo amoxicilina numa concentracao fixa de 200 mg L™ e concentracées
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crescentes dos excipientes em estudo: 2.000; 6.000; 10.000; 20.000 e 40.000
mg L™

Foi analisada a altura do sinal quando adicionado o0s constituintes
citados, o limite de tolerancia foi considerado como a quantidade que causou

uma variacao de + 5,0% no sinal analitico.

1.4.8. Determinacao de amoxicilina em formulagdes

farmacéuticas

ApOs otimizar e estabelecer as melhores condicbes de analises,
realizou-se a determinacdo de amoxicilina em formulagbes farmacéuticas
empregando-se o sistema apresentado na Figura 1.6 . Com esse sistema foram
feitas analises de 8 amostras de formulacdes farmacéuticas. As amostras
foram analisadas em triplicata e os resultados obtidos, utilizando o sistema
automatizado, foram comparados com aqueles obtidos empregando-se o
método oficial HPLC (USP 31, 2008).
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1.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente realizou-se a reacdo de acoplamento azo em batelada,
com o objetivo de conhecer todo o processo da reagdo, como 0 tempo
necessario para o seu desenvolvimento e o comprimento de onda de maxima

absorcéo na regido do visivel.

1.5.1. Sistema de analise em fluxo por

multicomutacéo

Um sistema de analises em fluxo baseado no conceito de
multicomutacdo foi desenvolvido para o processamento da reacdo de
acoplamento azo e posterior determinacdo espectrofotométrica da amoxicilina
em formulagdes farmacéuticas.

Inicialmente, o0 modulo de anéalise empregava trés valvulas solenoides
de trés vias e duas minibombas solenoides. As valvulas solenodides eram
utilizadas para a inser¢éo da orto-nitroanilina, nitrito de sodio e NaOH, uma das
minibombas solendides era utilizada para a insercdo da amostra e a outra para
o transportador. As solucbes de orto-nitroanilina e nitrito de sodio se
misturavam em uma bobina de reacdo de comprimento previamente otimizado,
na qual ocorria a reacéo de diazotacao.

Apés formacgédo do sal de diazbnio, a solucdo era inserida na camara de
reacao, onde sequencialmente eram inseridos a solucéo da amostra e o0 NaOH
para posterior leitura do sinal.

O sistema em fluxo desenvolvido com esta configuracdo apresentou
como inconveniente um excesso de bolhas, proveniente da formacdo do acido
nitroso através da reagdo do nitrito de sédio com o é&cido cloridrico. Estas
bolhas ficavam retidas na bobina de reacdo e comprometia a quantidade de
solucéo inserida na camara e consequentemente a leitura do sinal analitico

obtendo resultados irreprodutiveis. Outro inconveniente observado foi quanto
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ao uso da valvula solendide de trés vias para a insercao da solucdo de NaOH.
Como a solucéo era bastante concentrada, apés um dia de analise, a valvula
avariava e era necessario substitui-la, tornado o seu uso impraticavel uma vez
que a sua aquisi¢cao tem um custo elevado.

Para superar estas desvantagens, o modulo do sistema em fluxo foi re-
projetado usando a estratégia do fluxo-batelada (HONORATO et al., 1999 e
SILVA et al., 2008). As solucdes de orto-nitroanilina e nitrito de sédio passaram
a ser inseridas diretamente na camara onde se processava a reacao de
diazotacdo. A camara aberta fez com que as bolhas ndo afetassem a leitura do
sinal. Uma eficiente mistura foi obtida utilizando um agitador dentro da camara
de fluxo, o qual foi acionado por meio de um minimotor.

A valvula solendide de trés vias utilizada para a insercéo da solucéo de
NaOH foi substituida por uma valvula solenoide de estrangulamento. Esse tipo
de valvula consiste em um tubo aberto e outro estrangulado por uma mola,
quando o solendide se encontra desligado. Tem a vantagem do fluxo apenas
entrar em contato com a superficie interna da tubulacdo (PALGROSSI et al.,
2001), obtendo maior resisténcia quando se utiliza solu¢des alcalinas de altas
concentragcbes. Com o sistema em fluxo multicomutado baseado na estratégia
do fluxo-batelada, foi possivel realizar a reagdo de acoplamento azo
alcancando bons resultados para a determinacdo de amoxicilina em
formulacdes farmacéuticas.

Os fatores que poderiam afetar a reagdo entre a o-nitroanilina
diazotada e a amoxicilina em meio alcalino, bem como a estabilidade do
composto formado foram estudados. Os parametros de controle do sistema em
fluxo foram otimizados pelo método univariado. Na otimizacao foi usada uma
solucdo padrdo de amoxicilina de 100 mg L™* e os parametros iniciais de
(concentragdes e volumes) foram baseados no trabalho de SALEM, (2004).
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1.5.2. Influéncia da concentracdo do HCI

A orto-nitroanilina € uma amina secundaria, que ndo se solubiliza
em agua, porém se dissolve muito bem em solugdes diluidas de acidos, como
o HCI, HBr e HI (SOLOMONS, 1996). A reacao de diazotacdo ocorre entre a
amina e o acido nitroso. Como o acido nitroso € instavel, entdo o seu preparo
ocorre in situ, tratando-se o nitrito de sédio com um acido forte diluido. Diante
destes aspectos, o efeito da concentragdo da solucdo do acido foi investigada
em concentracées variando de 0,50 a 1,50 mol L. As concentracdes do NaOH
e do nitrito de sodio para o estudo foram inicialmente de 1,0 mol L e 3,0 %
(m/v) respectivamente. Os resultados mostrados na Figura 1.8 indicam que a
acidez do meio exerce uma forte influéncia sobre o sinal analitico, onde
solucdes fortemente acidas tendem a diminuir a sensibilidade, chegando a

estabilizacao do sinal.

0,16 -
0,12 ~

0,08 A 3

Absorbancia

0,04 -

0 T T T T T 1
0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6
Concentragao da solucdo de HCl (mol L 1)

Figura 1.8. Influéncia da concentracdo do &acido cloridrico sobre o sinal

analitico
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Uma melhor resposta foi obtida quando a concentracéo do acido foi de
0,75 mol L™, sendo esta concentracdo selecionada para a continuidade do

procedimento.

1.5.3. Influéncia da concentracdo do NaOH

A concentracdo de NaOH utilizada para o processamento da reacéo €
de suma importancia, pois altas concentragcdes podem causar a precipitacédo do
produto de reacao, enquanto concentracdes baixas podem nao ser suficientes
para o desenvolvimento da reacdo (SALEM, 2004).

Quando um grupo doador de elétrons como o NaOH é introduzido no
composto azo formado, produz uma banda de alta intensidade na regido do
visivel, que é associada a transferéncia de densidade eletrénica do grupo
doador através de todo o croméforo. O efeito da concentracdo da solucdo de
NaOH foi investigada pela variagédo da concentracdo de 0,1 a 2,0 mol L?, a
concentracdo do nitrito de sddio foi mantida em 3,0 % (m/v) e a concentracdo
do é&cido cloridrico foi de 0,75 mol L™ Os resultados estdo mostrados na

Figura 1.9.
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Figura 1.9. Influéncia da concentragdo do NaOH sobre o sinal analitico
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Como pode ser observado, quando a concentracdo de NaOH no
intervalo de 1,0 e 1,5 mol L™ obteve-se melhores resultados, ndo havendo
diferenca significativa no sinal. Analisando estes resultados, pode-se notar
também que o desenvolvimento da reacao foi inibido quando a concentracao
da solucdo do NaOH foi menor que 1,0 mol L™ ou maior que 1,5 mol L™. Este
fato pode ser explicado, pois em baixas concentracdes ha pouca transferéncia
de elétrons do grupo doador, produzindo uma banda de absorcao no visivel de
baixa intensidade, ndo sendo suficiente para o desenvolvimento da cor,
enguanto concentracfes maiores causam a precipitacdo do produto de reacéao.
A formagédo de um precipitado tende a sedimentar na linha de fluxo ou na
camara de reacdo provocando a elevacdo da linha de base e
consequentemente uma diminuicdo acentuada do sinal analitico (tendéncia a
estabilizacdo). Portanto para o prosseguimento dos estudos, a concentracéo de

1,5 mol L foi utilizada.

1.5.4. Influéncia da concentracdo do NaNO ,

O nitrito de sédio é tratado com um acido forte, efetuando o preparo in
situ do acido nitroso para posterior conversdo das aminas em composto azo.
Assim, é importante investigar a concentracdo de nitrito de sodio utilizada na
reacao de acoplamento azo.

O estudo foi realizado, variando a concentragao do nitrito de 1,0 a 3,5
% (m/v) e mantendo os valores das concentracdes de NaOH e acido cloridrico
otimizados de 1,5 mol L™ e 0,75 mol L*, respectivamente. Os resultados

obtidos podem ser verificados na Figura 1.10 .
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Figura 1.10. Influéncia da concentragdo do nitrito de soédio sobre o sinal

analitico

Esses resultados demonstram que o sinal analitico tende a aumentar a
medida que aumenta a concentracdo do nitrito de sddio, e que a partir da
concentracdo de 2,0 % (m/v) tende a um valor constante. Portanto, a
concentracdo de 3,0 % (m/v) foi selecionada a fim de assegurar um excesso de

reagente na camara para garantir o bom desenvolvimento da reacao.

1.5.5. Influéncia do volume da orto-nitroanilina

diazotizada

No sistema proposto apresentado na Figura 1.6, a reacao de
acoplamento azo ocorre quando a orto-nitroanlina e o acido nitroso séo
inseridos na camara de reacdo para formar o sal de diazbnio. O sal
posteriormente reage com a amoxicilina para a produgdo do azo composto.
Desta forma o volume adequado das solugdes de orto-nitroanilina e do nitrito
de sodio utilizadas para o processamento da reacdo € de grande interesse.O

intervalo de tempo de acionamento da valvula define o volume da solucédo de
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amostra ou reagente inserido no percurso analitico e na camara de reacao.
Assim, a influéncia do volume da solugéo da orto-nitroanilina diazotizada foi
avaliada variando-se o tempo de acionamento da valvula em 9,0, 14, 20, 23 e
40 s, correspondendo ao volume da solucédo de 0,15; 0,23; 0,30; 0,38 e 0,67
mL. Para a otimizacdo do volume da orto-nitroanilina diazotizada, o volume da
amostra utilizado inicialmente foi de 0,16 mL e o volume de hidroxido de sodio
foi de 0,38 mL.

Quando foi utilizado o volume da solucéo superior a 0,30 mL pode-se
observar uma diminuicdo da sensibilidade, conforme verificado através da
Figura 1.11.
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Figura 1.11. Influéncia do volume da orto-nitroanilina diazotizada sobre o sinal

analitico

Este efeito € causado pela diluicdo da amostra, portanto, para evitar a
perda de sensibilidade o volume 0,30 mL da solucdo do reagente foi

selecionado.
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1.5.6. Influéncia do volume de NaOH

O NaOH é utilizado na reacédo de azo acoplamento, como um reagente
para facilitar o ataque da amoxicilina com o sal de diazénio e obter o produto
final que é detectado a 435 nm.

A influéncia do volume da solugdo de NaOH foi também estudada
variando o tempo de acionamento da valvula V3 (Figura 1.6) de 12 a 46 s,
correspondendo aos volumes de 0,20 a 0,77 mL. O volume da solucdo da orto-
nitroanilina diazotizada otimizado foi de 0,30 mL e o da amostra foi mantido em

0,16 mL. Os resultados estdo mostrados na Figura 1.12..

0,36 1
0,34 -

0,32 -

0,28 A

Absorbancia
o
w

0,26 A

0,24 I I I I I I 1
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Volume da solucédo de NaOH (mL)

Figura 1.12. Influéncia do volume de NaOH sobre o sinal analitico

Como pode ser observado, a medida que aumentou o volume da
solugcdo de NaOH, a magnitude do sinal analitico diminuiu. Concluindo que um
volume correspondendo a 0,20 mL da solugcdo de hidroxido de sédio ja foi
suficiente para a realizacdo da reacdo de acoplamento azo, obtendo-se
maximo do sinal analitico. Volumes maiores resultam em perda de
sensibilidade em torno de 10 %. Portanto, 0,20 mL foi o volume fixado para

continuidade do desenvolvimento deste procedimento.
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1.5.7. Influéncia do volume da amostra

Para o estudo da influéncia do volume da amostra, manteve-se o volume
da solucdo da orto-nitroanilina diazotizada de 0,30 mL, o volume do NaOH
otimizado de 0,20 mL e variou-se o volume da amostra de 0,08 a 0,25 mL. O

efeito da quantidade da amostra esta mostrado na Figura 1.13.
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Figura 1.13. Influéncia do volume da amostra sobre o sinal analitico

Como pode ser verificado, a medida que aumenta o volume da amostra,
aumenta a magnitude do sinal analitico. Porém, quando se compara os sinais
relacionados com os volumes de 0,20 e 0,25 mL, pode-se observar que houve
pouca diferenca no aumento do sinal, sendo esta, inferior a 5,0 %. Portanto, o
volume de 0,20 mL, foi selecionado buscando manter um compromisso entre a
sensibilidade, a frequéncia de amostragem e a geracao de residuos. Uma vez
definidas as melhores condi¢cbes experimentais para andlise, a curva analitica
da amoxicilina foi obtida mantendo-se fixos os parametros: mostrados na
Tabela 1.3.
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Tabela 1.3. Valores otimizados dos parametros analiticos

Parametros analiticos Faixa estudada Valor selecion  ado
Volume da solucéo da orto-nitroanilina 0,10-10,70 0,30
diazotizada (mL)
Volume da solucdo de NaOH 0,20-0,76 0,20
(mL)
Volume da amostra 0,08 - 0,25 0,20
(mL)
Concentracao da solucéao de HCI 05-15 0,75
(mol L™)
Concentragao da solugéo de NaOH 0,1-2,0 15
(mol L™)
Concentracéo da solucdo de NaNO, 1,0-3,5 3,0
% (m/v)

O registro grafico dos sinais, obtidos para tracar a curva analitica, com

as solucées de referéncia entre 25 e 500 mg L™ de amoxicilina é mostrado na

Figura 1.14 . Pode-se observar boa estabilidade e repetibilidade.
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Figura 1.14. Sinais de absorbancia referentes a determinagdo de amoxicilina
em formulag@es farmacéuticas. Da esquerda para a direita os sinais identificados
por B, P1, P2, P3, P4, P5, P6 e P7 correspondem, respectivamente, a solucdo
do branco e as solu¢des de referéncia contendo 25, 50, 100, 200, 300, 350 e

500 mg L™ de amoxicilina.

1.5.8. Figuras de mérito do procedimento proposto

Nas condi¢des experimentais otimizadas, a curva analitica (Figura 1.15)
se apresentou linear no intervalo de 25 a 500 mg L™ de amoxicilina de acordo
com a equacao A = (0,0978 + 0,0186) + (0,0017 £ 0,0186) C, onde A =
absorbancia e C = concentracédo, expressa em mg L™ de amoxicilina, com um

coeficiente de correlagcéo de 0,998.
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Figura 1.15. Curva analitica obtida para solugdo de amoxicilina

Outros aspectos favoraveis observados foram frequéncia de
amostragem de 50 determinag¢des por hora; baixo consumo de reagente: nitrito
de sédio (7,5 mg), hidréxido de sodio (12 mg) e orto-nitroanilina (1,0 mg), e um
volume de residuo gerado de 700 pL por determinacao de amoxicilina.

O limite de deteccao foi de 5,1 mg L™ e o limite de quantificacéo foi de
17,1 mg L™ de amoxicilina ambos obtidos pela recomendacéo IUPAC, (1987)
(trés vezes o desvio padrdo do branco dividido pelo coeficiente angular da
equacao linear).

A precisdo do método foi avaliada pelo desvio padrdo relativo de 3,9 %
(n=10, 100 mg L") e o coeficiente de variacdo (CV) de 7,8 % o qual se
encontrou muito abaixo do valor aceitavel de 20 % (ANVISA, 2003).

A exatiddo foi estudada através do teste de recuperacdo. As
recuperacdes calculadas apresentaram bons resultados de 94 a 112 %, visto
que, na maioria dos procedimentos analiticos de validacdo, os valores de
recuperacédo dentro da faixa de 70 - 120 % séo aceitos (ANVISA, 2003).

Por fim, a seletividade do método foi avaliada, através do estudo de
interferéncia. Os resultados estao apresentados na Tabela 1.4, onde pode-se
observar, o limite de tolerancia maximo que ndo causa interferéncia na amostra

foi de 100 vezes para a croscarmelose sodica, laurissulfato de sodio, estereato
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de magnésio e amido, enquanto que para o talco e didxido de silicio foi de

apenas 5 vezes.

Tabela 1.4. Tolerancia da razdo de concentragédo (interferente/amoxicillina) de

vérias espécies na determinacdo de amoxicilina (200 mg L™ amoxicilina).

Espécies interferentes Concentragéo tolerada*

Croscarmelose sodica, laurilsulfato de 1002

sédio, estereato de magnésio e amido

Talco e diéxido de silicio 52

*Dados da raz&o de concentragao interferente/analito, em mg L™

# Razao maxima testada

1.5.9. Analise de formulacdes farmacéuticas

A metodologia analitica desenvolvida foi aplicada a um conjunto de oito

amostras de formulagdes farmacéuticas contendo amoxicilina. As amostras foram

analisadas sem nenhum tratamento prévio, em triplicata para a avaliacdo da

reprodutibilidade. Visando uma avaliacdo precisa, as amostras foram analisadas

empregando a cromatografia liquida de alta eficiéncia, com deteccado UV-Vis (USP

31, 2008). Os resultados estdo apresentados na Tabela 1.5. Aplicando o teste t de

Student aos resultados, verificou-se que ndo existem diferenga estatisticamente

significativa entre os resultados obtidos pelos dois métodos to gsexperimenta)y = 0,8947

e to,05(tecrico) = 4,303.
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Tabela 1.5. Comparacdo dos

resultados.

Concentracdo da amoxicilina em

formulagdes farmacéuticas empregando o sistema em fluxo desenvolvido e 0 método
de referéncia HPLC (USP 31, 2008)

Amostra Amoxicilina (mg L™)? Erro (%)
Valor Procedimento proposto Referéncia Er; Er;
rotulado
Genérico 104,3 128,3+5,4 133,4+6,1 23 -4
Amoxmed 93,40 125,7 +10,0 119,0+13,2 35 6
Amoxina 100,7 1135+7,3 142,0+12,8 13 -20
Amoxina 402,8 390,4+2,6 479,0+410 -3 -18
Neomoxilin ~ 102,0 118,8 £2,7 1240+6,7 16 -4
Neomoxilin  408,4 390,5+125 4440+110 -4 -12
Ocylin 99,40 116,4 £5,1 140,0 23,5 17 -17
Ocylin 397,4 4292 +4,1 449,0+143 8 -4

®Média + desvio padrdo; Er;: erro relativo do sistema em fluxo proposto vs. valor

teorico; Er, = erro relativo do sistema em fluxo proposto vs. método HPLC
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1.6. CONCLUSOES

O emprego do procedimento analitico baseado no conceito de fluxo-
batelada foi utilizada com sucesso, evitando o inconveniente da entrada de
bolhas durante a etapa de amostragem em fluxo. O fluxo-batelada foi
implementado com auxilio da multicomutacdo em fluxo, permitindo a obtencéo
de um método analitico com facilidade operacional, baixo consumo de amostra
e reagentes e, consequentemente, com menor geracdo de efluente e menor
manuseio da amostra evitando possiveis contaminacdes além de boa exatidao
e precisao.

A estabilidade do sistema proposto foi satisfatoria. Isso pdde ser
verificado através da execugcdo do processo durante varios dias por um
intervalo de tempo de no minimo trés horas. Durante a execuc¢do, ndo houve
variacfes significativas da linha de base e na precisdo do método. Nesse
sentido, pode-se afirmar que o sistema proposto pode ser utilizado para realizar
analises em larga escala.

A combinacao das minibombas solenoide com as valvulas solenoide de
trés vias e a valvula de estrangulamento resultou em vantagens acrescidas em
termos de versatilidade. Isto ocorreu principalmente devido a capacidade
propulsora da minibomba e facilidade de direcionamento das solucdes pelas
valvulas solendides.

A valvula de estrangulamento permitiu que a solucdo de NaOH fosse
inserida no sistema em fluxo sem comprometer a valvula, visto que na
concentracdo usada, o NaOH danificava a vélvula solendide.

Quanto a metodologia desenvolvida para a determinacdo de amoxicilina
em produtos farmacéuticos, esta pode ser considerada como uma alternativa
as metodologias que ja sdo empregadas para 0 mesmo fim visto que emprega
um sistema onde ha pouca intervencdo do operador e que envolve reduzido

consumo de solucgdes.
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2.1. INTRODUCAO

A produgédo anual de leite no Brasil gira em torno de 28.700 milhGes de
litros. De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(Embrapa), 21.900 milhdes de vacas foram ordenhadas, em 2009, resultando
em uma produtividade de 1.307 litros de leite por animal (ACIA, 2010).

A qualidade deste alimento é essencialmente importante e esta
relacionada as condicfes sanitarias do rebanho, manejo nutricional e de
ordenha, visando as exigéncias regulamentares e as necessidades dos
consumidores. Praticas adotadas na producao de leite de qualidade geralmente
envolvem uso de antimicrobianos para controlar ou prevenir doencas de
infec¢des da glandula maméria e as doencas do trato reprodutivo do rebanho.
Estes antimicrobianos sdo empregados para inibir ou tornar inativos 0s
microorganismos, sendo os antibiéticos os mais usados (BRITO e LANGE,
2005).

A utilizacdo desses antibioticos deve ser prescrita por profissionais
competentes, pois 0 uso indevido podera ocasionar a presenca de residuos no
leite (COSTA, 2002). O controle destes residuos € importante e os valores
maximos permitidos séo estipulados pelos 6rgdos regulatérios. No Brasil, em
2007 foi implantado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) o
Programa Nacional de Anélise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em
Alimentos Expostos ao Consumo (PAMvet) (ANVISA, 2007) para diversos tipos
de alimentos. O Programa prevé o controle de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos de origem animal expostos ao consumo.

O consumo de leite contendo residuos de antibidticos desencadeia
uma seérie de preocupacdes, tanto relacionada as industrias como a saude
humana. Para as industrias, esses residuos podem criar sérios problemas ao
interferir nos processos de fermentagédo na producdo de queijos, iogurtes e
manteigas, dificultando a obtencdo destes produtos ou alterando sua
qualidade. Os problemas ligados a saude devem-se ao aparecimento de
reacOes alérgicas em pessoas sensiveis, efeitos toxicos e carcinogénicos, além

de desenvolver bactérias resistentes no trato digestivo dos consumidores
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(ALMEIDA et al., 2003). Por essa razao foi recomendado que os antibioticos
utilizados na medicina humana nao sejam utilizados em animais.

Preocupados com os efeitos danosos que esses residuos de antibiético
podem causar, 0rgaos responsaveis pela saude publica e pela industria de
alimentos vem desenvolvendo regulamentos com intuito de avaliar e prevenir
esses riscos, bem como controlar esses residuos em alimentos. Desta forma,
estudos tem se intensificado com o propdésito de desenvolver metodologias
analiticas que possam detectar e quantificar em niveis tragos, na ordem de mg
kg™ ou pg kg* essas substancias nos alimentos, sobretudo no leite por ser este
muito consumido pela populagdo (MAMANI et al., 2009).

As técnicas cromatograficas e em especial a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (do inglés, High Performance Liquid Chromatography - HPLC)
associada a detectores de massa (AGUILERA-LUIZ et al., 2008), tem sido
muito empregada para este fim. Esta técnica permite a obtencdo de baixos
limites de deteccéo e ainda a identificagdo dos compostos (SHERIDAN et al.,
2008).

Ha varios registros na literatura de métodos para determinar
antibiéticos em leite, utilizando diferentes metodologias analiticas (MAMANI et
al., 2009; BENITO-PENA et al., 2009, VAN HOLTHOON et al., 2010; GAMBA
et al.,, 2009; KINSELLA et al., 2009; STOLKER et al., 2008; SANTOS et al.,
2007 e RONNING et al., 2006), porém, ndo se encontram estudos deste porte
focados em bacias leiteiras situadas na regido do Estado de Pernambuco.

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi o desenvolvimento de
uma metodologia analitica para a identificacdo e quantificacdo de residuos de
antibioticos em leites comerciais industrializados, bem como provenientes da

bacia leiteira da cidade de Garanhuns, situada no Estado de Pernambuco.
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2.2. FUNDAMENTOS TEORICOS

2.2.1. Leite

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da
ordenha completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias,
bem alimentadas e descansadas. O leite de outros animais deve denominar-se
segundo a espécie de que proceda (MAPA, 2002).

O leite é considerado o alimento mais perfeito da natureza e
fundamental a salde humana. Apresenta um elevado valor nutritivo, sendo
fontes de proteinas, vitaminas, gordura, carboidratos e sais minerais (BRITO,
2005). Do ponto de vista fisico-quimico € uma emulsédo natural, constituida de
glébulos de gordura mantidos em suspensdo, em um liquido salino agucarado
(FONSECA e SANTOS, 2000). Consiste basicamente em 87,4 % de agua,
sendo este 0 componente quantitativamente mais importante, no qual se
encontram dissolvidos, suspensos ou emulsionados os demais componentes:
12,6 % de solidos totais, destes, 3,9 % de gordura; 3,2 % de proteina; 4,6 % de
lactose, 0,90 % de minerais e outros sélidos. A gordura € o componente mais
rico do leite, é responsavel pela sua cor amarelada, sendo o constituinte que
mais sofre variacdo em razdo da estacdo do ano e da alimentacao, raca, e
periodo de lactacdo do gado bovino. A proteina confere ao leite a cor
esbranquicada e opaca, sendo de facil digestdo e elevado valor biolégico, se
apresenta na forma de aminoacidos essenciais em quantidades e proporgdes
adequadas. A lactose corresponde ao acucar presente no leite (BRITO e
BRITO, 2004).

O leite consumido pela populagédo é proveniente do manejo das vacas
em lactacdo (LOPES, 2002), ndo podendo conter nenhum tipo de residuo
quimico. E classificado de acordo com o seu modo de producdo, composi¢éo e
requisitos fisico-quimicos e bioldgicos, podendo ser caracterizado pelo tipo A, B
ou C (VENTURINI et al., 2007).

Entende-se por leite pasteurizado tipo A o leite classificado quanto ao

teor de gordura em integral, padronizado, semidesnatado ou desnatado,
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produzido, beneficiado e envasado em estabelecimento denominado granja
leiteira.

O leite cru refrigerado tipo B é o produto integral quanto ao teor de
gordura, refrigerado em propriedade rural produtora de leite e nela mantido
pelo periodo maximo de 48 h, em temperatura igual ou inferior a 4C, que deve
ser atingida no maximo 3 horas apo6s o término da ordenha, transportado para
estabelecimento industrial, para ser processado, onde deve apresentar, no
momento do seu recebimento, temperatura igual ou inferior a 70°C.

O leite cru tipo C é o produto ndo submetido a qualquer tipo de
tratamento térmico na fazenda leiteira onde foi produzido e integral quanto ao
teor de gordura, transportado em vasilhame adequado e individual e entregue
em estabelecimento industrial adequado até as 10 horas do dia de sua
obtencdo (MAPA, 2002).

2.2.1.1. Propriedades fisico-quimicas do leite

As principais propriedades fisico-quimicas do leite sédo sabor e odor, cor,
acidez, pH, densidade, ponto crioscopico, ponto de ebulicdo, viscosidade e
condutividade elétrica.

O leite fresco, produzido sob condigbes ideais, apresenta sabor pouco
pronunciado, essencialmente devido a relacdo entre lactose e cloretos.
Apresenta-se como doce e salgado, ndo acido e ndo amargo, podendo ser
afetado por doencas do gado, como mastite (infeccdes do Ubere). Sabores e
odores pronunciados em leite fresco devem-se usualmente a alimentacg&o
(racéo e silagem) e o ambiente de ordenha (SILVA, 1997).

A cor branca do leite resulta da disperséo da luz refletida pelos globulos
de gordura e pelas particulas coloidais de caseina e de fosfato de calcio. A
homogeneizagcao torna o leite mais branco, pela maior dispersdo da luz. A
coloragdo amarelada provém do pigmento caroteno, que € lipos solavel. Cores
anormais pode ser resultado do desenvolvimento microbiano, como a cor
vermelha causada pela bactéria Serratia marcescens e a cor azul, pela bactéria

do género Pseudomonas.
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A acidez do leite fresco deve-se a presenca de caseina, fosfatos,
albumina, didxido de carbono e citratos. A acidez natural do leite varia entre
0,13 e 0,17%, expressa como acido latico. A elevacado da acidez é determinada
pela transformacdo da lactose por enzimas microbianas, com formacdo de
acido latico, caracterizando a acidez desenvolvida no leite (SILVA, 1997).

Para o leite proveniente de diversas fontes, apds misturado, o pH varia
entre 6,6 e 6,8. O leite proveniente de animais com mastite é levemente
alcalino, podendo atingir pH 7,5.

O leite apresenta consideravel efeito tampéo, especialmente em pH
entre 5 e 6, em razdo da presenca de dioxido de carbono, proteinas, citratos,
lactatos e fosfatos.

A densidade do leite varia entre 1,023 g mL™ e 1,040 g mL™ a 15°C; o
valor médio é 1,032 g mL™. O leite com alto teor de gordura apresenta maior
densidade quando comparado ao leite com baixo teor de gordura. (SILVA,
1997).

O ponto crioscopico indica a temperatura de congelamento do leite, cujo
valor normal para o leite com 12,5 % de extrato seco (4,75 % de lactose e 0,1
% de cloretos) é de -0,531 €. O ponto crioscopico € determinado,
principalmente, pelos elementos solluveis do leite, em especial a lactose. A
adicdo de agua no leite causa alteracdo no ponto crioscopico, ocorrendo
aumento da temperatura de congelamento do leite, a qual tende a se aproximar
da temperatura de congelamento da agua (0C). Sendo uma caracteristica
muito usada para indicar a adulteracao.

As substancias dissolvidas no leite fazem com que o ponto de ebulicdo
seja levemente maior do que o da agua. As temperaturas meédias de ebulicéo,
ao nivel do mar, situam-se entre 100 e 101 .

O leite é mais viscoso que a 4gua, em razdo da presenca de proteinas e
lipidios, podendo sofrer alteracbes com o processamento industrial. O leite
integral e o leite desnatado tem viscosidades meédias, a 20C, de 1,631 mPas e

1,404 mPas, respectivamente.
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A presenca de ions no leite possibilita a passagem de corrente elétrica,
dependente da atividade desses ions. Em média, a condutividade do leite varia
entre 4,61 mS cm™ a 4,92 mS cm™. (SILVA, 1997).

2.2.2. Antibiéticos para uso veterinario

Os antibidticos sdo substancias quimicas que combatem ou inibem o
crescimento de outros organismos, sendo muito utilizado para o controle de
certas doencas de origem bacteriana em frutos, vegetais e plantas. E também,
uma importante ferramenta da medicina veterinaria para criagdo de animais na
producdo de alimentos (MAIA et al., 2009). Atualmente, sdo usados tanto para
fins terapéuticos (tratar infecgdes), como profilaticos (prevenir o aparecimento
de infecgdes).

Uma grande variedade de antibioticos estdo disponiveis para uso na
medicina veterinaria, dentre estes, pode-se citar os compostos que fazem parte
das classes das penicilinas, sulfonamidas, tetraciclinas, anfenicdis,
aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas, antibioticos peptideos e ionoforos.

Entre os antibidticos proibidos destaca-se o cloranfenicol que pertence a
classe dos anfenicois. O cloranfenicol representa potencial toxicidade para os
seres humanos, ainda que em baixos niveis de concentracdo, devido as
caracteristicas mutagénica e carcinogénica de seus residuos (O'KEEFFE e
KENNEDY, 1998).

2.2.2.1. Penicilinas

As penicilinas possuem um anel B-lactamico fundido a um anel sulftrico
contendo cinco membros, denominado de tiazolidinico. Sado drogas com
diferentes propriedades antibacterianas e farmacoldgicas, que resultam da
modificacdo na posicao seis da cadeia lateral do anel B-lactamico (GOODMAN
e GILMAN, 1990).
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As penicilinas sdo administradas na racdo animal para prevencdo ou
tratamento de doencas, com destaque para infec¢des da glandula mamaria e
doencas do trato reprodutivo. Tem-se verificado que residuos destes
antibioticos nos alimentos podem causar reacdes alérgicas e ainda
desencadear choque anafilatico em individuos sensiveis a estas substancias
(KENNEDY et al., 1998).

2.2.2.2. Tetraciclina

As tetraciclinas constituem um grupo de substancias cristalinas de

natureza anfétera que contém em comum uma estrutura hidronaftalénica.

N(CH,),

OH O OH 8]

Figura 2.1. Estrutura quimica da tetraciclina

Devido ao fato de, na sua estrutura quimica, existir um grande numero
de locais de possiveis ligacbes, as tetraciclinas em solucdo formam com
grande facilidade complexos metalicos (COUTO et al., 2000).

Pertencem a este grupo a oxitetraciclina, a tetraciclina e a
clortetraciclina. Sdo muito utilizadas no tratamento antibacteriano, atuando
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas.

Este antibidtico em vacas leiteiras saudaveis é utilizado rotineiramente
para a prevenc¢ao de infec¢bes. Porém, residuos deste antibiotico em alimentos

podem ocasionar reacdes alérgicas em humanos e comprometer o
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desenvolvimento ésseo de criancgas, interferindo na reabsorcéo de calcio pelos

0Ss0s, além de provocar alteracdes na denticdo (ANVISA, 2007).

2.2.2.3. Anfenicois

Os anfenicois compdem uma classe de antibidticos bacteriostaticos que
inibem a sintese dos polipeptideos bacterianos (ANVISA, 2007). Pertencem a
este grupo o cloranfenicol e o florfenicol (Figura 2.2).

(|3| OH
CH;—S
I
o)
F
HN
>:o
CIH,C

Cl Cl

(@) (b)

Figura 2.2. Estruturas quimicas dos anfenicois.

O cloranfenicol € um antibiético de amplo espectro e altamente efetivo,
sendo originalmente isolado em 1948 na Streptomyces venezuelae (PEZZA et
al., 2006).

Sua utilizacggdo em todo o mundo tem sido reavaliada devido a
associacdo com anemia aplasica (uma doenca geralmente fatal) em individuos
expostos, ainda que em baixos niveis de concentracédo. O uso de cloranfenicol
em animais produtores de alimentos esta proibido nos Estados Unidos, na
Unido Européia e em outros paises.

O florfenicol, composto fluorinado derivado do tianfenicol, apresenta-se

como um analogo do cloranfenicol onde o grupo nitro do anel aromatico deste &
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substituido por um grupo sulfonilmetil (Figura 2.2. b ). Este antibiotico ndo esta
associado ao aparecimento de anemia aplasica e tem sido administrado via

oral para controle de infecgcbes em seres humanos.

2.2.3. Legislacéo

Alimentos de origem animal sdo consumidos diariamente. O uso
indiscriminado e muitas vezes indevido de drogas veterinarias, sobretudo de
antibioticos em alimentos de origem animal, vem provocando uma maior
resisténcia das bactérias a essas drogas. Desta forma, quando o individuo
precisa tratar de infecgbes com antibidticos, o organismo humano néo
responde a droga, pois 0 mesmo ja criou resisténcia ao medicamento.

Para garantir a seguranca dos consumidores e proteger a saude
humana dos efeitos adversos de antibioticos potencialmente perigosos, 0s
orgdos publicos estabeleceram exigéncias quanto a seguranca alimentar,
ocasionando em maior controle dos produtos por parte dos mercados.

Desta forma, niveis de tolerancia ou Limites Maximos de Residuos
(LMR) tém sido estabelecidos quanto a presenca de antibioticos nos alimentos.
Estes niveis de tolerancia sdo estabelecidos para os niveis residuais dos
farmacos.

O LMR é a concentracdo maxima de residuos resultante da utilizacao de
um medicamento (expresso em mg kg™, mg L™, pug kg™ ou pg L) que se pode
aceitar no alimento. Baseia-se no tipo e quantidade de residuos que né&o
apresentam risco de toxicidade para a saude humana, levando-se em
consideracao a Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA).

As agéncias reguladoras de cada pais tém estabelecido LMR para as
substancias autorizadas para o uso como medicamentos veterinarios em
animais produtores de alimentos.

No Brasil, o controle de residuos de medicamentos veterindrios em
alimentos ocorre através do Plano Nacional de Controle de Residuos em

Produtos de Origem Animal (PNCR), que foi instituido pela Portaria Ministerial
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n° 51, de 06 de maio de 1986 e adequado pela Portaria n°. 527, de 15 de
agosto de 1995 do Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento
(MAPA). O PNCR tem como objetivo a melhoria da produtividade e da
qualidade de alimentos de origem animal colocados a disposicédo da populacéo
brasileira. Em 2003, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) criou
o Programa Nacional de Analise de Residuos de Medicamentos Veterinarios
em Alimentos Expostos ao Consumo (PAMVet). O objetivo principal do
programa € avaliar a exposi¢cao do consumidor aos residuos de medicamentos
veterinarios, bem como testar e desenvolver metodologias, estimular praticas
de controle na cadeia produtiva e subsidiar futuras acdes de vigilancia
sanitaria. O Programa prevé o controle de residuos de medicamentos
veterinarios em alimentos de origem animal expostos ao consumo. Os
alimentos avaliados foram selecionados de acordo com o0s critérios de
consumo alimentar e séo leite bovino, carne bovina e suina, ovo de galinha,
pescado e mel de abelha.

A proposta prevé que a implementacdo do programa seria de forma
escalonada no territério nacional, contemplando a¢6es de colheita de amostras
no comercio e analise de residuos em laboratorios.

Em funcéo dos resultados encontrados, o programa desencadeara uma
estratégia de controle voltada a correcdo do problema, podendo a mesma ser
seguida de uma acéo fiscal em conformidade com a legislacao vigente.

Os limites maximos dos antibiticos em leite fixados pelo Ministério de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento do Brasil (MAPA/PNCRC, 2010), pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA/PAMVet, 2007) e pela
Comunidade Européia (EC, 2002), estao listados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Limites maximos de residuos (LMR) para antibiéticos em leite fixados
pelo (MAPA, 2010), (ANVISA,2007) e (EC, 2002).

Grupo de Substancia LMR-MAPA, LMR- LMR-EC,
Antibi6ticos Farmacologicamente 2010 ANVISA, 2002
ativa 2007
(ug LY (ug LY (ugkg?)
Penicilina - - 4
B-lactamicos Benzilpenicilina - 4 -
Ampicilina 4 4 4
Amoxicilina 4 4 4
Cloxacilina - 30 30
Oxacilina - 30 -
Dicloxacilina - 30 30
Cefalosporinas - - -
Ceftiofur - 100 100
Cefapirina - 60 60
Cefazolin - 50 -
Cefoperazone - 50 50
Aminoglicosideos Diidroestreptomicina - 200 200
Estreptomicina - 200 200
Neomicina - 500 1500
Macrolideo Eritromicina - 40 40
Tetraciclinas Oxitetraciclina 100 100 100
Tetraciclina 100 100 100
Clortetraciclina 100 100 100
Anfenicois Cloranfenicol 0,3 0 -
Florfenicol - - -
Tianfenicol - 50 0,3
Sulfonamidas Sulfametazina 100 100 100
Sulfametoxina 100 100 -
Sulfatiazol 100 100 -

2.2.4. Métodos de analise

Diversos meétodos analiticos para a determinacdo de residuos de
antibioticos em amostras de leite foram descritos na literatura (MAMANI et al.,
2009; VAN HOLTHOON et al., 2010; GAMBA et al., 2009; KINSELLA et al.,
2009; STOLKER et al., 2008; SANTOS et al., 2007 e RONNING et al., 2006).

Devido a complexidade da matriz, ainda é reduzido o numero de
técnicas capazes de fornecer resultados com alta seletividade e
detectabilidade. A analise quantitativa de substancias vem sendo possivel com

0 avango da espectrometria de massas.
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Nas ultimas décadas foram desenvolvidos métodos cromatograficos
acoplados ao detector de massas, 0 qual possui maior especificidade e
seletividade que os detectores convencionais. A alta sensibilidade do método
de deteccdo faz com que este seja utilizado para determinar substancias em
baixas concentracdes, como em casos de doping, no controle de alimentos e
medicamentos, de contaminantes ambientais, entre muitas outras aplicagdes.

Nestes Ultimos anos, foi possivel desenvolver metodologias mais
sensiveis, confiaveis e com baixos limites de deteccdo, propiciando
metodologias mais rapidas com poucos passos de extracdo e purificacdo da
amostra. Sendo, atualmente, a técnica mais aceita segundo a Comunidade
Européia (CE-657/2002) para a confirmacdo de residuos de antibiéticos (EC,
2002).

2.2.4.1. Técnicas de separacao cromatografica

A cromatografia € um método fisico-quimico que permite a separacéo de
componentes em misturas complexas. O principio da técnica cromatografica
baseia-se no uso de uma fase estacionéaria (FE) e de uma fase movel (FM). Os
componentes da mistura sédo transportados através da fase estacionaria pela
fase movel e a separacdo ocorre de acordo com a diferenca de velocidade de

migracéo (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Separacdo por eluicdo em coluna. Fonte: (SKOOG, 2002). A+B:
mistura de compostos contida ha amostra. tO — t4: tempos em que ocorrem as

diferentes etapas da separacao.

Os métodos de separacdo cromatografica sdo baseados em diferentes
fatores, como o tipo de fase mdvel e fase estacionaria utilizados.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés, High Performance
Liquid Chromatography - HPLC) é uma das principais técnicas utilizadas na
analise de compostos ndo volateis. A HPLC aliada a diferentes detectores
possibilita a andlise qualitativa e quantitativa de grande quantidade de
compostos.

Como citado acima, meétodos cromatograficos acoplados ao
espectrometro de massas, destacam-se dentre os varios detectores existentes.
A espectrometria de massas € uma poderosa técnica analitica, de ampla
aplicabilidade. O acoplamento entre as duas técnicas combina as vantagens da
cromatografia (alta seletividade e eficiéncia de separacdo) com as vantagens
da espectrometria de massas (informacgao estrutural, massa molar e aumento
adicional da seletividade) (CHIARADIA et al., 2008).
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2.2.4.2. Espectrometria de massas

Dentre as diversas ferramentas analiticas disponiveis para o0s
pesquisadores, a espectrometria de massas € a de mais ampla aplicabilidade,
visto que a técnica € capaz de fornecer informagcdes sobre: a composicao
elementar de amostras; estruturas de moléculas inorganicas e organicas; a
composicdo qualitativa e quantitativa de misturas complexas; a estrutura e a
composicdo de superficies solidas; e as razdes isotopicas de atomos nas
amostras (SKOOG, 2002).

Um espectrdmetro de massas € um instrumento que produz ions a partir
de 4tomos ou moléculas e os separa, de forma positiva ou negativa de acordo
com suas razdes massa/carga, m/z (SKOOG, 2002).

Na espectrometria de massas, 0 requisito basico para uma analise é a
formacdo de ions livres na fase gasosa, onde, alguma forma de energia é
transferida para a amostra causando a sua ionizacdo. A Figura 2.4 ilustra,
resumidamente, o processo da analise por espectrometria de massas, onde M

representa as moléculas de um composto puro.

Tonizagio miz 2/
m'z 29
m/z57
\\ ‘ [_é ; a. andlise de massa
)::> — — > de todos os ions
M / M N =, aquisigdo e dodes™—
amostra / / ‘ \\ miz 43 C. gra'lﬁco de barras 5 7 57 m]
m=358 a miz 15
¢ absorgio de
excesso de energia decomposi¢io espectro de massa
unimolecular de M*

Figura 2.4. Esquema da andlise por espectrometria de massas.
Fonte: (RODRIGUEZ, 2003). M: moléculas de um composto puro.

ApOs o processo de ionizagdo, M* se decompde, formando ions de
massas menores que, detectados, geram o espectro de massa. Para que o

processo integral possa acontecer, € necessario gue o instrumento contenha
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0s componentes adequados. A Figura 2.5 mostra 0s principais componentes

dos espectrémetros de massas.

105a 10°% torr

Fonte Analisador
de —_— de ———— Detector
lons Massa

! , |

- I Tratamento &
de dados Processador

1

! !

i Vacuo de
sinais

m/z
Espectro de massa

Figura 2.5. Componentes basicos de um espectrometro de massas.
(Fonte: SKOOG, 2002).

Como se pode observar séo trés os componentes principais: a fonte de
ions, o analisador de massas e o detector.

A fonte é onde os constituintes de uma amostra sdo convertidos em ions
gasosos pelo bombardeamento com elétrons, fétons, ions ou moléculas. Os
ions positivos (0 mais comum) ou negativos sao imediatamente acelerados em
direcéo ao analisador de massas.

O analisador de massas tem a funcdo de separar tais ions de acordo
com a sua relacdo massa/carga (m/z). Sua funcdo € semelhante a do
monocromador na espectrometria optica, entretanto ha dispersao da razao m/z
em vez da radiacdo em diferentes comprimentos de onda.

O detector recebe os ions que foram separados pelo analisador,
transformando a corrente de ions em sinais elétricos que sao processados e
armazenados na memoéria de um computador (SKOOG, 2002).

Os espectrometros de massas exigem um elaborado sistema de vacuo
para manter uma baixa pressdo em todos 0s componentes, exceto no

processamento de sinal e de leitura. A baixa pressao assegura numero muito
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pequeno de colisdes no interior do espectrometro de massas de forma a poder
produzir e manter ions e elétrons livres (SKOOG, 2002).

Embora tenham sido desenvolvidas varias, a ionizacdo a presséo
atmosférica (do inglés, Atmospheric Pressure lonization - API) tém muitas
vantagens com relacdo as demais técnicas. Na espectrometria de massas com
ionizagdo a pressdo atmosférica a fonte de ions € localizada fora do
espectrobmetro, os ions sdo formados a pressdo atmosférica e entédo
introduzidos dentro do espectrébmetro de massas. Esta é uma técnica de
ionizacao branda, onde apenas o ion protonado é formado, porém a aplicacédo
de um potencial elétrico na entrada do espectrémetro de massas pode criar
condi¢Oes para a producéo de fragmentos i0nicos.

Atualmente as duas interfaces APl mais utilizadas sdo: a de ionizagao
quimica a pressdo atmosférica (do inglés, Atmospheric Pressure Chemical
lonization - APCI) e a de ionizacdo por eletronebulizacdo (do inglés,

Electrospray lonization - ESI).

2.2.4.2.1. lonizacdo quimica a pressao atmosférica
(APCI)

Na APCI, o eluente da coluna cromatografica passa através de um
nebulizador pneumatico no qual gotas sdo geradas. O "spray" formado passa
por uma regido aquecida na qual o vapor é seco, formando espécies neutras
que passam através de uma corona de descarga. Um campo suficiente para
gerar ionizacg&o é aplicado na corona (CHIARADIA et al., 2008; VEKEY, 2001).

Como o solvente (proveniente da fase movel) encontra-se em maior
concentracdo no “"spray" que o analito, este € ionizado preferencialmente e
passam a ocorrer reacdes entre estes ions em fase gasosa e as moléculas
neutras do analito, originando os ions do analito (CHIARADIA et al., 2008;
VEKEY, 2001).

A APCI pode ser considerada uma fonte de ionizacdo complementar a

ESI, pois € aplicavel a compostos apolares ou de média polaridade, volateis e
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termicamente estaveis, também APCI €& aplicavel a vazbes de eluente
cromatografico (0,5 a 2,0 mL min?) maiores que as suportadas por ESI
(CHIARADIA et al., 2008).

2.2.4.2.2. lonizacgao por eletronebulizacao (ESI)

A ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI) é atualmente uma das mais
importantes técnicas de ionizacdo para acoplamento da cromatografia liquida
com espectrometria de massas. E um método simples, que opera a pressio
atmosférica e em temperatura moderada, sendo a técnica de ionizagdo mais
branda disponivel na espectrometria de massas.

Embora seja normalmente considerada como uma fonte de ionizacao, o
“electrospray” €, na realidade, um processo de transferéncia de ions pré-
existentes em solugcdo para a fase gasosa. Pode-se dizer que a efetiva
ionizagdo (transformacdo de uma espécie neutra em um ion) € um efeito
secundario. De qualquer forma, é facil entender porque uma técnica que
permite a transferéncia de ions de uma solucao para a fase gasosa e posterior
analise por espectrometria de massas, em tdo pouco tempo, teve um impulso
tdo grande: isto se deve ao fato da maioria dos processos quimicos e
bioquimicos ocorrerem em fase liquida, envolvendo muitas vezes espécies
pouco volateis (MORAES e LAGO, 2003).

O funcionamento do sistema ESI-MS, espectrometria de massa com
lonizacdo por eletronebulizacdo se baseia inicialmente na formacdo de um
“spray” eletrostatico, a partir do qual sdo geradas pequenas gotas carregadas e
destas sao liberados os ions; em seguida, estes ions sao transportados da
regido da fonte de ionizacdo a pressdo atmosférica para dentro de uma regido
de vacuo, onde se localiza o analisador de massas (CECH e ENKE, 2001;
BRUINS, 1998).

A interface ESI produz ions pela dessor¢céo ou emissao de ions na forma
de pequenas goticulas carregadas. As pequenas goticulas sdo carregadas

através do aumento na forca do campo aplicado e, posteriormente, 0s ions
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podem ser diretamente dessorvidos e o0 solvente evaporado (CECH e ENKE,
2001; BRUINS, 1998).

Na interface ESI a solu¢cdo da amostra € bombeada através de uma
agulha capilar de aco inoxidavel com vazao de alguns microlitros por minuto,
onde é aplicada uma diferenca de potencial intensa, geralmente entre 2 - 5 kV
(MORAES e LAGO, 2003). A Figura 2.6 mostra uma representacdo
esquematica da fonte de “electrospray” de um espectrémetro de massas.

Toda a regido da fonte esta a pressdo atmosférica. A diferenca de
potencial aplicada pode ser positiva ou negativa, de acordo com as
caracteristicas do composto analisado. Quando, por exemplo, um potencial
positivo é aplicado na solucdo, os ions positivos sofrem uma repulsédo
eletrostatica, tendendo a se afastar para uma regido menos positiva, isto €, em
direcdo ao contraeletrodo. Assim a gota que se forma na ponta do capilar
estara enriquecida em ions positivos. Conforme a densidade de carga aumenta
na gota, o campo elétrico formado entre o capilar e o contraeletrodo aumenta
provocando a deformacdo da gota. A gota ganha a forma de um cone que &
denominado de cone de Taylor (MORAES e LAGO, 2003).

Esta gota permanece “presa” ao capilar. Somente quando a densidade
de carga na superficie da gota e 0 aumento da repulsdo entre os ions vencem
a tensao superficial do liquido ocorre a liberacdo de pequenas gotas com alta
densidade de carga. A frequéncia deste processo depende da magnitude do
campo elétrico, da tenséo superficial do solvente e da condutividade da solugéo
(MORAES e LAGO, 2003).

alfo vacuo

"Cone de Taylor"

+2-6kv
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voltagem

Figura 2.6. Diagrama esquematico do funcionamento do ESI-MS.
Fonte: (ALVES, 2006).
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ApOs a ionizacdo, os ions em fase gasosa entram na regido do
espectrometro de massas conhecido como analisador de massas, considerado
o coracado do instrumento. O analisador de massas, que fica em uma regiao de
alto vacuo, é usado para separar ions dentro de uma faixa selecionada de
razdo massal/carga (m/z). Os ions sdo separados por campos magnéticos,
campos elétricos, ou medindo-se o0 tempo que eles levam para percorrer uma
distancia fixa (CARRERI et al., 2002).

2.2.4.2.3. Analisador de massa do tipo quadrupolo

O quadrupolo consiste em 4 barras cilindricas e paralelas que atuam
como eletrodos, conforme mostra a Figura 2.7. As barras opostas estédo
conectadas eletricamente e uma voltagem com potenciais de radiofrequéncia

variavel, que estdo a 180° fora de fase, é aplicada a cada par de barras
(SKOOG, 2002; CHIARADIA et al., 2008).

dc

Figura 2.7. Esquema de um analisador quadrupolo. rf: radiofrequéncia e dc:
corrente continua. Fonte: (MORAES e LAGO, 2003).
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2.2.4.2.4. Analisador de massa do tipo captura de

ions

O analisador do tipo captura de ions (do inglés, lon-Trap, IT) foi
desenvolvido por Wolfang Paul em 1960, o que em 1989 Ihe rendeu o Prémio
Nobel de Fisica (TODD, 1991 e MARCH, 2005).

Os analisadores do tipo IT operam por principios fisicos semelhantes ao
dos quadrupolares, porém a sua vantagem € a maior sensibilidade, uma vez
que todos os ions formados s&do detectados. Isto acontece porque, no
quadrupolo, os ions com trajetéria estavel sdo transmitidos para o detector,
enguanto os ions com trajetdria instavel sdo perdidos.

No IT os ions permanecem aprisionados e sO6 sdo detectados quando
suas trajetérias se tornam instaveis (COLOMBO, 2003).

A Figura 2.8 ilustra o principio do “ion trap”. Ele consiste de trés
eletrodos, sendo que o central tem um formato circular, e os dois das
extremidades tém geometria hiperbdlica, para criar um campo elétrico
quadrupolar em 3-D. Este campo elétrico mantém os ions em uma Orbita
estavel em seu interior, contudo uma mudanca nas tensdes aplicadas no anel
do eletrodo faz com que os ions passem a adotar uma trajetoria instavel e
saiam do “ion trap” na ordem crescente da razdo m/z, quando podem ser entédo
detectados (MARCH, 2005 e DASS, 2007).

\ a(; o / Multlpllcador
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/ l‘ \‘.
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voltagem

Figura 2.8. Representacédo esquematica dos analisadores do tipo captura de
ions. Fonte: (COLOMBO, 2003)
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Devido a sua capacidade Unica de manter os ions aprisionados em seu
interior, estes analisadores sdo capazes de proporcionar diversos ciclos de
fragmentacdo, num processo chamado na espectrometria de massas de
tandem-MSn, onde n representa o0 nimero de fragmentacdes realizadas no

analito.

2.2.4.2.5. Analisador de massa por tempo de vbo

O analisador de massas do tipo tempo de voo (do inglés, Time-of-Flight-
TOF) tem como vantagem a capacidade de realizar andlises de altas massas
(na regido de 10° Da).

Esse analisador se baseia no principio de que se dois ions com mesma
carga, mas com massas diferentes, sdo acelerados através de um campo
elétrico com potencial constante, suas velocidades serdo dependentes de suas
massas, e conseguirdo atingir o detector com “tempos de v6o0” diferentes.
Assim, o ion de menor valor de massa-carga (m/z) atingira o detector primeiro,
engquanto o de maior massa levara mais tempo para chegar ao detector (DASS,
2007; HOFFMANN e STROOBANT, 2007).

Para o funcionamento do TOF, é imprescindivel que todos os ions
formados na fonte entrem no analisador ao mesmo tempo, para determinar o
tempo que cada ion leva para percorrer toda a extensdo do analisador. Os
refletores sdo posicionados nos analisadores (Figura 2.9) para aumentar a

distancia percorrida pelos ions, permitindo aumentar a sua precisao.
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Figura 2.9. Representagcdo esquematica do analisador do tipo tempo de v6o
Fonte: (CARRERI, 2002)

2.2.5. Preparo de amostras

O preparo de amostras € uma das operacdes preliminares de uma
analise quimica que consiste em submeter uma aliquota representativa da
amostra a um tratamento adequado visando sua preparagcdo para 0S passos
subsequentes (DUTRA et al., 2004).

De modo geral, a preparacdo de amostra visa eliminar interferentes uma
vez que as medidas geralmente sdo efetuadas em baixos niveis de
concentracdo. Portanto, 0os principais objetivos sdo promover a extracdo e o
enriquecimento dos analitos de interesse e a remocéo, tanto quanto possivel,
dos interferentes.

Dentre as vérias etapas envolvidas no processo de preparacdo da
amostra estao a extracdo, separacao, a concentracao e o ajuste de condicdes
(por exemplo, pH). Estas etapas sdo geralmente trabalhosas, de elevado custo
e requerem bastante tempo, podendo ainda introduzir erros criticos na analise.

Para que uma técnica de preparo de amostra seja ideal, esta deve
apresentar facilidade no manuseio, rapidez, baixo custo, ser compativel com a
faixa de deteccdo do instrumento de andlise e apresentar bom desempenho

analitico, incluindo eficiéncia, seletividade e aplicabilidade para determinacdes
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simultaneas (PAWLISZYN, 1997). Devido a complexidade inerente da matriz
dos produtos alimenticios, a escolha da técnica de preparo de amostra € um
passo importante, que depende da matriz, das propriedades fisico-quimicas do
composto a ser determinado, da sua concentracdo, do metodo de analise, e da
precisao e exatidao desejada (ANDERSON, 1991).

As técnicas de preparo de amostras para a determinacdo de residuos
em alimentos mais utilizadas em métodos cromatograficos acoplados a
espectrometria de massas sao a extracdo em fase sélida (do inglés, Solid
Phase Extraction, SPE) (LANCAS, 2004), a dispersdo da matriz em fase sélida
(do inglés, Matrix Solid Phase Dispersion, MSPD) (BARKER et al., 1989), a
microextracdo em fase solida (do inglés, Solid Phase Micro Extraction, SPME)
(ARTHUR e PAWLISZYN, 1990), a extracao por fluido supercritico (do inglés,
Supercritical Fluid Extraction, SFE) (MENDIOLA et al.,, 2007), a extrac&o
acelerada por solventes (do inglés, Pressurized Liquid Extraction, PLE)
(CARABIAS-MARTINEZ et al., 2005) e a extragdo assistida por micro-ondas
(do inglés, Microwave Assisted Extraction, MAE) (CAMEL, 2000).

Estas técnicas apresentam algumas desvantagens, pois, muitas vezes
sdo automatizadas e isto demanda analistas treinados, além de conter etapas
de limpeza entre as extra¢gfes, o que implica em um maior tempo de analise e
ainda muitas vezes emprega um grande volume de solventes organicos
toxicos.

Neste texto sera enfatizado o método QUEChERS visto que este tem
sido largamente empregado no preparo de amostras para determinacao de
residuos em matrizes complexas e também foi o método utilizado neste

trabalho.

2.2.5.1. QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective,
Rugged, Safe)

Com o objetivo de superar limitacdes praticas dos métodos de extracao
multirresiduo, ANASTASSIADES et al. (2003) introduziram um novo
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procedimento de preparo de amostras denominado QUEChERS acronimo dos
termos rapido, facil, econébmico, efetivo, robusto e seguro (do inglés, Quick,
Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe).

O QUECHhERS é um procedimento dinamico, que pode ser aplicado em
qualquer laboratorio, devido a simplificacdo de suas etapas, como pode ser

verificado através do fluxograma da Figura 2.10 .

10 mL de amostra

r—) —)
(tubo de 50 mL) 10 mL MeCN 49 MgSO, e 1 gde NaCl

Agitar por 1 minuto e
Centrifugara 3700 rpm
por5 minutos

Transferir para outro tubo
1 mL de extrato e
adicionar 150 mg de
MgSO, e 25 mg PSA

Andlise cromatografica | «———

Misturar em vortex por

1 minuto e centrifugara
3700 rpm por 2 minutos

Figura 2.10. Fluxograma representativo do método QUEChERS.

O solvente é um dos pontos fundamentais no desenvolvimento de um
meétodo de extracdo e limpeza de uma amostra. Os solventes mais utilizados
para extracdo multirresiduo séo acetato de etila, acetona e acetonitrila. Dentre
estes, a acetonitrila possui caracteristicas mais satisfatérias no processo de
extracdo. Por ser miscivel com a agua, a acetonitrila promove a extracdo em
uma fase Unica quando em contato com a matriz, além de possibilitar a
extracdo de uma menor quantidade de co-extrativos lipofilicos provenientes da
amostra, como por exemplo, ceras, gorduras e pigmentos. Outra grande
vantagem € que a acetonitrila € mais adequada para cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas (MASTOVSKA e LEHOTAY, 2004).
Devido a essas caracteristicas, a acetonitrila é o solvente mais indicado
quando se utiliza o0 método QUEChERS para extragdo e limpeza de amostras
(ANASTASSIADES et al., 2003).

70



Freitas, S.K.B. Fundamentos Tedricos

A adicéo de sais no processo de extracdo promove maiores percentuais
de recuperacdo, além de proporcionar a separacdo das fases orgénica e
aquosa. Na extragcdo com acetonitrila, a adicdo de sais € muito conveniente
uma vez que € rapida, facil, apresenta baixo custo e tem a grande vantagem de
nao diluir o extrato da amostra. No método QUEChERS é empregada uma
mistura de 1 g de cloreto de sédio (NaCl) e 4 g de sulfato de magnésio
(MgSOQO,). A escolha do MgSO, é devida a maior capacidade de remover agua
quando comparado a outros sais. Aléem de reduzir o volume de fase aquosa,
sua hidratacdo € exotérmica, tendo como resultado o aguecimento entre 40 e
45 T da amostra durante as etapas de extracao e particao (ANASTASSIADES
et al., 2003).

A etapa de limpeza (clean-up) é essencial para promover robustez e
confiabilidade aos resultados obtidos pelo sistema cromatografico. De maneira
geral, as etapas de clean-up empregam extracdo por fase solida (do inglés,
solid phase extraction - SPE), a qual utiliza cartuchos ou colunas que contém
entre 250 e 1000 mg de sorvente. Esta técnica, porém, é muito laboriosa e
muitos fatores afetam a sua preciséao.

No método QUEChERS, o clean-up é realizado colocando 1 mL do
extrato em contato com uma mistura contendo 25 mg do sorvente amina
primaria-secundaria (PSA) e 150 mg de MgSO,. O sorvente retém as
interferéncias da matriz, sendo que depois da agitacdo manual e centrifugacao
0 extrato esta pronto para ser injetado no sistema cromatografico. Um clean-up
eficiente garante uma maior vida u(til para as colunas cromatograficas,
reduzindo assim a contaminacao do sistema cromatografico (SHIMELIS et al.,
2007).

2.2.6. Validacéo de métodos analiticos

Para garantir que um método analitico desenvolvido gere informacfes
confiaveis e exata sobre a amostra ele deve ser submetido a um processo
chamado de validacdo (RIBANI, 2004).
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A validacdo de um método analitico fornece uma evidéncia
documentada de que o método é confiavel ao que se aplica. Consiste em uma
série de procedimentos que visam assegurar credibilidade as medidas obtidas
(LEITE, 1996). A documentacado de uma validacao deve conter: a especificacdo
dos requisitos, as caracteristicas de desempenho obtidas, os critérios de
aceitacdo dos valores obtidos das caracteristicas de desempenho em
comparacao com os requisitos e afirmacgéao da validade dos resultados quanto
ao atendimento ao uso pretendido (INMETRO, 2007). E de fundamental
importancia que os laboratérios, ao desenvolver um método analitico,
verifiquem se os parametros de validacédo estdo de acordo com os requisitos
estabelecidos pelo documento utilizado na validagdo da metodologia.

Ao reproduzir métodos oficiais, estes sdo considerados validados
quando forem avaliados parametros como linearidade, seletividade, limite de
quantificacdo, limite de deteccdo, exatiddo (recuperacdo) e preciséo
(INMETRO, 2007).

2.2.6.1. Seletividade

E a capacidade que o método analitico possui de medir exatamente um
composto em presencga de outros componentes tais como impurezas, produtos
de degradacdo e componentes da matriz. Este parametro de desempenho do
método, apds as investigacdes necessarias, € utilizado para a avaliacdo de
possiveis falsos negativos, falsos positivos e se a quantificacdo €

essencialmente influenciada (ANVISA, 2003).

2.2.6.2. Linearidade

A determinacédo da linearidade € realizada por meio de uma relagcéo
matematica e de graficos de calibracdo. Essas relacbes podem ser expressas
como uma equacao de reta chamada de curva analitica. Matematicamente, os

coeficientes de uma curva analitica podem ser estimados utilizando o método
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das regressoOes lineares, onde é possivel também calcular o coeficiente de
correlacdo r. Este coeficiente é utilizado para indicar o quanto o modelo é
linear, o INMETRO (2007) estipula um valor aceitavel = 0,90.

2.2.6.3. Limite de deteccao

Limite de deteccéo (LD) representa a menor concentracéo do analito que
pode ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, e € normalmente
definido como a menor concentracdo da substancia de interesse que pode ser
diferenciada do ruido com seguranca. Este limite pode ser determinado com
base em avaliagdo visual, através da relagédo sinal/ruido ou utilizando o desvio
padrao (s) e o coeficiente angular (m) da curva analitica conforme mostrado na

equacao abaixo.
LD =3 *% eq. (2.1)

Geralmente aceita-se como LD a concentracdo que gera um sinal trés
vezes maior que o ruido do sistema ou que produza um sinal igual a 3s, em
que s € o desvio padréo do ruido medido empregando-se o branco (LANCAS,
2004).

2.2.6.4. Limite de quantificacao

O LQ pode ser determinado de diversas maneiras, como, desvio padréo
do branco (s) ou estimativa do desvio padrdo da resposta proximo ao LQ

(Equacédo 2.2) ou pelo método visual.

LQ=10+— eq. (2.2)
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2.2.6.5. Recuperacéo

A recuperacdo mede a eficiéncia do procedimento de extragcdo de um
método analitico dentro de um limite de variagdo. Porcentagens de
recuperagdo proximas a 100% séo desejaveis, porém, valores menores séo
admitidos, desde que a recuperagao seja precisa e exata. A recuperagao pode
ser definida como absoluta e relativa.

A recuperacdo absoluta € uma relacdo entre a resposta do analito
extraido da matriz fortificada e a resposta do padrdo analitico puro que néo
tenha sido submetido ao processo de extracdo. A resposta gerada pelo padrao
nao extraido representa uma recuperacdo de 100%. A recuperacéo relativa €
definida quando se utiliza um padrao interno, a recuperacao é medida como
uma relacdo entre as respostas dos analitos e a do padrao interno extraidos de
uma matriz fortificada e as respostas dos analitos e do padréo interno quando
nao submetidos ao processo de extracao.

O calculo da recuperacao € realizado dividindo a concentragdo média
detectada pelo valor fortificado e multiplicando o valor obtido por 100, para
obter a porcentagem conforme mostra a Equacgao 2.3 (LANCAS, 2004).

Concentragdo média detectadax100

Rec (%) = (

) eg. (2.3)

nivel de fortificagdo

2.2.6.6. Precisao

A precisao reflete o grau de dispersdo dos resultados quando o método
€ aplicado em varias amostras, sendo este realizado em um mesmo
laboratorio, com o mesmo modo de preparo de amostra e utilizando os
mesmos equipamentos.

A precisdo do método € verificada através de, no minimo, trés
concentragcdes contemplando a faixa de variagdo do procedimento, (proximo ao

LD, no meio da faixa e préximo a concentracdo maxima). E avaliada pelo
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desvio padréo absoluto (s) que utiliza um numero significativo de medicdes,
normalmente maior que 20. Na pratica, em validacdo de métodos, o numero de
determinacdes € geralmente pequeno e o0 que se calcula € a estimativa do
desvio padrédo absoluto (s) (RIBANI, 2004 e LANCAS, 2004). A precisao deve
ser determinada em um mesmo dia (precisdo intra-dia) e em dias diferentes

(preciséo inter-dia).

2.2.6.7. Estabilidade do analito

A instabilidade da substancia a analisar, ou dos constituintes da matriz
durante o armazenamento, podem originar desvios significativos no resultado
analitico. Quando a estabilidade do composto n&do for definida, deverdo ser
realizados testes de estabilidade das solucbes preparadas no leite e no

solvente e mantidos em condicdes de estocagem (EC, 2002).

2.2.7. Determinacao de antibiéticos em leite

As metodologias analiticas para a determinacdo de antibioticos em
alimentos de origem animal serdo apresentadas a seguir, de modo a ser feito
um breve histérico apresentando os principais trabalhos publicados que estéo
relacionados a temética em estudo.

Dentre estes trabalhos, merecem destaque o estudo de VAN
HOLTHOON et al. (2010), que descreveram um meétodo para a determinacao
de oito penicilinas em leite, tecidos de suinos e alimentos para animais,
utilizando a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas em
tandem. Um processo de derivatizagdo foi desenvolvido para evitar a
degradacéao dos residuos. As penicilinas foram convertidas em derivados de
piperidina estavel e isoladas por meio da extracdo em fase soélida. O método foi
validado de acordo com as exigéncias da Unido Européia para um método

guantitativo.
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Por sua vez MAMANI et al. (2009) utilizaram HPLC com detec¢cdo DAD
para a determinagdo simultanea de tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina,
sulfametazina, sulfaquinoxalina, sulfametoxazol e cloranfenicol em leite. O
preparo das amostras envolveu a precipitacdo da proteina seguida de extracao
em fase soélida. O método foi validado e aplicado para andlise de leite
pasteurizado comercializado no Brasil. Os limites de quantificacdo para todos
os antibioticos, com excecao do cloranfenicol, estavam abaixo do limite maximo
permitido de residuos. KANTIANI et al. (2009) desenvolveram um meétodo
automatizado para deteccdo de antibidticos beta-lactamicos, incluindo seis
penicilinas e quatro cefalosporinas em amostras de leite bovino. As amostras
foram preparadas utilizando a extragdo em fase sélida em linha e quantificadas
por LC-MS-ESI. Os limites de deteccdo no leite foram abaixo dos limites
maximos de residuos estabelecidos pela Unido Européia para todos os
compostos estudados. GAMBA et al. (2009) estudaram sete sulfonamidas em
amostras de leite. As drogas foram extraidas em uma mistura de
cloroférmio/acetona e a limpeza em uma coluna de extracdo de fase solida com
troca i6nica. A determinacao foi realizada por LC-DAD. O meétodo apresentou
boa linearidade, preciséo, repetibilidade e reprodutibilidade intra-laboratorial e
robustez. Dando continuidade aos estudos, KINSELLA et al. (2009)
desenvolveram um meétodo multi-residuo para a quantificacdo e identificacédo
simultanea de 38 residuos de drogas veterinarias em amostra de leite e figado
bovino, utilizando a cromatografia liquida acoplada a um espectrbmetro de
massas tandem. A preparacao da amostra foi realizada utilizando uma simples
modificacdo do método QUEChERS. O limite de quantificacdo do método foi de
5,0 pg kg™ para 37 analitos (e 10 pg kg™ para diclorvos). O método foi validado
com sucesso de acordo com as diretrizes da 2002/657/EC. A recuperacao dos
analitos estava na faixa de 70-120 %, com repetibilidade e reprodutibilidade
tipicamente < 15 % para o leite e < 20 % para o figado. A determinacdo de
antibioticos veterinarios também foi objeto da pesquisa de STOLKER et al.
(2008), que utilizaram a HPLC-MS-TOF para a quantificacdo de 100
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antibiéticos em leite. O método desenvolvido mostrou alta sensibilidade e boa
linearidade para fornecer resultados quantitativos. Prosseguindo os estudos
com leite, SANTOS et al. (2007) desenvolveram um método para a
determinacdo simultdnea de ampicilina, amoxicilina, cloxacilina, penicilina,
tetraciclina e cloranfenicol utilizando a eletroforese capilar com deteccao UV-
VIS. As amostras foram limpas e extraidas em fase soélida com um cartucho
Cis. ApGs as andlises, os resultados foram comparados com os obtidos por
HPLC. O método apresentou recuperacéo acima de 72 % com RSD de 5,0 %.
A presenca do cloranfenicol em diferentes matrizes como carne, marisco, ovos,
mel, leite, plasma e urina foi investigada por RGNNING et al. (2006). O método
desenvolvido para determinagdo e confirmacdo do antibidtico utilizou LC-
MS/MS. As amostras foram extraidas com acetonitrila apds a adicdo do padréo
interno (d5-cloranfenicol). Em seguida, foi adicionado cloroférmio para a
remocgdo da agua. Apos a evaporacao, os residuos foram reconstituidos em
metanol/agua (3+4) antes da inje¢do. As amostras de urina e plasma apos a
adicdo do padrao interno foram aplicadas a um cartucho de extracdo Chem
Elut, eluidas com acetato de etila e lavadas com hexano. O método foi validado
baseado nas diretrizes da 2002/657/EC e as diferentes formas de céalculo de
CCa e CCg foram avaliados. O CCa e CCg comum para todas as matrizes
foram 0,02 e 0,04 pg kg™ para a transicdo do fon 321 > 152 e 0,02 e 0,03 pg
kg™ para a transicdo do fon 321 - 194. O nivel de fortificacdo de 0,1 pg kg™
para a reprodutibilidade no laboratério foi inferior a 25 %.
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2.3. OBJETIVOS

2.3.1. Objetivos Gerais

Desenvolver e validar um método analitico para a determinagéo
simultanea de residuos de amoxicilina, ampicilina, tetraciclina, oxitetraciclina e
cloranfenicol em leite utilizando a cromatografia liquida acoplada a um

espectrometro de massas.

2.3.2. Objetivos Especificos

= Selecionar os antibioticos alvos do estudo proveniente da cidade de
Recife baseando-se em dados da literatura;

= Otimizar os parametros cromatograficos;

= QOtimizar o método de analise no espectrometro de massas;

» Realizar a extracao e purificacdo da amostra baseada na metodologia
QUEChERS;

» Validar a metodologia analitica;

» Analisar os antibiéticos em leite pasteurizado integral comercializado na
regido metropolitana do Recife e leite proveniente da bacia leiteira da

cidade de Garanhuns no Estado de Pernambuco.

78



Freitas, S.K.B. Experimental

2.4. EXPERIMENTAL

2.4.1. Materiais e reagentes

Foram utilizados acetronitrila grau HPLC (J.T. Baker, Phillipsburg, Nova
Jersey, EUA), metanol grau HPLC (Sigma — Aldrich, EUA) e agua ultrapura
obtida através de sistema Milli-Q® (Millipore, EUA). Para a extracao e limpeza
da amostra, foram utilizados kits de extracdo Q-Sep 110, contendo 4,0 g de
MgSO,4 e 1,0 g de NaCl e kits Q-Sep 250 para o clean-up, contendo 150 mg de
MgSO, e 50 mg de PSA (amina priméaria-secundéria). Foram usadas seringa
de 3,0 mL (B-D Yale) e membranas para filtracdo de 0,45 um fornecidas pela
Millipore, EUA.

2.4.2. Instrumentacao

Para a analise dos compostos, utilizou-se um Cromatégrafo a Liquido
acoplado a um Espectrometro de Massas hibrido com analisadores do tipo
captura de ions e tempo de vbo (do inglés, Liquid Chromatograph coupled
hybrid mass spectrometer with ion trapping and flight time -LC-MS-IT-TOF).
Este equipamento utiliza nitrogénio liquido como gas de nebulizacdo e
secagem (Figura 2.11).
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Figura 2.11. Cromatégrafo a liquido acoplado ao espectrdmetro de massas

com analisadores do tipo captura de ions e tempo de véo (LC-MS-IT-TOF)

O cromatégrafo a liquido (LC) é equipado com bombas binarias, modelo
LC-20AD (Shimadzu Corp., Quioto, Japdo) e um amostrador automatico
modelo SIL 20AC (Shimadzu Corp). Foi utilizada uma coluna Phenomenex
gemini C;g3 com tamanho de particula de 3 um, 50 mm de comprimento e 2,1
mm de diametro interno. A interface entre o LC e 0 espectrometro de massas
(MS) consiste em uma fonte de ionizagédo por eletronebulizacao (electrospray,
modo negativo: - 2,5 kV; modo positivo: 4,5 kV); fluxo de gas nebulizador - N -
igual a 1,5 L min™; pressdo do gas de secagem - N, - igual a 100 kPa e
temperatura da interface igual a 200C. O tempo de acumulacdo dos ions no
octopolo foi de 30 ms. Os espectros de massas foram adquiridos
simultaneamente nos modos negativo e positivo de ioniza¢éo, na faixa de 300
a 500 m/z.

Para a aquisicdo de dados do espectrometro de massas, foi utilizado o
programa de computador Labsolutions/LCMS Real Time Analisys (versao 3.41,
Shimadzu Corporation). Os calculos para as massas exatas foram realizados
com o programa Accurate Mass Calculator (versdo 1.12, Shimadzu

Corporation).
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2.4.3. Padrdes analiticos

Os padrdes analiticos utilizados foram Amoxicilina 99,9 % (AMOX),
Ampicilina 99,9 % (AMP) da marca Sigma (EUA). Os padrdes Tetraciclina 99,0
% (TETR), Oxitetraciclina 99,0 % (OXIT) e Cloranfenicol 99,0 % (CLO) foram

cedidos pelo LAFEPE (Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco).

2.4.4. Preparo das solucfes estoque dos antibiotic  os

As solugdes estoque dos antibiéticos foram preparadas individualmente
a partir dos padrbes analiticos dissolvidos em metanol grau HPLC, em uma
concentracdo de 250 mg L*, e armazenadas em freezer (-18 a -20 T).
Solucbes intermediarias foram preparadas a partir de cada solucédo estoque e
diluidas em metanol grau HPLC, obtendo uma concentragéo de 1000 pg L™ de
amoxicilina, ampicilina, tetraciclina e oxitetraciclina e de 100 pg L' de
cloranfenicol. As solucdes de trabalho consistiram em uma mistura de todos os
antibioticos e foram preparadas diariamente a partir de diluicdes, em metanol,

das solugdes intermediarias.

2.4.5. Condicfes cromatograficas

Inicialmente, foram testadas algumas condi¢des cromatograficas para a
separacdo e deteccdo dos antibidticos. A condicdo cromatografica definida foi
adaptada da literatura (ORTELLI et al., 2009, VAN HOLTHOON et al., 2010 e
RONNING et al., 2006), com o objetivo de estabelecer o melhor método de

analise dos antibidticos em leite por LC-MS.

- TESTE 1: fase mével composta por 0,1 % de acido formico em agua (eluente
A) e 0,1 % de acido formico em acetonitrila (eluente B); o perfil do gradiente

iniciou com 95 % de A e diminuiu linearmente para 5 % em 7,0 minutos, antes
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de ser restabelecida as condi¢des iniciais em 2,0 minutos; o fluxo foi mantido
em 0,4 mL min'; temperatura do forno a 40°C (ORTELLI et al., 200 9)

- TESTE 2: fase mével composta por 0,2 % de acido férmico em agua (eluente
A) e 0,2 % de acido férmico em acetonitrila/agua 9/1 (v/v) (eluente B); o
gradiente iniciou com 15 % de B por 1 minuto, seguido de um aumento linear
de 50 % de B em 7 minutos e 70 % de B por mais 5 minutos. Depois de uma
espera isocratica de 70 % de B por 1 minuto, o gradiente voltou para 15 % de B
em 1 minuto para a estabilizacdo da coluna, com um tempo total de 20
minutos; o fluxo foi mantido em 0,4 mL min™; temperatura do forno a 40°C
(VAN HOLTHOON et al., 2010)

- TESTE 3: fase movel: 0,15 % de acido formico em agua (eluente A) e metanol
grau HPLC (eluente B); o gradiente foi linear nas seguintes condicdes: 58 % de
A de 0 a 0,1 minutos, 35 % de A de 0,1 a 3,0 minutos, retornando as condi¢gdes
iniciais de 58 % de A de 3,0 a 6,0 minutos; a vazéo foi mantida em 0,9 mL min’
! temperatura do forno a 23°C (R@NNING et al., 20 06).

2.4.6. Amostras de leite

As amostras de leite in natura utilizadas no presente estudo foram
coletadas em diferentes fazendas situadas na cidade de Garanhuns no Estado
de Pernambuco. As amostras de leite pasteurizado comercial foram adquiridas
em diferentes supermercados da cidade de Recife. Para os testes de
validacdo, se faz necessario a utilizacdo de um leite com total auséncia de
residuos, para ndo comprometer as posteriores andlises. O leite utilizado na
validacéo foi proveniente da fazenda Quixaba localizado no municipio de Santa
Teresinha, no Estado da Paraiba.

As amostras foram coletadas em tubos Falcon de 50 mL, congeladas e
enviadas ao laboratério em caixa de isopor contendo sacos de gelo em cubo,
chegando ainda congelada. Os tubos com as amostras foram armazenados em

freezer com temperatura entre -18 e -20 .
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2.4.7. Procedimento de analise

2.4.7.1. ldentificacdo dos antibiéticos

As solucbes de referéncia de Amoxicilina, Ampicilina, Tetraciclina,
Oxitetraciclina e Cloranfenicol foram injetadas separadamente e obteve-se para
cada solucdo sua respectiva razdo m/z. Para identificar os antibidticos que se
encontravam nas amostras de leite, comparou-se os valores de m/z das

amostras com os valores obtidos com as solucdes de referéncia.

2.4.8. Procedimento de extracao da amostra

O método de preparo de amostra QUEChERS foi adaptado por PRESTES
et al. (2009) como pode ser observado na Figura 2.12 .
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Adicdode

MgSO,/ NaCl 10mLde ACN Agitagdo manual 1 min

-
Centrifugagdo—5 min a 3700 rpm - - - —
gag P Adicéo de MgSO ,/PSA Agitacdo vortex 1 min
(Clean—-up)

Centrifugacéo—2 min a
3000rpm

DeterminacdoLC-MS

Figura 2.12. Esquema do procedimento realizado para o método QUEChERS

Cerca de 10 mL da amostra de leite foram colocados em um tubo Falcon
de 50 mL. Em seguida, o leite foi fortificado com os analitos em estudo e
permaneceu em repouso por 15 minutos. A extracao foi realizada adicionando-
se 10 mL de acetonitrila, no kit Q-Sep 110, contendo 4,0 g de MgSO, e 1,0 g
de NaCl, seguido da adicdo da amostra fortificada. A amostra foi
imediatamente agitada durante 1 minuto, com o intuito de evitar a formacéao de
aglomerados durante a hidratagdo do MgSO, e centrifugada a 3700 rpm
durante 5 minutos.

O processo de limpeza foi realizado, transferindo 1,0 mL do
sobrenadante resultante do processo de extracdo para o segundo kit Q-Sep
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250, contendo 150 mg de MgSO, e 50 mg de PSA (amina priméaria-
secundaria). Em seguida, o extrato da amostra foi misturado em vortex por 1
minuto e centrifugado a 3000 rpm por 2,0 minutos.

Uma aliquota do sobrenadante foi retirada e filtrada em membrana de
0,45 ym acoplada a uma seringa. O volume recolhido foi transferido para um

vial para posterior analise no sistema LC-MS.

2.4.9. Validacdo do método

O meétodo proposto foi validado segundo instru¢des do Instituto Nacional
de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO, 2007) e
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003). Foram avaliados os
parametros de seletividade, linearidade, limite de deteccdo e quantificacdo do

meétodo, recuperacao e precisao.

2.4.9.1. Seletividade

Para a avaliacdo da seletividade do método, realizou-se o experimento
para verificar os possiveis interferentes nas amostras de leite. Foi realizada a
andlise de dez diferentes amostras de leite. As amostras fornecidas pela
fazenda Quixaba foram analisadas conforme procedimento do item 2.4.8, sem

a fortificacdo dos analitos.

2.4.9.2. Linearidade

A partir dos valores de limite maximo de residuos (LMR) de cada
antibiético, foram definidos os limites de concentracdo inferior e superior
buscando estabelecer a faixa de trabalho do método. Foram adotados como
limite superior uma concentracdo que atendesse a aplicacdo do método e a

resposta do equipamento.
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Foram definidos, tanto para avaliacdo da linearidade no solvente como
na amostra de leite, 7 (sete) niveis de concentracdo para compor a curva
analitica. Cada nivel de concentracdo, ou seja, cada solucdo padrédo foi
injetada trés vezes consecutivas e para tracar as curvas analiticas foram
utilizados os valores medios de cada repeticao.

A partir dos dados da curva analitica, (area do analito versus
concentracdo do analito), obteve-se as equacdes de regresséo linear e os
coeficientes de correlacédo linear (r). Como critério de aceitacdo foi definido

para o coeficiente de correlagdo um valor de r > 0,90 (INMETRO, 2007).

2.4.9.3. Efeito de matriz

Para avaliar se havia efeito de matriz, foram comparados os valores de
area dos analitos em solugcdo e na amostra de leite, bem como seus
respectivos valores de coeficientes angulares obtidos através da curva
analitica. Foram avaliadas estatisticamente, através dos testes t de Student e
do teste F, as curvas de cada analito em solugcdo e na amostra de leite para

definir se ha diferencas entre elas, caracterizando um efeito de matriz.

2.4.9.4. Limite de deteccao e de quantificacao do

método

Foram preparadas replicatas auténticas da menor concentracdo dos
analitos em solucdo e obtidos 20 valores de medida em um mesmo dia. Os
valores de dispersédo das medidas foram avaliados estatisticamente através do
desvio padrdo e os limites de deteccdo e quantificacdo do meétodo foram

calculados conforme as equacdes 2.2 e 2.3.
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2.4.9.5. Recuperacéo

A recuperacao foi estimada, fortificando uma aliquota de leite em trés
niveis de concentracdo, de maneira que a concentragdo final estivesse dentro
da faixa de trabalho do método. Os niveis de fortificacdo empregados foram:
concentracdo proxima do LMR, meio da curva analitica e proximo a
concentragdo maxima.

As amostras fortificadas foram extraidas e purificadas, conforme item
2.4.8 e injetadas no sistema LC-MS. Apdés a obtencdo dos dados de
recuperacdo, estes foram tratados estatisticamente e calculou-se o desvio
padrdo, o desvio padrado relativo e a recuperagcdo média conforme a equacéo
(2.4).

2.4.9.6. Precisao

A precisdo do método analitico foi determinada através de dois estudos:

repetibilidade e reprodutibilidade.

2.4.9.6.1. Repetibilidade

A repetibilidade do método foi determinada conforme descrito no
procedimento do item 2.4.8. Este procedimento foi realizado por mais duas
vezes no mesmo dia. Os resultados foram tratados estatisticamente, onde
foram calculadas para cada um dos antibioticos a recuperacdo média global, o
desvio padréo e o desvio padrao relativo.

2.4.9.6.2. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade do método foi determinada da mesma maneira que a

repetibilidade, porém, foi avaliada em trés dias diferentes. Os resultados foram
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tratados estatisticamente, onde foi calculado para cada um dos antibioticos a

recuperagcdo media, o desvio padrdo e o desvio padrao relativo.

2.4.10. Estabilidade dos analitos

No procedimento do teste de estabilidade em solvente, foi preparada
uma solucdo de 10 mL de uma mistura dos antibiéticos na concentracdo de
100 pg L™ em metanol. A solucao foi analisada imediatamente apds o preparo.

Posteriormente, a solugéo foi acondicionada em freezer (- 18 a - 20 ).
Estas solu¢cdes foram analisadas a cada sete dias, para verificagdao da
estabilidade durante um periodo de 1 (um) més.

Na avaliacdo da estabilidade dos analitos na amostra de leite, foi
realizada a fortificacdo de 100 pg L™ de cada antibiético em uma amostra de
leite, novamente a solugédo foi imediatamente analisada. Posteriormente, as
solucbes preparadas foram acondicionadas em freezer (-18 a - 20 C) e
analisadas a cada sete dias, durante 1 (um ) més, para verificar a estabilidade
dos analitos no leite. Para avaliacdo da degradacdo, os valores das
concentracOes destas solugdes, preparadas tanto no solvente quanto no leite,
foram calculadas em forma de porcentagem e comparadas com o valor obtido

para a solucdo analisada imediatamente ap0s o preparo.

2.4.11. Analise das amostras de leite

Foram analisadas 10 amostras de leite comercial pasteurizado integral
comercializadas na cidade de Recife e 25 amostras de leite in natura,
proveniente da Bacia leiteira da cidade de Garanhuns no Estado de
Pernambuco. As amostras foram coletadas por profissionais da area de
veterinaria da Universidade Federal Rural de Pernambuco - UFRPE e
encaminhadas para o Laboratdrio de Instrumentacdo e Automacao para

Analise Quimica — LIAAQ para posterior analise.
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2.5. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1. Otimizacao das condi¢cGes cromatograficas

Devido as diferentes propriedades fisico-quimicas inerentes as trés
familias dos antibidticos estudados, foi verificado que, para permitir a
separacao de todos os analitos em uma Unica corrida cromatografica, se faz
necessario o emprego da eluicdo por gradiente.

As condicdes cromatograficas, foram inicialmente baseadas nos
trabalhos de ORTELLI et al. (2009), VAN HOLTHOON et al. (2010) e
RONNING et al. (2006). Entretanto foram realizadas adaptacdes, buscando
otimizar o sistema de maneira a se obter a melhor separacdo dos cinco
antibioticos das trés diferentes classes.

Foi verificado, quando se utilizou agua acidificada com 0,1 % de &cido
férmico, um aumento significativo na ionizagdo dos compostos,
comprometendo assim a sua deteccdo. A acetonitrila como fase movel também
nao rendeu bons resultados na separacao das tetraciclinas.

As tetraciclinas possuem um grande namero de substituintes hidroxila (-
OH), que apresentam alta afinidade com alcoois, como o metanol, e afinidade
moderada com outros solventes organicos, como a acetonitrila. Este efeito
ficou evidenciado quando se obteve melhores resultados ao utilizar o metanol
como fase movel. O uso de acetonitrila como solvente resulta em sinais de
baixa intensidade na deteccdo de amoxicilina e ampicilina, provavelmente
devido a pouca afinidade deste solvente com os analitos. Isto pode acarretar
erros na quantificacdo uma vez que o LMR destes compostos é de 4,0 pg L™,

As tetraciclinas e as ampicilinas sob estudo apresentam propriedades
anféteras. Quando estas substancias se encontram ionizadas, ha uma
diminuicdo na interacdo com a fase estacionaria, diminuindo assim seus

tempos de retencédo. Além da distribuicdo de cargas na molécula, a polaridade
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também influencia na afinidade pela fase estacionaria. Na cromatografia em
fase reversa, a fase moével é mais polar do que a fase estacionaria (DEGANI et
al., 1998), portanto, as moléculas apolares tém maior afinidade pela fase
estacionaria, apresentando maior tempo de retencdo. Este fato pode ser
evidenciado através da separacdo dos cinco antibiéticos estudados, onde as
penicilinas (amoxiclina e ampicilina) por serem mais apolares que as
tetraciclinas (oxitetraciclina e tetraciclina) apresentaram tempos de retencao
maiores.

Devido a fase mével apresentar pH 7,0, a ampicilina, que apresenta um
pKa de 7,4, se encontra predominantemente na forma ionizada (anidnica),
portanto apresenta um tempo de retencdo menor do que a amoxicilina que
apresenta um pKa entre 7,4 e 9,6. Ja o cloranfenicol, neste pH, se encontra na
forma neutra e elui depois das ampicilinas e tetraciclinas.

Foi avaliada a influéncia da temperatura da coluna na separacéo dos
antibidticos. As temperaturas avaliadas foram 55 €, 40 T e 35 T. Observou-
se uma melhor separacao entre os picos a temperatura de 40 C.

Para melhorar a eficiéncia de separacao, foram testados trés vazdes da
fase mével (0,1, 0,2 e 0,5 mL min™), observaram-se melhores resultados
quando foi utilizado 0,2 mL min™.

A melhor separacdo cromatografica dos antibidticos foi obtida, apés
terem sido realizados os trés testes com diferentes gradientes e eluentes. Os
eluentes selecionados foram:

* Eluente A — agua ultra-pura ndo acidificada
* Eluente B — Metanol grau HPLC

O modo de gradiente otimizado foi: (0O min: A/B 70/30, v/v; 6 min: A/B
50/50; 20 min: A/B 30/70; 25-35 min: A/B 70/30. O fluxo da fase movel
escolhido foi de 0,2 mL min™ e a temperatura da coluna no forno de 40 C. O
volume de injecdo de amostra foi de 5,0 pL. A deteccéo foi realizada com as
respectivas relacées m/z de cada antibiético.
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2.5.2. ldentificac&o dos antibidticos

Antes do inicio das analises, foi realizada a identificacao individual de
cada antibiético, através da injecéo das solucdes padrdo de 100 pg L™ de cada
analito no espectrdmetro de massas, com o auxilio de uma bomba infusora.
Nesta etapa foram obtidas as informacgfes das relagdes massa-carga dos ions
de interesse. Foram realizados ajustes automaticos dos parametros da fonte de
ilonizagao de electrospray, utilizando a energia do capilar de 4,5 kV no modo
positivo e de -2,5 kV no modo negativo e uma temperatura da fonte de 200 <.
As analises foram realizadas no modo de ioniza¢do positivo para a ampicilina e
oxitetraciclina e no modo de ionizacdo negativo para a amoxicilina,
cloranfenicol e tetraciclina.

As Figuras 2.13 a 2.17 correspondem aos espectros de massa de cada
antibiético.
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Figura 2.13. Espectro de massas obtido para a ampicilina.
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Figura 2.14. Espectro de massas obtido para a amoxicilina.
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Figura 2.15. Espectro de massas obtido para a oxitetraciclina.
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Figura 2.16. Espectro de massas obtido para a tetraciclina.
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Figura 2.17. Espectro de massas obtido para o cloranfenicol.

A Tabela 2.2 apresenta os resultados das identificacdes dos antibiéticos,

a massa molecular, o ion precussor e 0 modo de ionizagao.
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Tabela 2.2 Resultado da identificagdo dos antibidticos

Antibiotico Massa ion Modo de Formacao
molecular (u) precussor lonizagéo
(m/z)
Ampicilina 349,1 350,2 Positivo fon protonado
[M+H]"
Amoxicilina 365,1 396,12 negativo Aduto com
metanol
[M+CH3OH-HJ
Oxitetraciclina 460,1 461,1 Positivo fon protonado
[M+H]"
Tetraciclina 4441 443,23 Negativo fon
desprotonado
[M-H]
Cloranfenicol 322,0 321,00 Negativo fon
desprotonado
[M-H]

ApoOs a otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas e dos parametros do
espectrometro de massas, bem como a identificacdo individual de cada
antibiético, realizou-se a andlise da mistura dos cinco antibiéticos. A Figura
2.18 apresenta o cromatograma da mistura, podendo observar uma separacéo

eficiente, ndo ocorrendo a sobreposicao de picos.
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Figura 2.18. Cromatograma total, % da analito versus tempo de retencéo, para
uma solucdo contendo: (ampicilina, tr = 2,8 s; amoxicilina, tg = 3,6 s; tetraciclina,

tr = 7,2 s; oxitetraciclina, tr = 8,7 s; cloranfenicol, tr = 14,1 min).

Apés, cerca de, 15 minutos foi possivel determinar os cinco antibiéticos
estudados, os quais apresentam tempos de retencao distintos.

2.5.3. Validacdo do método

2.5.3.1. Estabilidade do analito

A avaliacdo da estabilidade das solugbes utilizadas na metodologia
analitica € de suma importancia, pois a degradacdo do analito ou dos
constituintes presentes na matriz pode afetar de forma consideravel a exatiddo
dos resultados. Buscando conhecer a estabilidade do analito, foi avaliada a
estabilidade dos antibiéticos no solvente e no leite durante a estocagem da

amostra entre -18 e -20 T durante um periodo de ci nco semanas.
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2.5.3.1.1. Estabilidade do analito no solvente

A solucédo padrdo da mistura dos antibiéticos, utilizada para o teste de
degradacdo, foi preparada em metanol na concentracdo de 100 pg L' e
analisada durante o periodo de cinco semanas. A concentragdo do antibiotico
foi medida no primeiro dia (Qquando foi preparada a solugao) e a cada sete dias
durante cinco semanas. Os resultados obtidos no primeiro dia foram
comparados com o0s obtidos nos dias subsequentes e o0s resultados finais
foram expressos em porcentagem.

Na Figura 2.19 é apresentado o resultado da degradacdo dos

antibiéticos no solvente metanol durante as cinco semanas.
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Figura 2.19. Estabilidade dos analitos no solvente metanol.

Para o estudo, foi considerada uma estimativa de degradacdo de no

maximo 5,0 % (USA, 2000). Pode-se observar pelos resultados apresentados,
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gue a amoxicilina foi estavel durante 30 dias, enquanto a solucao de ampicilina
apresentou vida util de apenas sete dias. JA as solugbes de tetraciclina,
oxitetraciclina e o cloranfenicol foram estaveis durante todo o estudo. De
acordo com a literatura, estes antibidticos permanecem estaveis por um
periodo de 90 dias quando estocados a esta temperatura (MAMANI et al.,
2009).

2.5.3.1.2. Estabilidade do analito no leite

Uma amostra de leite foi fortificada com uma concentracdo de 100 pg L™
da mistura de antibiéticos. A amostra foi acondicionada e analisada da mesma
maneira do estudo do item 2.5.3.1.1. Os resultados da degradacdo dos

antibioticos na amostra de leite estdo mostrados na Figura 2.20 .
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Figura 2.20. Estabilidade dos analitos no leite.
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Pode-se observar na Figura 2.20, que nesta condicdo de
armazenamento, 0s antibiéticos devem ser estocados no maximo durante uma
semana. Depois da quarta semana de estocagem, o0s antibiéticos

apresentaram uma perda média de, aproximadamente, 25 %.

2.5.3.2. Seletividade

O objetivo da avaliacdo da seletividade é verificar a capacidade que o
método analitico possui em distinguir a substancia a analisar de outras
substancias presentes na matriz. Uma amostra de leite foi submetida ao
procedimento descrito em 2.4.8 e em seguida foi analisada. Observando o
cromatograma obtido da amostra, ndo foi evidenciada a presenca de possiveis
interferentes como isémeros, metabdlitos, produtos de degradacdo e
componentes da matriz que possivelmente poderiam afetar a seletividade do
meétodo analitico. A Figura 2.21 mostra um cromatograma apenas com sinais

que representam ruidos.
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Figura 2.21. Cromatograma de uma amostra de leite
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2.5.3.3. Curva analitica e linearidade

A curva analitica é construida, relacionando a resposta do instrumento
com a concentracdo conhecida do analito. A linearidade determina até que
ponto esta relagdo se mantém linear. Segundo o INMETRO (2007) a curva
deve ser construida em torno do LMR tendo em vista que o objetivo principal é
a quantificacdo de residuos de antibiético utilizados na pratica veterinaria.

A partir dos resultados obtidos pelas respectivas areas dos antibiéticos,
foi executado o tratamento estatistico dos dados. As curvas analiticas obtidas
de cada antibidtico podem ser observadas nas Figuras 2.22 , 2.23, 2.24,2.25 e
2.26.
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Figura 2.22. Curva analitica obtida para a Ampicilina.
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Figura 2.23. Curva analitica obtida para a Amoxicilina.
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Figura 2.24. Curva analitica obtida para a Oxitetraciclina.
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Figura 2.25. Curva analitica obtida para a Tetraciclina.
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Figura 2.26. Curva analitica obtida para o Cloranfenicol.

As retas das curvas analiticas foram obtidas pelo método dos minimos
quadrados, levando em considera¢éo a area do pico e a concentracdo de cada
antibiotico existente na solucdo injetada. Adicionalmente, a partir da curva
analitica foram calculados os outros parametros de validacéo.

A linearidade das curvas foi verificada na faixa de (20,0 a 400 pug L™
para a tetraciclina e oxitetraciclina. A partir de 2,0 ug L™ até 12,0 ug L™ para a

amoxicilina e ampicilina e entre 0,3 e 1,3 ug L™ para o cloranfenicol. E
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importante otimizar a faixa linear de estudo, para que o primeiro nivel de
concentracdo da curva analitica esteja abaixo do LMR de cada antibiotico (100
ng L™ para a tetraciclina e oxitetraciclina, 4,0 ug L™ para a amoxicilina e
ampicilina e 0,3 pg L™ ou 0,0 para o cloranfenicol dependendo da agéncia
reguladora), podendo assim garantir a habilidade do método para a
determinacao dos residuos dos antibiéticos no leite.

A ANVISA (2003) estabelece que devam ser apresentados o coeficiente
linear e angular das curvas analiticas obtidas. Na Tabela 2.3 estdo
apresentados estes parametros os quais foram obtidos usando a mistura das

solugdes padrao dos cinco antibioticos.

Tabela 2.3. Parametros das curvas analiticas obtidos para cada antibiético.

Antibidtico Intervalo de Equacéo da curva Coeficiente de
concentracdo analitica correlacao (r)
(Mg L™)
Ampicilina 2,0-12,0 S =15298 C - 7951,2 0,9962
Amoxicilina 2,0-12,0 S =14413 C - 3954,6 0,9989
Oxitetraciclina 20,0 -400 S=11670C + 2 x 10° 0,9979
Tetraciclina 20,0 — 400 S=11829 C + 2 x 10° 0,9996
Cloranfenicol 0,3-1,3 S =468308 C - 96406 0,9985

S: area do sinal e C: concentracdo do antibiético (ug L™)

Os coeficientes de correlagcdo obtidos foram maiores que 0,99 o que
pode ser considerado um bom resultado uma vez que o INMETRO (2007) e a
ANVISA (2003) estabelecem como critério de aceitacdo um coeficiente de

correlacéo linear maior que 0,90.
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Vale ressaltar, que apenas os calculos de regresséo linear ndo sao
suficientes para avaliar a linearidade do método analitico, sendo adequado
avaliar também os valores de residuos. Os residuos consistem nas diferencas
entre o valor estimado e o valor observado do conjunto de dados ajustado
pelos métodos dos minimos quadrados. A linearidade € confirmada se os
valores dos residuos estiverem aleatoriamente distribuidos ao longo da linha de

regressao, conforme pode ser verificado através das Figuras 2.27 a 2.31.

0,3 7

0,1 -

Residuos

Concentracdo (ug L 1)

Figura 2.27. Residuos para a Ampicilina
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Figura 2.28. Residuos para a Amoxicilina
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Figura 2.29. Residuos para a Oxitetraciclina
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Figura 2.30. Residuos para a Tetraciclina

0,12

0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 - °

0,2 04 0,6 0,8 1

-0,02 ¢

-0,04
®

-0,06 -

Concentracdo (ug L 1)

Figura 2.31. Residuos para o Cloranfenicol
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2.5.3.4. Efeito de matriz

O teste de efeito de matriz é realizado com o intuito de avaliar a
influéncia que uma matriz complexa e seus componentes apresentam na
determinacdo dos analitos de interesse. A néo realizagdo deste estudo
compromete de forma significativa a exatiddo do método em estudo (RIBANI,
2004).

A avaliacdo do efeito de matriz € feita pela comparacao dos coeficientes
angulares das curvas analiticas construidas a partir das inje¢cdes da solugéo
padrdo e do extrato da matriz fortificada com os antibiéticos estudados. Sao
também indispensaveis no estudo a aplicacdo dos testes estatisticos t de
Student e teste F (SANTOS, 2009).

Nas Figuras 2.32 a 2.36 estdo demonstrados os dois tipos de curvas
analiticas obtidas com os antibiéticos: uma com a solucéo padrédo preparada no

solvente e outra com a solucdo padrdo adicionada no leite.
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Figura 2.32. Avaliacdo do efeito de matriz na determinagdo da

Ampicilina
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Figura 2.33. Avaliagdo do efeito matriz na determinacdo da

Amoxicilina
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Figura 2.34. Avaliacdo do efeito de matriz na determinacdo da

Oxitetraciclina
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Figura 2.35. Avaliacdo do efeito de matriz na determinacdo da

Tetraciclina
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Figura 2.36. Avaliagdo do efeito de matriz na determinagdo do

Cloranfenicol.

As diferencas dos valores dos coeficientes angulares na inclinacdo das
curvas construidas com o solvente e com a matriz, ndo foram significativas.

Pode-se verificar que as duas retas estédo paralelas, evidenciando nao terem
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ocorrido efeitos de matriz. Para a tetraciclina, oxitetraciclina e cloranfenicol as
duas retas praticamente se sobrepdem na origem significando uma completa
interagdo com 0Ss componentes quimicos ativos e com o0s co-extrativos da
matriz. A Tabela 2.4 apresenta os percentuais das diferencas dos coeficientes
angulares entre os dois tipos de curvas, verificando-se uma porcentagem de

variacdo menor que 10 % para os cinco antibioticos.

Tabela 2.4. Variagdes (%) das inclinagdes da curvas analiticas dos antibiéticos

em solvente e na amostra de leite.

Antibiotico Solvente Matriz Variacao (%)
Ampicilina 15298 14470 5,0
Amoxicilina 14413 13803 4,0
Oxitetraciclina 11670 10875 7,0
Tetraciclina 11829 10697 9,5
Cloranfenicol 468308 450308 4,0

Solvente: coeficiente angular da curva analitica preparada no solvente; Matriz:
coeficiente angular da curva analitica preparada na amostra de leite; Variacao
(%): diferenca relativa entre os coeficientes angulares das curvas no solvente e
na matriz.

Através dos testes estatisticos aplicados certificou-se que nao ha
diferenca significativa entre as curvas analiticas preparadas em solvente e na

matriz para os cinco antibiéticos, conforme pode ser verificado na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5. Resultado dos testes estatisticos para avaliacdo do efeito de matriz dos

antibioticos em leite.

Antibi6tico F ca® Fian Conclusao teal tap™*  Conclusao

Ampicilina 1,846 19,2 Fea<Fap 1,956 4,303 teal < tiap
Amoxicilina 1,162 19,2 Feca<Fwap 2,512 4,303 teal < tiab
Oxitetraciclina 1,413 19,2 Feca<Fuan 3,863 4,303 teal < tiab
Tetraciclina 1,769 19,2 Fca<Fuan 1,244 4,303 teal < tiab

Cloranfenicol 1,634 19,2 Fea < Fiap 0,419 4,303 teal < trab

*Fap para 3 observacoes; **t,, para 3 observacdes

2.5.3.5. Limites de deteccéao e quantificacéo

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) sdo parametros
importantes, que indicam a partir de qual concentracdo a substancia analisada
pode ser detectada e quantificada, respectivamente.

Para o calculo dos limites de deteccéo e quantificacdo foram realizadas
vinte injecdes da solucdo padrdo de menor concentracdo de cada analito,
utiizando o desvio padrédo da ordenada da reta de calibracdo (s) e os
coeficientes angulares das retas (m). Assim, os calculos foram realizados
usando as equacdes (2.1) e (2.2) apresentadas nos itens 2.2.6.3 e 2.2.6.4 da
validacdo de métodos analiticos.

O menor nivel detectado para todos os antibioticos em estudo estédo
mostrados na Tabela 2.6. Pode-se verificar que o LD e o LQ sao adequados
para o objetivo proposto, visto que, os LMRs dos antibioticos em estudo estédo
todos acima do valor encontrado. Vale destacar que apenas os metodos de
cromatografia liquida associado ao espectrbmetro de massa permitem a
identificagdo e determinagdo de antibidticos em leite neste nivel de

concentragao.
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Tabela 2.6. Limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) para os

antibioticos analisados por LC-MS.

Antibioticos LD (ugL ™) LQ (ug L™
Ampicilina 0,28 0,94
Amoxicilina 0,13 0,43

Oxitetraciclina 1,92 6,39
Tetraciclina 1,42 4,72

Cloranfenicol 0,0075 0,025

2.5.3.6. Recuperacao

A exatiddo do método proposto foi determinada através do estudo das
recuperagfes dos cinco antibidticos, fortificando trés niveis de uma aliquota de
leite sem residuos. Os niveis de fortificacdo foram estipulados de acordo com
cada antibiotico, equivalente a menor concentracdo estudada, a concentracéo
mediana e a concentracdo maxima.

Para a validacdo de métodos cromatogréaficos, a ANVISA (2003) indica
uma variagdo de 80 a 110 % para os valores de exatiddo dos métodos
quantitativos de analises de residuos em alimentos, com concentracées de
analito maiores que 10 pg L. A ANVISA recomenda que o DPR ndo deve
exceder a 15 % exceto para o nivel de fortificacdo no LQ (menor concentracao)
para o qual se admite desvios menores ou iguais a 20 %. Os resultados de
recuperacdo e desvio padrdo relativo (DPR), bem como os niveis de
fortificacdo para cada antibidtico, estdo apresentados na Tabela 2.7. As
porcentagens de recuperacdo nos niveis de fortificacdo avaliados variam na
faixa de 83 a 92 %, demonstrando que esses valores se encontram de acordo
com o estipulado pela literatura (ANVISA, 2003), confirmando a exatiddo do

método.
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Tabela 2.7. Recuperacdo e desvio padrdo relativo empregando LC-ESI-MS para os

antibidticos analisados em amostras de leite fortificadas em diferentes niveis.

Antibiotico Nivel de fortificacéo Recuperacéo DPR
(ug L™ (%) (%)

2,0 90 3,5

Ampicilina 8,0 83 8,8
12,0 86 1,9

2,0 88 2,5

Amoxicilina 8,0 91 3,8
12,0 88 4.4

20,0 92 2.4

Oxitetraciclina 100,0 90 2,1
400,0 87 1,1

20,0 92 3,2

Tetraciclina 100,0 91 45
400,0 91 1,1

0,3 92 3,2

Cloranfenicol 0,9 85 2,4
1,3 89 2,4

2.5.3.7. Precisao

A precisdo representa a dispersdo de resultados entre ensaios

independentes, repetidos de uma mesma amostra ou amostras semelhantes.
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Segundo a FDA (2001) a precisao pode ser subdividida em intra-dia e inter-dia.
O resultado € dado em forma da estimativa do desvio padréo relativo.
Inicialmente foi determinada a precisao instrumental, que foi avaliada a
partir de dez injecdes sucessivas de uma solucdo analitica padrdo na
concentracdo de 100 pg L™. Os valores de DPR, foram: 5,2 % para amoxicilina;
3,0 % para tetraciclina; 1,7 % para ampicilina; 3,2 % para oxitetraciclina e 2,6 %

para o cloranfenicol.

2.5.3.7.1. Repetibilidade

A repetibilidade do método foi avaliada, utilizando o mesmo
procedimento em um mesmo dia. Os valores de DPR, em percentagem,
ficaram na faixa de 3,0 a 8,8 %. Os valores de nivel de fortificacao,
recuperacdo e DPR, estdo apresentados na Tabela 2.8 juntamente com o0s
resultados de recuperacédo. Pode-se observar uma excelente repetitividade
para todos os antibioticos estudados, apresentando desvios padrdes relativos
dentro do estipulado pela ANVISA (2003).
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Tabela 2.8. Recuperacgéo e desvio padrédo relativo empregando LC-ESI-MS para

o0 estudo da repetibilidade em diferentes niveis de fortificacao.

Antibibtico Nivel de fortificagédo Recuperagéo DPR
(ug L™ (%) (%)

2,0 90 4.3

Ampicilina 8,0 85 3,5

12,0 91 3,2

2,0 91 6,4

Amoxicilina 8,0 90 4.8

12,0 89 6,9

20,0 94 8,1

Oxitetraciclina 100,0 90 42
400,0 89 5,2

20,0 89 8,8

Tetraciclina 100,0 95 5,0

400,0 94 3,8

0,3 90 3,1

Cloranfenicol 0,9 87 3,0
1,3 90 3,6
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2.5.3.7.2. Reprodutibilidade

A reprodutibilidade € uma medida de precisao reconhecida como sendo
a mais representativa da variabilidade dos resultados de um laboratorio (FDA,
2001). Sendo avaliada através da analise conforme item 2.4.8 em diferentes
dias.

Os resultados apresentados na Tabela 2.9 mostraram uma excelente
precisdo para todos os antibidticos estudados. Os valores de DPR, em
percentagem, para o estudo da precisao inter-dia ficaram na faixa de 5,1 a 10,3
%, se encontrando dentro dos valores estipulados pela ANVISA (2003).

Através dos estudos realizados, pode-se concluir que a precisao
instrumental e a precisdo do método sdo adequadas para meétodos que
quantificam elementos tracos em matrizes complexas, uma vez que

apresentam valores de DPR menores que 20 % (RIBANI et al., 2004).
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Tabela 2.9. Recuperacgéo e desvio padrédo relativo empregando LC-ESI-MS para

o0 estudo da reprodutibilidade em diferentes niveis de fortifica¢éo.

Antibibtico Nivel de fortificagédo Recuperagéo DPR
(ug L™ (%) (%)

2,0 90 6,4

Ampicilina 8,0 85 6,6
12,0 89 9,7

2,0 88 5,6

Amoxicilina 8,0 90 8,0
12,0 88 9,1

20,0 85 8,9

Oxitetraciclina 100,0 84 5,4
400,0 89 6,2

20,0 90 6,5

Tetraciclina 100,0 90 10,3
400,0 94 6,3

0,3 91 8,6

Cloranfenicol 0,9 85 51
1,3 88 6,7

2.5.4. Andlise das amostras de leite

Foram analisadas 10 amostras de leite pasteurizado integral

comercializados em Recife e 25 amostras de leite in natura, provenientes da
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Bacia leiteira da cidade de Garanhuns no Estado de Pernambuco. A Tabela
2.10 apresenta os resultados obtidos quanto ao tipo de antibiético encontrado,
a concentracdo e o LMR do mesmo, para as analises de leite pasteurizado

integral (tipo longa vida).

Tabela 2.10. Resultados obtidos nas andlises de leite pasteurizado integral por LC-
ESI-MS, quanto & presenca de Amoxicilina, Ampicilina, Oxitetraciclina, Tetraciclina e

Cloranfenicol.

Amostra Conc. (ug L™ Antibiético LMR (ug L™
1 nd - -
2 1,2 Amoxicilina 4,0

Amoxicilina/
3 2,9/87,5 Oxitetraciclina 100
4 nd - -
5 nd - -
6 nd - -
7 nd - -
8 nd - -
9 nd - -
10 nd - -

*nd = ndo detectado

Pode-se observar pelos resultados na Tabela 2.10 que das dez
diferentes marcas de leite pasteurizado integral (tipo longa vida) analisados, em

duas foram detectadas a presenca de antibidticos. Na amostra 2 verificou-se a
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presenca de amoxicilina e na amostra 3 verificou-se a presenca de dois
antibiéticos, a amoxicilina e a oxitetraciclina, porém as concentracfes destes,
se encontraram abaixo do LMR permitido pela legislacdo vigente (ANVISA,
2007; MAPA, 2010 e EC, 2002).

A contaminacdo nos leites pode ter ocorrido pela ndo obediéncia do
periodo de caréncia na administracdo dos antibidticos, ou pela sua adicdo
intencional com a finalidade de prolongar a vida Gtil do produto.
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A Tabela 2.11 apresenta os resultados das analises das amostras de

leite in natura da cidade de Garanhuns.

Tabela 2.11. Resultados obtidos nas andlises de leite in natura por LC-ESI-MS,

quanto a presenca de Amoxicilina, Ampicilina, Oxitetraciclina, Tetraciclina e

Cloranfenicol.

Amostra Conc. Antibidtico  Amostra Conc. Antibidtico LMR
(Mg L™) (gL™ (Mg L™

1 nd - 16 nd - -
2 nd - 17 nd - -
3 nd - 18 nd - -
4 2,4 AMP 19 19/2,1 AMOX/AMP 4.0
5 nd - 20 nd - -
6 nd - 21 nd - -
7 nd - 22 nd - -
8 nd - 23 1,7/2,0 AMOX/AMP 4.0
9 39,7 OoXIT 24 nd - 100
10 nd - 25 nd - -
11 nd -
12 nd -
13 60,3 TETR 100
14 nd - -
15 nd - -

*nd = ndo detectado
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Analisando a Tabela 2.11, pode-se verificar a presenca de amoxicilina e
ampicilina em trés amostras de leite e a presenca de oxitetraciclina e
tetraciclina em mais duas amostras. Os valores de residuos de antibioticos
encontrados estavam abaixo do seu LMR.

A amoxicilina e ampicilina sdo permitidas pela ANVISA e pelo MAPA até
o limite de 4,0 pg L™, a oxitetraciclina e tetraciclina s&o permitidas até 100 pg L
. O uso de antibiéticos ndo é recomendado pelos fabricantes para vacas em
lactacdo, sendo sua presenca no leite indicativo de falta de boas praticas

veterinarias.
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2.6. CONCLUSOES

Um dos pontos criticos do método de andlise em matrizes complexas,
como o leite, é o preparo de amostra, principalmente quando se trabalha com
compostos que apresentam propriedades fisico-quimicas distintas e
concentracdes na ordem de pg L. No trabalho proposto, pode-se verificar que
0o método QUEChERS alcancou boas recuperacdes. Além disso, o0
procedimento de extracdo e clean-up sdo extremamente rapidos e o analista
tem pouco contato com o solvente de extracao.

A determinacao de leite por LC-ESI-MS (cromatografo a liquido acoplado
a um espectrometro de massas e fonte de ioniza¢ao por eletronebulizac&o) foi
satisfatoria, permitindo a realizagdo de uma analise qualitativa, obtida a partir
de fragmentos de massa caracteristicos de cada analito e posterior
quantificacdo através das curvas analiticas de cada antibiotico.

Verificou-se que os componentes da matriz ndo afetaram a eficiéncia de
lonizagdo dos analitos, a diferenca dos coeficientes angulares na inclinacao
das curvas analiticas construidas com o solvente e com a matriz apresentaram
uma porcentagem de variagdo menor que 10 %, evidenciando que n&do houve
efeito de matriz.

Na validacdo do método foram obtidos resultados satisfatorios. As
curvas analiticas apresentaram valores de r maiores que 0,99 para as faixas de
concentracdo necessarias as aplicacdes. Os valores médios de recuperacéo
obtidos em diferentes niveis de fortificacdo estiveram entre 83 e 92 %, 0s
valores de DPR foram menores que 20 %. O limite de quantificacdo do método
foi menor que os limites maximos de residuos estabelecidos pela legislacao
brasileira, ANVISA e MAPA.

Através dos resultados alcancados com as amostras de leite integral e in
natura da cidade de Garanhuns, conclui-se que os 6rgaos responsaveis devem
adotar uma politica de orientacdo aos produtores, comunicando a necessidade
de utilizar boas praticas agropecuarias, para minimizar a quantidade de

residuos e pela ndo utilizacdo de medicamentos proibidos.
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