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RESUMO

Em varias etapas da producdo de alimentos de origem animal, antibi6ticos
como cloranfenicol (CAP) podem ser utilizados. Na terapéutica humana, CAP
somente é usado contra bactérias multiresistentes devido sua acao toxica, que
pode induzir anemia aplasica no homem. O objetivo deste estudo foi otimizar
as condicbes de preparacdo das amostras; a separacao cromatografica por
CG/DCE; e validar o método desenvolvido ao nivel intralaboratorial com as
condigdes otimizadas. O método foi otimizado por meio de ensaios com
padrées e com as matrizes musculos de camarao e de tilapia; mel; pélen;
carnes de avestruz, ovina e caprina; e leite caprino. As condi¢des otimizadas
obtidas foram: derivacdo com CAP liofilizado e em condicdes de baixa
umidade, a reacdo de silanizacao do CAP foi conduzida durante 15 min a 80
°C; a melhor condicdo de purificacdo foi obtida por lavagens com hexano e
limpeza com SPE-C18; para as condi¢coes cromatograficas o splitless deve ser
realizado com um liner de 2 mm e com a abertura da valvula splitem 0,5 min e
deve-se utilizar uma coluna DB1 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um) sob as condi¢cdes
de temperatura de 90 °C / 1 min aumentando 60 °C/min até 200 °C / 7 min,
aquecendo 5 °C/min até 230 °C / 3 min e entdo aquecendo 5 °C/min até 260 °C
/ 35,17 min. Os ensaios com as matrizes demonstraram que, nas condicoes
avaliadas, o método nao é indicado para aplicacdo para mel, pdélen, camarao,
tilapia e avestruz devido a presenca de co-eluentes nas condicbes avaliadas.
Entretanto, nas condi¢des otimizadas, as matrizes pernil ovino, pernil caprino e
leite caprino foram indicadas para o desenvolvimento de estudos de validacao
do método para determinar residuos de CAP. Com isso, foi validado
intralaboratorialmente 0 método para determinacao de residuos de CAP em
leite caprino por CG/DCE. A identificacdo foi realizada por comparacao de
tempo de retencao e por CG/EM, e a quantificacao foi obtida por padronizacao
externa. O método validado para a matriz leite caprino foi especifico, linear
(0,998), preciso (5,8-13,4%), exato (69,87-73,71%) e robusto. O LD e LQ do
método foram, respectivamente, 0,03 e 0,10 pg/kg. O método validado atende
aos critérios de aceitabilidade estabelecidos pelo MERCOSUL e Codex
Alimentarius.

Palavras-chave: Cloranfenicol, matrizes alimenticias, CG/DCE.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF METHOD FOR DETERMINATION OF
CHLORAMPHENICOL RESIDUES IN DIFFERENT FOOD MATRIX

In some stages of the food production of animal origin, antibiotics as
chloramphenicol (CAP) can be used. In the human therapy, CAP is only used in
severes cases against multiresistant microorganisms due to your toxicological
effects to the organism, which can cause an aplastic anemia. Therefore, the
objective of this study was to optimize the sample preparation conditions,
optimize the GC/ECD chromatographic separation conditions and validate the
optimized method at in-house level with the optimized conditions. The method
was optimized by assays using CAP standards and samples of muscle of
shrimp and tilapia; honey; pollen; ostrich, sheep and goat meat; and goat milk.
The optimized conditions were as followed: derivation with lyophilized CAP and
at low humidity conditions should be used, the silanization reaction of CAP went
conducted for 15 min at 80 °C; the best purification conditions were obtained by
hexane washes and SPE-C18 cleaning; for the chromatography conditions, the
splitless must be done with a liner of 2 mm with split valve opening at 0.5 min; it
should be used an DB1 column (60 m x 0.25 mm x 0.25 um), at temperature
conditions as follow: 90 °C / 1 min heating 60 °C / min until 200 °C / 7 min,
raising 5 °C / min until 230 °C / 3 min heating 5 °C / min until 260 °C / 35.17
min. The assays with food samples shows that the optimized conditions are not
indicated for application at honey, pollen, shrimp, tilapia and ostrich meat.
Howerver, at the optimized conditions, the sheep meat, goat meat and goat milk
matrix are indicated for development of studies for chloramphenicol residues
validation method. With this, the goat milk CAP residues determination method
were in-house validated by GC/ECD. The identification was made by retention
time comparation and by GC/MS, and the quantification by external standard.
The validated method for goat milk was especific, linear(0.998), precise (5.8-
13.4%), exact (69.87-73.71%) and robust. The DL and QL were 0.03 and 0.10
Mg/kg, respectively. The validated method attended to the MERCOSUL and
Codex Alimentarius norms.

Keywords: chloramphenicol, food matrix, GC/ECD.
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INTRODUCAO GERAL

Diversos antimicrobianos sao utilizados para fins veterinarios, tais como:
penicilinas, tetraciclinas, sulfas, nitrofuranos e anfenicois (ANVISA, 2003).
Dentre estes, cloranfenicol (CAP) € empregado devido seu largo espectro de
acao e baixo custo. Ha um consenso na comunidade internacional sobre o
grande potencial toxigénico do CAP, sendo responsavel por efeitos como
genotoxicidade e carcinogénese (IARC, 1990; AKHTAR et al, 1995; WHO,
2004).

Em humanos, CAP a uma concentracao plasmatica de 25ug/mL, ja possui
uma agao téxica, induzindo aplasia medular, o que a depender da dosagem e
da duracdo do tratamento pode culminar em um quadro anemia aplasica
(WHO, 2004; MEDSCAPE, 2008). Além da acao toxica direta do cloranfenicol a
saude humana, a inducdo de resisténcia bacteriana pelo seu uso indevido
caracteriza mais um risco ao homem. TENDENCIA & PENA (2001) em um
estudo comparando a incidéncia da resisténcia antibidtica nas bactérias de
fazendas de cultivo de camardes nas Filipinas observaram que quando o0s
agentes antimicrobianos foram usados com frequéncia, maior foi a formacao de
cepas bacterianas resistentes a droga, o que pode vir a afetar a terapia futura
dos camardes, assim como doengas humanas (TENDENCIA & PENA, 2001).
Portanto, nota-se que o uso dos antibiéticos ndo somente na carcinicultura
como na aquicultura como um todo, mesmo em baixas concentragdes, deve
ser evitado.

Com isso, o monitoramento de residuos de CAP em alimentos tornou-se
uma area de preocupacao crescente e muito importante devido ao seu
potencial impacto a saude humana (KEUKENS et al, 1986; AKHTAR et al,
1995; NEUHAUS et al, 2002). Nao existe um valor diario de ingestdo de CAP
definido e conseqlientemente um limite maximo de residuo permitido também
nao esta bem fixado, geralmente, este depende da sensibilidade dos métodos
disponiveis. Devido a isto, a Organizagdao Mundial da Saude (OMS) preconiza
que o uso de CAP para fins veterinarios seja restrito apenas para animais que
nao sejam destinados a alimentacdo humana (WHO, 2004).

Devido a isso, diversos paises tém proibido o uso de CAP em produtos
alimenticios. Na Unido Européia (UE), Estados Unidos da América (EUA) e
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Canada, o uso de CAP em alimentos ndo é autorizado (COMMISSION
REGULATION, 1994; NEUHAUS et al, 2002). A Organizacao Mundial da
Saude preconiza sua nao utilizagao (WHO, 2004). No Brasil, a Portaria 448/98
do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento proibe o uso deste
antibiético em animais destinados a alimentagédo humana (BRASIL, 1998).

Em 2003, a ANVISA criou, através da Resolucdao RDC n® 253, o Programa
Nacional de Andlise de Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos
Expostos ao Consumo (PAMVet) que visa avaliar o potencial de exposicao do
consumidor a residuos de medicamentos veterinarios (RMV) pela ingestdao de
alimentos de origem animal (ANVISA, 2003; BRASIL, 2003).

Varios métodos tem sido publicados para a determinacao de residuos de
CAP em matrizes alimenticias usando a técnica de cromatografia liquida com
detector espectrometro de massas (CL/EM) (RAMOS et al, 2003) ou detectores
de massas acoplados em série (CL/EM/EM tandem) (NEUHAUS et al, 2002); e
utilizando técnicas de cromatografia gasosa (CG) com detectores de massas e
em tandem (CG/EM e CG/EM/EM tandem) (NGOC SON, 2002; IMPENS et al,
2003) ou detectores por captura de elétrons (CG/DCE) (PFENNING et al, 2000;
KUBALA-DRINCIC et al, 2003; CERKVENIK-FLAJS, 2006). Entretanto, muitos
dos estudos publicados tém sido validados em numero limitado de matrizes
(PENNEY et al, 2005).

Sendo assim, nota-se que o uso de antibiéticos ndo autorizados para fins
veterinarios € um risco a saude humana, no que se refere a toxicidade do
medicamento e no surgimento de cepas bacterianas patogénicas resistentes.
Por este motivo, a monitoracao de residuos de antibiéticos em alimentos deve
constituir um programa de vigilancia. Para tanto, é necessario desenvolver e
validar novas metodologias de andlises para a determinagdo destes residuos

em diferentes matrizes.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Otimizar e validar um método de andlise para a identificacdo e quantificacao
de residuos de CAP em diferentes matrizes alimenticias utilizando as técnicas

de cromatografia gasosa.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar as condicbes da reagdo de derivacdo (silanizacdo) do
padrao de CAP para obter maior rendimento.

e Confirmar a silanizacdo do CAP pela técnica de cromatografia
gasosa com deteccao por espectrometria de massas (CG/EM).

e (timizar a sensibilidade do cromatégrafo gasoso com detector de
captura de elétrons (CG/DCE) através da otimizacdo das condicoes
de splitless.

e Otimizar as condicoes de extracdo e purificacdo de CAP de
diferentes matrizes.

e Avaliar a seletividade do método de extracao em diferentes matrizes.

e (Otimizar as condi¢cdes cromatograficas para a separacédo do residuo
de CAP das matrizes.

e Determinar para quais matrizes o método otimizado pode ser
aplicado.

e Validar a metodologia otimizada no nivel intralaboratorial.
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1. CLORANFENICOL

1.1. Aspectos quimicos e fisico-quimicos

O cloranfenicol (CAP), D-treo-N-dicloroacetil-1-p-nitrofenil-2-amino-1,3-
propanodiol (Figura 1), foi isolado pela primeira vez em 1947 a partir do
microorganismo Streptomyces venezuelae, entretanto atualmente é produzido
sinteticamente, podendo-se obter o CAP, o Succinato de CAP e o Palmitato de
CAP (GOODMAN & GILMAN, 1991; KATZUNG, 1998; AHFS DRUG
INFORMATION, 2004; MEDSCAPE, 2008).

OH
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CHCl,

O,N
Figura 1. Estrutura quimica do cloranfenicol (CAP)

Cloranfenicol apresenta massa molecular 323,1 g mol”, férmula molecular
C11H12CloN2Os, ponto de ebulicdo de 150,5-151,5°C e um pKa de 5,5. Possui
muita solubilidade em metanol, etanol, butanol, acetato de etila e acetona,
sendo pouco soluvel em éter e insoluvel em benzeno, éter de petrdleo e 6leos
vegetais. E recomendada a estocagem a temperatura ambiente (SIGMA, 1999;
MEDSCAPE, 2008).

1.2. Mecanismo de acao

O CAP usualmente possui uma agéo bacteriostatica, mas também pode agir
como bactericida em altas concentragdes ou contra alguns microorganismos
com alta sensibilidade (AHFS DRUG INFORMATION, 2004; PRVADEMECUM,
2004).
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O CAP difunde-se através da membrana celular bacteriana e atua inibindo a
sintese protéica nos microorganismos susceptiveis por ligacdo a subunidade
ribossomal 50S impedindo a ligacdo dos aminoacidos nas cadeias peptidicas
em formacgéao (WHO, 1988; EMEA, 1994; AHFS DRUG INFORMATION, 2004).
O sitio de acdo € o mesmo de outros antibidticos como a eritromicina,
clindamicina e a lincomicina (MEDSCAPE, 2008).

O CAP também pode inibir a sintese mitocondrial de proteinas nas células
de mamiferos, provavelmente porque o0s ribossomos mitocondriais se
assemelham mais aos ribossomos bacterianos (ambos sdo 70S) do que aos
ribossomos citoplasmaticos que sdo 80S nas células de mamiferos
(GOODMAN & GILMAN, 1991; KATZUNG, 1998).

1.3. Espectro de acao

O CAP possui um amplo espectro de acao, sendo ativo in vitro contra
muitas bactérias aerdbias gram-positivas e gram negativas, tais como:
Streptococcus pneumoniae e outras Streptococcus, Haemophilus influenzae,
Neisseria meningitidis, Salmonella, Proteus mirabilis, Pseudomonas mallei,
Vibrio cholerae, Francisella tularensis, Yersinia pestis, Brucella, and Shigella.
Também ¢é ativo in vitro contra alguns Enterococcus resistentes a vancomicina,
contra o Bacillus anthracis e a Yersinia pestis (GOODMAN & GILMAN, 1991;
EMEA, 1994; KATZUNG, 1998; MEDSCAPE, 2008).

E ativo in vitro contra algumas bactérias anaerébias, incluindo Bacteroides
fragilis, Clostridium, Fusobacterium, Prevotella melaninogenica e Veillonella.
Rickettsia, Chlamydia e Mycoplasma também sao inibidos pelo CAP. Por outro
lado, CAP é inativo contra fungos (GOODMAN & GILMAN, 1991; KATZUNG,
1998; AHFS DRUG INFORMATION, 2004).

Entretanto, os experimentos clinicos com CAP sao limitados e os resultados
tem sido variaveis, devido sua alta toxicidade (GOODMAN & GILMAN, 1991;
KATZUNG, 1998; MEDSCAPE, 2008).
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1.4. Terapéutica em humanos

Na terapéutica humana CAP pode ser utilizado pelas vias oral, tépica e
parenteral.

O CAP é disponivel para a administracao oral em duas formas posoldgicas:
a prépria droga ativa e a pro-droga inativa (palmitato de CAP, utilizado em
preparacoes de suspensdes orais). Em condigdes fisiolégica normais, a
hidrélise da ligacao éster do palmitato de CAP é efetuada rapidamente e de
modo quase completo por lipases pancreaticas no duodeno. Seguidamente, o
CAP é absorvido pelo trato gastrointestinal, com obtencdo de concentracbes
maximas de 10 a 13 ug/mL dentro de 2 a 3 h, apdés a administracdo de uma
dose de 1 g (GOODMAN & GILMAN, 1991).

A aplicacao topica é utilizada para combater infeccoes oculares. Neste
caso, a forma farmacéutica usada sao colirios (AHFS DRUG INFORMATION,
2004). WALKER et al (1998), monitoraram 40 pacientes tratados com colirios
contendo CAP. Os autores utilizaram a técnica de CLAE (Limite de Deteccao
(LD) de 1 mg/L) para mensurar o acumulo de CAP sérico ap0s a terapia tépica.
A dose média recebida pelos pacientes em 1 semana foi de 8 mg de CAP e em
2 semanas de 15,3 mg, nessa dosagem os niveis séricos de CAP foram
abaixo do LD. Os autores concluiram que o uso tépico de CAP nao é um fator
de risco para o desenvolvimento de efeitos toxicos doses dependentes
(WALKER et al, 1998).

A preparacao de CAP para uso parenteral € o succinato de sédio inativo
hidrossoluvel (GOODMAN & GILMAN, 1991). Pela via parenteral, CAP ¢é
utilizado para o tratamento de infec¢des resistentes a outras drogas com menor
toxicidade, tais como: febre tiféide, meningite e infec¢des por B. anthracis. A
dose usual para individuos com funcbes hepaticas e renais normais é de
50mg/kg por dia para adultos e de 25mg/kg por dia para neonatos e criancas
(MEDSCAPE, 2008).

Com uma unica dose de 1g de Succinato Sodico de CAP via parenteral em
um individuo adulto, a concentracao plasmatica de CAP fica entre 4,9 a 12
Hg/mL em 1 hora e apés 4 horas entre 0 a 5,9 ug/mL. CAP plasmatico esta em
torno de 60% ligado a proteinas plasmaticas (AHFS DRUG INFORMATION,
2004).
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CAP é amplamente distribuido nos tecidos e fluidos corporais, tais como:
figado, rins, saliva, fluido pleoral, fluido sinovial, leite materno e humores
oculares vitreos e aquosos. E capaz de atravessar a placenta e a concentragéo
plasmatica fetal pode variar de 30 a 80 % da concentragéo plasmatica materna
(GOODMAN & GILMAN, 1991; EMEA, 1994; KATZUNG, 1998; AHFS DRUG
INFORMATION, 2004; MEDSCAPE, 2008).

CAP sofre metabolismo hepético, sendo o principal mecanismo a
conjugacao com glucuronideo, por acao enzimatica da glucuronil-transferase.
Alguns metabdlitos do CAP séo: CAP- glicuronideo, CAP-oxamil-etanol-amina,
CAP-éalcool e CAP-aldeido (WHO, 1988; GOODMAN & GILMAN, 1991; EMEA,
1994; WHO, 1994; CRAVEDI et al, 1995; KATZUNG, 1998; WHO, 2004).

Em um adulto com fungdes renais e hepaticas normais a meia-vida
plasmatica do CAP esta entre 1,5 e 4,1 horas. Em prematuros e neonatos o
mecanismo de conjugacao glucuronidea e excregdo renal ainda estdo
imaturos, por isso doses usuais infantis de CAP produzem altas e prolongadas
concentragdes plasmaticas em neonato e prematuros. Nestes casos a meia-
vida plasmatica é em torno de 24 horas. Em individuos com graves redugdes
na funcao hepatica a meia-vida plasmatica do CAP é prolongada (AHFS DRUG
INFORMATION, 2004).

Em condi¢cdes renais e hepaticas normais, entre 68 a 99% do CAP
plasmatico é excretado pela urina. Sendo, 5 a 15% excretado na forma
inalterada e o restante na forma dos metabdlitos inativos, sendo o principal o
conjugado glucuronideo (WHO, 1988; MEDSCAPE, 2008). E provavel que o
farmaco ativo (CAP nao metabolizado) seja depurado principalmente por
filtracao glomerular, e o produto inativo (CAP glucuronideo) seja depurado por
secrecdao tubular. Apenas pequenas quantidades do farmaco ativo sao
excretadas na bile ou nas fezes (KATZUNG, 1998).

Entretanto, devido ao seu potencial toxicolégico, CAP sé é utilizado na
terapéutica humana como farmaco de ultima escolha onde ndo exista a

disponibilidade de outros farmacos eficazes de menor risco toxicolégico.
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1.5. Uso veterinario

Para fins veterinarios, CAP é usado no tratamento de uma variedade de
infeccbes em animais, particularmente aquelas causadas por bactérias
anaerdbias ou aquelas que sao resistentes a outras terapias antimicrobianas.
CAP é bem absorvido por via oral e parenteral em animais. A faixa terapéutica
usual para CAP na maioria das espécies animais € uma concentracao
plasmatica de 5 a 15 pg/mL, sendo amplamente distribuido pelo corpo (WHO,
1994).

Assim como na espécie humana, em animais o CAP sofre metabolismo
hepatico, sendo a principal via de biotransformacao a conjugacao glucuronica,
formando o metabdlito inativo (WHO, 1988; WHO, 1994; WHO, 2004).

A excregdo também & semelhante aos humanos sendo apenas cerca de 5 a
15 % excretado inalterado na urina, com excecao dos felinos que tem uma
capacidade limitada de formar o metabdlito CAP glucuronideo, tendo assim
uma excrecdo mais lenta, sendo neste caso 25 % ou mais da dose
administrada é excretada da forma inalterada na urina. A meia-vida de
eliminacdo do CAP é de 1,1 a 5 horas em cachorros, menos de 1 hora em
potros e pbneis, e de 4 a 8 horas em gatos (MEDSCAPE, 2008).

A farmacocinética de uma dose oral em frangos indica que CAP é
rapidamente absorvido. Uma dose de 30 a 50 mg/kg por peso vivo da droga
chega a uma concentragdo plasmatica >5 pg/mL em 15 min. A meia-vida de
eliminacdo é em torno 7 horas. Os principais metaboélitos em frangos sao: di-
hidro-cloranfenicol, nitro-fenil-amino-propanodiona-cloranfenicol e nitroso-
cloranfenicol (WHO, 1988; ANADON et al, 1994; WHO, 1994).

Em bovinos tratados com doses orais de 25 mg/kg por peso vivo de
palmitato de CAP, em intervalos de 12 horas, obtiveram uma concentragéo
plasmatica de 5 a 6 ug/mL, apds a quarta dose. Nestes casos a meia-vida de
eliminacao foi de 4,5 horas e o principal metabdlito foi o dihidro-cloranfenicol,
sendo este um metabdlito associado ao efeito tdxico em humanos pela inducao
de anemia aplasica (WHO, 1988; WHO, 1994).

Entretanto, dado o potencial toxico do CAP em humanos e por causa da
possibilidade da presenca do CAP e seus metabdlitos em tecidos de animais
tratados com a droga, o uso de CAP para fins veterinarios nao € permitido em
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animais destinados a alimentacdo humana em muitos paises (COMMISSION
REGULATION, 1994; BRASIL, 1998a; NEUHAUS et al, 2002).

1.6. Resisténcia bacteriana

A resisténcia adquirida a CAP tem sido demonstrada in vitro e in vivo por
alguns tipos de Stafilococcus, Salmonella, Shigela e Escherichia coli.
Raramente, tem-se notificado resisténcia a CAP por H. influenzae,
Streptococcus pneumoniae e Neisseria meningitidis. No caso da N. meningitidis
a resisténcia a CAP tem sido reportadas em algumas areas do mundo, como
Vietnd e Franga. Resultados de estudos in vitro demonstraram resisténcia a
CAP em isolados clinicos de N. meningitidis (AHFS DRUG INFORMATION,
2004; MEDSCAPE, 2008).

A resisténcia de microorganismos ao CAP in vivo constitui um problema de
crescente importancia clinica. A resisténcia bacteriana a CAP é mediada por
transmissdo de plasmidios que resulta na producdo da enzima CAP-
acetiltransferase, com isso as bactérias adquirem a capacidade de inativar o
CAP por acetilacago (GOODMAN & GILMAN, 1991; KATZUNG, 1998;
MEDSCAPE, 2008).

TENDENCIA & PENA (2001) compararam a incidéncia da resisténcia
antibiética nas bactérias da agua e dos sedimentos de lagoas de cultivo de
camardes nas Filipinas e do ambiente circunvizinho a estas. Os resultados
obtidos indicam que quando os agentes antimicrobianos sdo usados mais
freqientemente em um ambiente, sera maior a formacao de cepas bacterianas
resistentes a droga, o que pode vir a afetar a terapia futura dos camaroes,
assim como doencas humanas. Com isto, nota-se que o uso dos antibibticos
para fins veterinarios, sem o devido controle, caracteriza um risco e deve ser
evitado (TENDENCIA & PENA, 2001).

No Brasil, em 2007 foram isoladas de amostras de leite oriundas do estado
do Rio de Janeiro diversas espécies de enterococos (E. faecalis, E.
casseliflavus, E. faccium, E. gallinamm, E. durans e E. gilvus) multiresistentes a
antimicrobianos, o que esta associado com o uso de antibiéticos para fins
veterinarios (FRACALANZZA, 2007).
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A meia-vida do CAP no solo a 25°C é de 4,5 dias; em aguas de lagoas a
meia-vida é de 10,3 dias a 25°C e pH 8, e 20,8 dias a 37°C e pH 6 (WHO,
2004). Esta persisténcia da droga no ambiente pode favorecer ao

desenvolvimento de resisténcia em microorganismos presentes no solo.

1.7. Toxicologia

1.7.1. Citotoxicidade

Estudos in vitro com células da medula-6ssea humana demonstram que
trés metabdlitos de CAP estdo associados a sua citotoxicidade: o nitroso-CAP,
o dihidro-CAP e o nitrofenilaminopropanodiona-CAP (NPAP-CAP) (LAFARGE-
FRAYSSINET et al, 1994; WHO, 1994; ROBBANA-BARNAT et al, 1997; WHO,
2004).

HOLT et al (1997) avaliaram a inducao de apoptose por CAP em um estudo
in vitro usando células renais de macacos e células hematopoiéticas do cordao
umbilical de neonatos. Uma concentracdo de 2 a 5 mmol/L de CAP causou
apoptose em células de ambos os sistemas. Em um estudo subseqiiente in
vivo foi observado evidencias de apoptose em eritrdides e precursores
mieléides na medula femural de ratos submetidos a uma dose de 200 mg/kg
por peso vivo (HOLT et al, 1997; HOLT et al, 1998).

A inducéo de apoptose em células hematopoiéticas por CAP foi confirmada
em estudos posteriores in vitro e in vivo. KONG et al (2000) observaram
inducdo de apoptose em células purificadas da medula-6ssea humana
submetidas a CAP. TURTON et al (2002b) realizaram um estudo in vivo com
ratos tratados com uma unica dose de CAP de 4000 mg/kg por peso vivo e
observaram um aumento da apoptose das células da medula femoral. Os
autores sugerem que a inducdo de apoptose nas células progenitoras da
medula pela agdo téxica do CAP pode estar associada com a inducao de
anemia aplasica em humanos (TURTON et al, 2002b).

Outro mecanismo proposto para a depressao da medula-6ssea causada por
CAP ¢ a inibicao da sintese protéica nas mitocéndrias das células da medula.
Este efeito pode ser causado pela similaridade dos ribossomos mitocondriais e
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bacterianos. Com isso, CAP pode inibir a sintese protéica de células de
mamiferos (WHO, 1994; MEDSCAPE, 2008).

1.7.2. Genotoxicidade

CATALAN et al (1993) relataram que CAP induz modificacdes nas
cromatides irmas em linfocitos bovinos.

A genotoxicidade foi observada in vitro em células da medula-6ssea
humana pelo efeito de CAP e de alguns metabdlitos, tais como o nitroso-CAP e
o dihidro-CAP. Alguns estudos apontam que o potencial genotoxico dos
metabdlitos de CAP é maior em linfécitos humanos periféricos do que na
medula-éssea (WHO, 1994; CHEN, 2005).

Alteracbes nas cromatides irmas também foram observadas, no ambito
veterinario, em culturas de células sangiineas de bovinos tratados com doses
terapéuticas de CAP via parenteral (OTHMAN et al, 2005).

1.7.3. Hematoxicidade

Dois tipos de hematoxicidade induzidas por CAP em humanos tém sido
discutidas. A primeira € mais freqgliente e dose dependente, depressao
reversivel da medula-6ssea, onde se observa uma leve anemia, sendo que o
paciente retorna ao normal depois da suspensdo do tratamento. A inibicdo da
sintese protéica nas células da medula tem sido um mecanismo proposto para
este efeito. O segundo efeito € a anemia aplasica que € o mais grave e nao
dose dependente, sendo este quadro irreversivel. Neste caso, observa-se uma
severa pancitopenia no sangue periférico, podendo conduzir a leucemia nos
seres humanos (MALUF et al, 2002; TURTON et al, 2002a; CHEN, 2005;). CAP
a uma concentragdo plasmatica de 25 pg/mL, ja possui uma acado téxica,
induzindo uma aplasia medular reversivel dose dependente, que dependendo
da duracdo do tratamento, dos efeitos idiossincraticos e genéticos pode
culminar em um quadro de anemia aplasica (MORLEY et al, 1976;
MEDSCAPE, 2008). A inducdo de anemia aplasica pelo uso de CAP esta

relacionada com uma predisposicdo genética do individuo, porém seu



30

mecanismo toxicolégico completo ainda nao foi totalmente elucidado (WHO,
2004).

Um estudo in vitro com células da medula-6ssea de humanos de 72
doadores, demonstrou que o CAP succinato foi metabolizado em CAP e
metabodlitos como o nitroso-CAP e outros metabdlitos ndo identificados. O
estudo indica que os metabdlitos derivados do CAP sdo os responsaveis pelo
efeito tdxico produzido na medula éssea. Os autores mencionam que a
medula-éssea funciona ao mesmo tempo como um sitio de biotransformacéao
do farmaco e alvo da doenca (AMBEKAR et al, 2000). Tem sido sugerido que a
inducdo da anemia aplasica e leucemia estdo relacionadas com o metabdlito
nitroso-CAP, produto da reducao do grupo para-nitro do CAP. A capacidade de
reducao do grupo para-nitro € determinada geneticamente. Isto é evidenciado
por estudos in vitro e in vivo que demonstram que a resposta hematologica
para CAP em ratos depende da raca dos mesmos (FESTING et al, 2001;
CHEN, 2005). Entretanto, um mecanismo bioquimico exato responsavel pela
anemia aplasica em homens ainda nao esta bem elucidado (WHO, 2004).

Ao contrario do que acontece em humanos, o uso de CAP em animais néo
provoca anemia aplasica. Entretanto, a depressao reversivel da medula-6ssea
€ observada em algumas espécies apos uma terapia longa. Os gatos possuem
maior susceptibilidade aos efeitos adversos da droga quando comparados aos
caninos. Outros efeitos adversos que podem ser notados em animais tratados
com CAP s&o: anorexia, vomito, diarréia e depressdao (WHO, 2004).

1.7.4. Carcinogénese

Estudos da carcinogenicidade do CAP realizados em ratos mostraram que o
mesmo quando administrado através da 4gua aumenta a incidéncia de
linfomas e de carcinoma hepatocelular (EMEA, 1994).

A Agéncia Internacional para Pesquisas do Cancer (IARC) classifica o CAP
no grupo 2A, o que significa que o mesmo € “provavelmente carcinogénico
para humanos”. Utiliza-se esta categoria quando as evidéncias sédo limitadas
para a carcinogenicidade em humanos e os dados s&o evidentes para a

carcinogenicidade em animais experimentais. Com isso, observa-se que de
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acordo com a avaliacdo do I|ARC existem evidéncias limitadas para
carcinogenicidade do CAP em humanos (IARC, 1990; HHS, 2000).

1.7.5. Teratogénese

Em estudos de teratogenicidade com ratos e coelhos, CAP nao apresentou
efeitos, mas causou uma alta incidéncia de mortes fetais em niveis baixos de
dosagem (EMEA, 1994).

1.7.6. Outros efeitos toxicos

Prematuros e neonatos submetidos ao tratamento com CAP podem
desenvolver um colapso circulatério denominado de “sindrome do bebé
cinzento”. A sindrome do bebé cinzento é caracterizada por dilatacao
abdominal, vomito, coloragédo cinzenta, hipotermia, cianose palida progressiva,
respiracao irregular e colapso circulatério seguido de morte em poucas horas
ou dias. Um caminho para a explicacdo desta reacéo é devido a baixa taxa de
biotransformacao hepética da droga nos prematuros e neonatos, resultando em
uma glucuronidagao do CAP muito lenta. Com isso, a taxa de excrecao renal é
diminuida e o CAP chega a niveis téxicos de concentracdo sangliinea e
tecidual. Entretanto, o0 mecanismo preciso desta reacdo ndo esta
completamente elucidado (WHO, 1994; WHO, 2004).

Em tratamento via oral prolongado com doses terapéuticas de CAP podem
ocorrer hemorragias e diminuicdo ou inibicdo da sintese de vitamina K seja
pela depressdo da medula 6ssea assim como pela reducdo da flora intestinal
gue também sintetiza a vitamina K (WHO, 1994).

2. ASPECTOS LEGISLATIVOS

O Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) na Portaria
n° 193, de 12 de maio de 1998, aprovou o Regulamento Técnico para
Licenciamento e Renovagéo de Licencga de Antimicrobianos de uso veterinario,
onde é citado que “o uso adequado dos antimicrobianos, deve proporcionar a
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eficiéncia aos produtos destinados a saude animal e a seguranca para saude
publica”. Neste regulamento definiram-se como antimicrobianos “todas as
substancias utilizadas para combater microorganismos in vivo e in vitro’. O
MAPA ainda determina que os antimicrobianos utilizados em terapéutica
veterinaria ndo devem ser utilizados como aditivos da ragdo, como promotores
de crescimento ou como conservantes de alimentos para animais, sendo que é
vedado o uso de CAP, penicilinas, tetraciclinas e sulfonamidas sistémicas. O
periodo de caréncia do antimicrobiano deve ser determinado de acordo com a
meia-vida de eliminacdo da droga e este deve estar presente em evidéncia na
bula, sempre que este esteja indicado para animais que sejam destinados ao
consumo humano. O mesmo € aplicado aqueles cujos produtos derivados e
subprodutos também tenham o mesmo destino. Este periodo de caréncia deve
ser respeitado assegurando-se a total eliminagdo do farmaco antes que os
animais sejam destinados ao abate, ou os produtos de origem animal para o
consumo humano, ou a producao de derivados (BRASIL, 1998b).

Em setembro de 1998, o MAPA proibiu através da Portaria n° 448 a
fabricacdo, importagdo, comercializacdo e o emprego de preparacdes
farmacéuticas de uso veterinario, de ragdes e de aditivos alimentares contendo
CAP, furazolidona e nitrofurazona, em animais cujos produtos sejam
destinados a alimentacdo humana. Esta decisdo foi tomada considerando os
seguintes fatores: que a presenca de residuos de CAP, furazolidona e de
nitrofurazona na carne, leite e ovos, oriundos de animais tratados, poderiam
constituir risco a saude publica; as informagdes disponibilizadas pelo Comité de
Especialistas em Residuos de Aditivos, Contaminantes e Drogas Veterinarias
do Codex Alimentaurius FAO/WHO nao possibilitam a finalizacdo dos estudos
toxicolégicos e o estabelecimento dos limites maximos de residuos dos
farmacos citados; e que o arsenal farmacéutico veterinario dispée de drogas
eficazes e seguras, capazes de substituirem tais substancias. Com isso, a
importacao dos farmacos CAP, furazolidona e nitrofurazona destinados ao uso
veterinario, ficou condicionada a autorizagdo prévia do Departamento de
Defesa Animal — DDA, da Secretaria de defesa Agropecuéaria — DAS (BRASIL,
1998a).

A instrucdo Normativa n° 9, de 27 de junho de 2003 do MAPA, proibiu a

fabricacdo, manipulagédo, fracionamento, comercializacdo, importacdo e uso
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dos principios ativos CAP e nitrofuranos e os produtos que contenham estes
principios ativos, para uso veterinario e suscetivel de emprego na alimentagéo
de todos os animais e insetos. Com isso, o MAPA cancelou as licencas e
registros concedidos as matérias-primas a aos produtos acabados para uso
veterinarios e suscetiveis de emprego na alimentacao animal contendo os
principios ativos CAP e nitrofuranos (BRASIL, 2003a).

No Anexo |, da Instrucdo Normativa n° 42, de 20 de dezembro de 1999, do
MAPA, o Plano Nacional de Controle de Residuos em Produtos de Origem
Animal (PNCR) foi instituido pela Portaria Ministerial n®51, de 6 de maio de
1986 e adequado pela Portaria Ministerial n® 527, de 15 de agosto de 1995. A
execucao de suas atividades ficou a cargo do Secretario de Defesa
Agropecuaria, cabendo ao Coordenador Geral gerenciar o cumprimento das
metas estabelecidas na operacionalizacdo do Plano, o qual comporta ainda
uma Comissdo Técnica com representantes do Departamento de Defesa
Animal (DDA) e do Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem Animal
(DIPOA) e um Comité Consultivo constituido por representantes de 6rgaos
governamentais e da iniciativa privada reconhecidamente envolvidos no
contexto do PNCR. O Plano prové a ado¢ao de Programas Setoriais para carne
(PCRC), mel (PCRM), leite (PCRL) e pescado (PCRP), dos quais somente o
primeiro foi implementado pela Portaria SIPA n° 01, de 8 de junho de 1988. A
garantia da inocuidade de grande parcela dos alimentos ofertada ao consumo,
quanto a presenca de residuos decorrentes do emprego de medicamentos
veterinarios, agroquimicos e contaminantes ambientais € possibilitada pelo
Controle de residuos. As atividades do PNCR sdo desenvolvidas visando
conhecer o potencial de exposicao da populacao aos residuos nocivos a saude
do consumidor, servindo como parametro para orientar a adogao de politicas
nacionais de saude animal e fiscalizacdo sanitaria; e impedir o abate para
consumo de animais oriundos de criatérios onde se tenha constatado violacao
dos Limites Maximos de Residuos (LMR’s) e, sobretudo, o uso de
medicamentos veterinarios proibidos no territério nacional. No Brasil,
estabelecer LMR’s é competéncia do Ministério da Saude (MS). No caso de
nao estarem estabelecidos pelo MS, utilizam-se os internalizados no
MERCOSUL, os recomendados pelo Codex Alimentarius, os constantes nas

Diretivas da Unido Européia e os utilizados pelo FDA/USA. Um dos objetivos



34

do PNCR é tornar-se parte integrante do esforco destinado a melhoria da
produtividade e da qualidade dos alimentos de origem animal colocados a
disposicao da populacao brasileira e, secundariamente, proporcionar a nacao
condicoes de se adequar do ponto de vista sanitario, as regras do comércio
internacional de alimentos preconizadas pela Organizagdo Mundial do
Comércio (OMC) e 6rgaos auxiliares (FAO, OIE e OMS). E ressaltado que as
principais metas do PNCR caminham no sentido da verificagdo do uso correto
e seguro dos medicamentos veterinarios, de acordo com as praticas
veterinarias recomendadas e das tecnologias utilizadas nos processos de
incrementacao da producéo e produtividade pecuaria (BRASIL, 1999).

A Resolugao RDC n? 253 de 16 de setembro de 2003, da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), criou oficialmente o Programa de Analise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal
(PAMVet). O programa prevé o controle de RMV em alimentos de origem
animal expostos ao consumo, cuja implementacdo, de forma escalonada e
progressiva no territério nacional, contempla acoes de coleta de amostras no
comércio e andlise de residuos em laboratérios. Para tanto, foram definidas
parcerias com as Vigilancias Sanitarias (VISAs), Laboratérios Centrais de
Saude Publica (LACENSs), Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS) e Fundagao de Ciéncia e Tecnologia (CIENTEC) (ANVISA,
2003; BRASIL, 2003b). O PAMVet possui como metas:

e Avaliar a exposigdo do consumidor aos RMV pela ingestdo de
alimentos de origem animal (ANVISA, 2003; BRASIL, 2003b).

e Implementar métodos de andlise de RMV nos laboratérios de
saude publica (ANVISA, 2003; BRASIL, 2003b).

e Produzir conhecimento cientifico para avaliar o0s riscos,
possibilitando subsidios para agdes de vigilancia sanitaria para o
controle de RMV em alimentos (ANVISA, 2003; BRASIL, 2003b).

e Fomentar a promocao da adocao de Boas Praticas de Uso de
Medicamentos Veterinarios (ANVISA, 2003; BRASIL, 2003b).

A Comunidade Européia pelo Regulamento EEC 2377/90 de 26 de junho de
1990, torna obrigatério o estabelecimento LMR’s para os farmacos que sao
usados nos animais produtores de alimentos (COUNCIL REGULATION, 1990).

Este regulamento determina que nenhum dos estados membros da
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comunidade podem autorizar o uso de quaisquer medicamentos sem que a sua
substancia ativa tenha sido previamente estudada, sendo descritas as
substancias alvo do regulamento nos Anexos de | a IV:
e Anexo [: Lista de substancias cujos LMR’s foram estabelecidos
(COUNCIL REGULATION, 1990).

e Anexo ll: lista de substancias para as quais ndo € necessario
estabelecer LMRs (COUNCIL REGULATION, 1990).
e Anexo lll: lista de substancias cujos LMRs sado provisorios

(COUNCIL REGULATION, 1990).
e Anexo IV: lista de substancias para as quais o LMR nao pode ser
estabelecido, devido estas representarem perigo a saude publica.
Neste Anexo consta o CAP (COUNCIL REGULATION, 1990).
Neste contexto a Unido Européia (EU), os EUA e o Canada também
proibem o uso de CAP nos animais destinados a producao de alimentos para o
consumo humano (COMMISSION REGULATION, 1998; NEUHAUS et al,
2002). A Organizacdo Mundial da Saude também preconiza a nédo utilizagéo
(WHO, 2004).

3. RESIDUOS DE CAP EM ALIMENTOS

Apesar das restricoes legais aplicadas ao uso de CAP para determinados
fins veterinarios, tem sido encontrados alimentos contaminados por este
antimicrobiano.

A presenca de residuos de CAP ja foi relatada em diversas matrizes, tais
como: produtos da aquicultura (camardo, carangueijo, peixes), produtos
apicolas (mel e geléia real), bovinos, suinos, eqinos, coelhos e leite bovino.
Em particular, produtos de aquicultura originarios da China, Vietna, Mianmar e
Tailandia foram verificados estar contaminados com CAP (EUROPEAN
DECISION, 2001; IPEA, 2001; NGOC SON, 2002; US FDA, 2002).
REYBROECK (2003) analisou amostras de mel coletadas em supermercados
da Bélgica pelas técnicas de ELISA e CLAE-EM. Em um total de 40 amostras
contaminadas com CAP, 31 amostras eram originadas da China.
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Os antibidticos sdo comumente utilizados em animais leiteiros, tais como
bovinos, caprinos e ovinos, para o tratamento de mastites, enfermidades
respiratérias e do trato reprodutivo. Isto esta diretamente relacionado com a
ocorréncia de residuos no leite e contribui para o aumento do nimero de
bactérias resistentes (VASIL et al, 1999; OMBUI et al, 2000; SCHLEGELOVA
et al, 2002; SHITANDI & STERNESJO, 2004; GATICA & GESCHE, 2007;
ARAUJO, 2008).

Na Alemanha amostras de bovinos, suinos e aves provenientes de
fazendas e abatedouros locais, analisadas no periodo de 2000-2002,
apresentaram do total de amostras analisadas (n > 17500) uma pequena
fracdo (< 0,2 %) contaminada por CAP. As concentragdes encontradas
variaram de 0,3 a 3,3 pg/kg (WHO, 2004).

Niveis de CAP foram relatados pela Diretoria Geral de Protecdo a Saude
dos Consumidores da Comissao Européia em produtos alimenticios no periodo
de 2000-2003. Dentre os produtos contaminados encontraram-se: derivados do
leite (de 0,3 a 1,27 ug/kg), mel (de 0,3 a 4,0 pg/kg; uma amostra com 38,7
Mo/kg), polen (0,58 pg/kg), camardo (de 0,1 a 7,7 yg/kg; duas amostras com
31,89 a 297 ug/kg), carne de caranguejo (de 0,3 a 1 ug/kg), peito de frango (de
0,4 a 1,2 yg/kg) e peito de peru (0,82 ug/kg) (WHO, 2004).

O Centro de Servicos Analiticos e de Experimentacdao (CASE) da cidade de
Ho Chi Minh (Vietna) avaliou 1128 amostras de camarao no periodo de janeiro
a junho de 2002. O CASE reportou que 3,9 % das amostras apresentaram
presenca de CAP em concentracdes na faixa de 0,4-1,4 ug/kg nos primeiros 3
meses do estudo (NGOC SON, 2002).

4. METODOS DE ANALISE DE RESIDUOS DE CAP

O método ideal para analise de residuos de CAP deve ser sensivel, exato e
preciso, e nao fornecer informacdes ambiguas na identificacdo do analito. Além
disto, deve ser robusto o quanto possivel e ter uma relacado custo x beneficio
favoravel. Na pratica é dificil desenvolver métodos que combinem todas essas
caracteristicas. Tipicamente sdo usados trés passos basicos na maioria dos
métodos de andlises de CAP: preparacdo do extrato primario da amostra;
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purificacdo do extrato primario; e deteccao e quantificacdo dos residuos de
CAP (WHO, 2004).

4.1. Preparacao do extrato

A etapa de preparacao do extrato primario usualmente é realizada com
homogenizacao e particdo com solventes organicos, separacao entre as fases
sblidas e liquidas e, por fim, remogcdo da gordura do extrato. No caso de
amostras de figado e rim o controle da temperatura durante a estocagem e
extragdo da amostras € importante no intuito de evitar metabolismo in vitro
(PARKER & SHAW, 1988; SANDERS et al, 1991). Para as analises de figado e
rim é necessaria a hidrélise enzimatica do CAP glucuronideo (MOTTIER et al,
2003).

Na etapa de extracdo do CAP o uso dos seguintes solventes organicos tem
sido descritos:

e Acetato de etila (VAN GINKEL et al, 1990; SANDERS et al, 1991;
VAN DER HEEFT et al, 1991; KEUKENS et al, 1992; NAGATA &
SAEKI, 1992; EPSTEIN, 1994; KIJAK, 1994; MUNNS et al, 1994; LI
et al, 2001; NEUHAUS et al, 2002; IMPENS et al, 2003; GANTVERG
et al, 2003; STUART et al, 2003).

e Acetonitrila (BORNER et al, 1995; PFENNING et al, 1998).

e Mistura de acetonitrila e tampao acetato pH 5 (POSYNIAK et al,
2003).

e Mistura de acetonitrila e acetato de etila (PFENNING et al, 2002a).

e Mistura de cloroférmio e acetona (PEREZ et al, 2002).

A remocao da gordura comumente é realizada por particdo com solventes
apolares. Tem sido descritos diversos solventes para a remoc¢ao de lipideos,
alguns destes sao:

e Hexano (NAGATA & SAEKI, 1992; EPSTEIN, 1994; KIJAK, 1994;
CHEVALIER et al, 1995; GUDE et al, 1995; LI et al, 2001; PEREZ et
al, 2002; PFENNING et al, 2002a; TURNIPSEED et al, 2002;
GANTVERG et al, 2003; PFENNING et al, 2003; STOREY et al,
2003).
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e Mistura de n-hexano e cloroférmio (1:1 v/v) (SANDERS et al, 1991).
e n-Heptano (RUPP et al, 2003; STUART et al, 2003).

4.2. Purificacao do extrato

A técnica de extracdo em fase sélida (SPE, Solid Phase Extraction) é a
mais empregada para a purificagdo do extrato primario a fim de se remover as
substancias interferentes da etapa de deteccao e quantificacdo (CHEVALIER et
al, 1995; PFENNING et al, 1998; HORMAZABAL & YNDESTAD, 2001;
NEUHAUS et al, 2002; TURNIPSEED et al, 2002; GANTVERG et al, 2003;
IMPENS et al, 2003; MOTTIER et al, 2003; PFENNING et al, 2003; POSYNIAK
et al, 2003; STOREY et al, 2003; GUY, 2004; SNIEGOCKI et al, 2006;
SNIEGOCKI et al, 2007).

As etapas envolvidas na SPE séo:

a) Ativacao do sorvente pela passagem de solvente apropriado para
condicionar a superficie do sélido.

b) Remocdo do solvente de ativacdo por um liquido de polaridade
similar a amostra.

c) Aplicagdo da amostra (etapa de sor¢ao ou retencédo dos analitos).

d) Remocao de interferentes e parte da matriz com um solvente que
nao remova os analitos (etapa de lavagem).

e) Eluicdo dos analitos do sorvente com um solvente (etapa de
dessorgao ou eluicéo) coletando o eluato.

4.3. Deteccao e quantificacao do CAP

Diversas técnicas tém sido aplicadas para a detec¢do e quantificacdo de
CAP em alimentos, tais como eletroforese capilar (PEZZA et al, 2006; SANTOS
et al, 2007), voltametria (AGUI et al, 2002; CHAI et al, 2006; SONG et al, 2007),
imunoensaios (GAUDIN & MARIS, 2001; FERGUSON et al, 2005;
SCORTICHINI et al, 2005), dentre outras. Entretanto, h4& uma predominancia
dos métodos que utilizam as técnicas cromatograficas (Tabela 1).

Cromatografia & uma poderosa técnica de separacdo baseada em

diferentes interacbes dos componentes de uma amostra entre duas fases, uma
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fixa e outra moével (AQUINO & NUNES, 2003). As técnicas cromatograficas
possuem alta sensibilidade, versatilidade, rapidez, sendo ainda exatas e
precisas (AQUINO & NUNES, 2003). A cromatografia € essencialmente uma
técnica de separacao, porém quando associada a outras técnicas, tais como as
espectrofotométricas, torna-se uma grande ferramenta analitica para
identificacdo e quantificacdo de analitos em misturas complexas (CECCHI,
2003).

Tabela 1. Métodos cromatograficos utilizados na determinacdo de residuos de CAP em

diversas matrizes alimenticias.

Método utilizado Matriz Autores
CG/EM/IQN Owo VAN GINKEL et al (1990)
CL/uv Musculo bovino SANDERS et al (1991)
CL/EM Musculo bovino DELEPINE et al (1992)
CG/EM/IQN Musculo bovino EPSTEIN (1994)
CG/EM/IQN Leite bovino KIJAK (1994)
CG/DCE Camarao MUNNS (1994)
CG/EM/IQN

CG/DCE Owo BORNER et al (1995)
cL/UV Figado, rim, m}]sculo e pele (porco e HUMMERT et al (1995)

frango) e musculo e pele (truta)

CG/DCE Camarao PFENNING et al 2000
CL/EM Owo e mel HORMAZABAL et al (2001)
CL/uv Leite bovino PEREZ et al (2002)

CL/EM/EM/ESI Camarao PFENNING et al (2002b)
CL/EM/EM Camarao NEUHAUS et al (2002)
CG/DCE
CG/EM/IQN Camarao NGOC SON (2002)
CL/EM/EM/APCI
CL/EM/EM Mel VERZEGNASSI et al (2003)
CL/EM Camarao RAMOS et al (2003)
CL/EM/EM/APCI Musculo equino, suino e bovino GANTVERG et al (2003)
CG/EM/EM _
Camarao IMPENS et al (2003)
CL/EM/EM
CLEM/EM/ESI Musculo de peru,vaca, MOTTIER et al (2003)
peixe e camarao
CL/EM/EM/ESI Camaréo e caranguejo STOREY et al (2003)
CG/DCE Musculo bovino USDA (2003)
CG/EM/IQN
CL/EM/ESI Camarao PFENNING et al (2003)
CL/EM/EM Caranguejo RUPP et al (2003)
CG/DCE Musculo bovino, suino e de frangos KUBALA-DRINCIC et al (2003)
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Tabela 1. Métodos cromatograficos utilizados na determinacdo de residuos de CAP em

diversas matrizes (continuacao).

CL/EM/EM/ESI Mel ORTELLI et al (2004)
CL/EM/EM/ESI Leite em po6 GUY et al (2004)
Owo,musculo e
CL/EM figado de frango; leite,musculo PENNEY et al (2005)
e rim bovino
CL/EM/EM/ESI Leite bovino GALLO et al (2005)
CL/EM/EM/ESI Frango CHEN et al (2005)
CG/EMIE Trutas SANTOS et al (2005)
CL/EMEM/ESI
CG/DCE Musculo suino CERKVENIK-FLAJS (2006)
CL/EM/EM Leite bovino NICOLICH et al (2006)
CL/EM/EM Leite bovino e mel JUNIOR et al (2006)
CG/EM/EM/IQN Leite bovino SNIEGOCKI et al (2006)
CG/EM/IQN Figado de frango,. musculo suino e Ll et al (2006)
peixe
CG/EMEM/ION Leite bovino SNIEGOCKI et al (2007)
CL/EM/EM/ESI
CL/EM/EM/ESI Leite bovino RODZIEWICZ & ZAWADZKA (2008)
CG — Cromatografia Gasosa EM/EM — Detectores de massas em tandem
CL — Cromatografia Liquida IE — lonizagao por Impacto de Elétrons
DCE — Detector de Captura de Elétrons IQN — lonizagdo Quimica Negativa
UV — Detector de Ultravioleta ESI — lonizacgéo por Eletro-spray
EM — Detector de massas APCI — lonizagdo Quimica em Pressdo Atmosférica

4.3.1. Cromatografia gasosa (CG)

A aplicacdo da técnica de CG usualmente requer um passo adiconal de
derivacao da molécula de CAP, quando comparada a CL, devido a presenca de
grupos funcionais polares na molécula do antibidtico. A reacdo mais
comumente usada é a silanizacado. A reagao de silanizagdo é freqlentemente
catalisada por acidos ou bases (WHO, 2004). Alguns dos reagentes que podem
ser utilizados s&o:

e Uma mistura de hexametildisilazano (HMDS), trimetilclorosilano
(TMCS) e piridina (BERRY, 1987; GUDE et al, 1995)

e N,O-bis (trimetilsilil)-trifluoracetamida (BSTFA) (BORIES et al, 19883;
COSTA, 1993)
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e Uma mistura de BSTFA e TMCS (VAN GINKEL et al, 1990;
KEUKENS et al, 1992; GANTVERG et al, 2003)
e Nmetil-N(trimetilsilil)-trifluoracetamida (MSTFA) (IMPENS et al, 2003)

Os métodos de determinagcdo de CAP por CG usam comumente 0s
detectores de captura de elétrons (DCE) e de espectrdmetria de massas (EM).
O DCE possui uma alta seletividade e sensibilidade para compostos de alta
eletronegatividade, em especial para os halogenados (COLLINS et al, 1995;
LANGCAS, 1993; SKOOG et al, 2002; AQUINO & NUNES, 2003; CECCHI,
2003). A molécula de CAP possui dois atomos de cloro o que a torna
detectavel para o DCE.

No caso do acoplamento do CG com o espectrébmetro de massas a
ionizacao do analito pode ser obtida por duas técnicas: a ionizacdo quimica
(1Q); e a ionizagao por impacto de elétrons (IE). lonizagdo quimica negativa
(IQN) apresenta um numero limitado de fragmentos de massa; entretanto, o ion
molecular estd sempre presente no espectro obtido. O CG/EM no modo de IQN
€ uma técnica confiavel para confirmacao de residuos de CAP, devida a alta
eletronegatividade atribuida pela presenca dos dois atomos de cloro da
molécula de CAP. O CG/EM no modo de IE produz espectros com grande
quantidade de fragmentos, sendo mais reprodutiveis em equipamentos
diferentes, e possibilitam a estocagem em bases de dados eletrénicas com a
finalidade de referéncia, tais como a biblioteca de espectros NIST. Entretanto, a
IE é menos sensivel quando comparada a |IQ (WHO, 2004; SIQUEIRA, 2007).

NGOC SON (2002) analisou matrizes de camardo do Vietna utilizando
métodos de CG/DCE e CG/EM/IQN obtendo limites de detecgdo (LD),
respectivamente, de 0,05 e 0,3 pg/kg.

4.3.2. Cromatografia liquida (CL)

Por CL a andlise de residuos de CAP tem sido relatada, principalmente, o
uso de dois detectores: Ultravioleta (UV) (SANDERS et al, 1991; PEREZ et al,
2002) e o detector de EM (IMPENS et al, 2003; MOTTIER et al, 2003; STOREY
et al, 2003). O desenvolvimento de detectores de massas com ionizagao
quimica em pressdao atmosférica (APCIl, Atmospheric Pressure Chemical
lonization), e com ionizacdo por eletrospray (ESI, Electrospray lonization)
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transformou a CL numa técnica universal e de alta sensibilidade, permitindo a
deteccdo e quantificagdo de analitos polares e nao volateis sem o processo de
derivatizagcdo. Com isso, as técnicas de CL/EM tem sido amplamente
empregadas na determinacao de CAP em alimentos (Tabela 1). Atualmente, a
CL tem sido utilizada em associacdo a EM em tandem (CL/EM/EM), que
corresponde a associacao de quadrupolos (analisadores de massas) em série,
isto propiciou um ganho de sensibilidade e seletividade a técnica.

NEUHAUS et al (2002) descreveram um método CL/EM/EM com um LD de
0,08 ug/kg para determinagdo de CAP em caranguejos. GANTVERG et al
(2003) desenvolveram um método muito sensivel para deteccéo e confirmacao
de CAP em mdusculo suino, bovino e urina. Apds extracdo, o CAP foi
determinado através da técnica CL/EM/EM com APCI obtendo um LD de 0,02

Ma/kg.

5. VALIDACAO DE METODOS

Para garantir que um método analitico gere informagbes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, ele deve passar pelo processo de validagao.
Com isso, o método torna-se capaz de mostrar qualidade nas medicoes
quimicas, através de sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade
(RIBANI, 2004).

Segundo LANCAS (2004), validacao € o ato ou efeito de validar, dar
validade, tornar valido, tornar legitimo ou legal. Visa a diminuir ou controlar os
fatores que levam a imprecisao ou inexatidao de um dado gerado.

Os parametros analiticos normalmente encontrados para validagdo de
métodos de separacdo tais como os cromatograficos, sdo: seletividade,
linearidade, precisdo, exatidao, limite de deteccéo, limite de quantificacdo e
robustez (RIBANI, 2004).

A seletividade corresponde a capacidade de um método em determinar o
analito de maneira inequivoca na presenca de outras substancias susceptiveis
de interferéncia na determinacado (LANCAS, 2004). A seletividade garante que
o sinal obtido na resposta seja exclusivamente do composto de interesse.
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A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracao da substancia em exame, dentro de
uma determinada faixa de aplicacdo (ICH, 1995). E obtida por meio de curvas
de calibracao construidas relacionando a resposta do equipamento em funcao
de varias concentragdes do analito em estudo (LANCAS, 2004).

A expressado da concordancia entre varios resultados analiticos obtidos para
uma mesma amostra é chamada de precisdao (LANCAS, 2004). A precisao
representa a dispersdo de resultados entre ensaios independentes, repetidos
de uma mesma amostra, amostras semelhantes ou padrdes, sob condicbes
definidas (ICH, 1995).

A exatidao representa o grau de concordancia entre o0s resultados
individuais encontrados em um determinado ensaio e um valor de referéncia
aceito como verdadeiro (RIBANI, 2004). O numero de ensaios varia segundo a
legislacdo ou diretriz adotada e também com as caracteristicas da pesquisa.
Segundo ICH (1995) e BRASIL (2003c) deve-se utilizar um minimo de nove
determinacées envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de
concentracéo, ou seja, ensaios em ftriplicata para trés niveis de concentracéo.

Limite de deteccao (LD) corresponde a menor quantidade de um analito que
pode ser detectada, porém nao necessariamente quantificada como um valor
exato. Ao passo que, o limite de quantificagdo (LQ) é a menor quantidade de
um analito que pode ser quantificada com exatiddo e com uma fidelidade
determinada (LANCAS, 2004).

A medida da capacidade de um método e nao sofrer alteragdes em
decorréncia de pequenas variacoes, deliberadamente introduzidas nos
parametros do método, é chamada de robutez (LANCAS, 2004; RIBANI, 2004).

Dentro do ambito geral do processo de validagdo é possivel distinguir dois
tipos: Intralaboratorial e Interlaboratorial. O nivel intralaboratorial consiste das
etapas de validacao dentro de um unico laboratério, sendo também chamada
de "in house validation". No nivel interlaboratorial, verifica-se como a
metodologia se comporta com uma determinada matriz em varios laboratérios,

estabelencendo assim a reprodutibilidade do método (RIBANI, 2004).
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CAPITULO I

OTIMIZACAO DE CONDICOES PARA DETERMINAGCAO DE RESIDUO
DE CLORANFENICOL EM MATRIZES ALIMENTICIAS DE ORIGEM
ANIMAL POR CROMATOGRAFIA GASOSA
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RESUMO

Na producéo de alimentos de origem animal podem ser utilizados antibi6ticos
como o cloranfenicol (CAP) ndo s6 no tratamento de doencas, mas também
subterapéuticamente para manter a saude e promover o crescimento. Na
terapéutica humana CAP somente é usado em casos graves contra
microorganismos multiresistentes devido sua acdo tdxica ao organismo,
podendo provocar um quadro de anemia aplasica. O objetivo deste estudo foi
otimizar as condicées de preparacdo das amostras, assim como, otimizar as
condi¢des de separacao cromatograficas por CG/DCE, para a determinagéo de
residuos de CAP em diferentes matrizes alimenticias de origem animal. Foram
otimizadas as condicées de derivacao e de splitless por meio de ensaios com
padrdes. Por meio de ensaios com as matrizes camardo; mel; pdlen; carnes de
avestruz, tilapia, carpina e ovina; e leite caprino foram otimizadas as condi¢oes
de extracdo, purificacdo e definidas as condicdes cromatograficas. As
condicoes otimizadas foram: derivacdo utilizando o CAP liofilizado e em
condi¢des de baixa umidade, reagindo por 15 min a 80 °C; a melhor condicao
de purificacéo foi obtida por lavagens com hexano e limpeza com SPE-C18; na
otimizacéo das condi¢cbes cromatograficas foi determinado que o splitless deve
utilizar um liner de 2 mm e a abertura da vélvula split em 0,5 min, deve-se
utilizar uma coluna DB1 com 60 m para obter-se maior eficiéncia de separacéao
sob as condi¢des de temperatura de 90 °C / 1 min aumentando 60 °C/min até
200 °C / 7 min, aquecendo 5 °C/min até 230 °C / 3 min e entdo aquecendo 5
°C/min até 260 °C / 35,17 min. As condicdes otimizadas nao sao indicadas para
aplicagdo nas matrizes mel, pélen, camarao, tilapia e avestruz devido a
presenga de co-eluentes nas condi¢des avaliadas. Nas condigdes otimizadas,
as matrizes pernil de carneiro, pernil de bode e leite de cabra sdo indicadas
para o desenvolvimento de estudos de validacao do método para determinar
residuos de CAP.

Palavras-chave: Cloranfenicol residuo, matrizes alimenticias, CG/DCE.
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ABSTRACT

OPTIMIZATION OF CONDITIONS FOR DETERMINATION OF
CHLORAMPHENICOL RESIDUES IN ANIMAL FOOD MATRIX BY GAS
CHROMATOGRAPHY

In the production of foods of animal origin can be used antibiotics as
chloramphenicol (CAP) not only for disease treatments but also to maintenance
of health and to promote growth. CAP is only used at human therapy in severes
cases against multiresistant microorganisms due to your toxicological effects to
the organism, that can cause an aplastic anemia. Therefore, the objective of
this study was to optimize the sample preparation conditions as well as optimize
the GC/ECD chromatographic separation conditions to determinate CAP
residues at different animal food matrix. The derivation and splitless conditions
were optimized by assays with standards. By assays using shrimp, honey,
pollen, ostrich meat, sheep meat, tilapia, goat meat and goat milk as matrix,
were optimize the extraction and clean-up, and the chromatographic conditions
were defined. The optimized conditions were as followed: derivation with
lyophilized CAP and at low humidity conditions, the silanization reaction of CAP
must be conducted for 15 minutes at 80 °C; the best purification conditions were
obtained by hexane washes and SPE-C18 cleaning; in the optimization of
chromatography conditions went determinated wich the splitless must be done
with a liner of 2 mm with split valve opening at 0.5 min; it should be used an 60
m DB1 column to reach a higher efficiency at temperature conditions as follow:
90 °C / 1 min heating 60 °C / min until 200 °C / 7 min, raising 5 °C / min until
230 °C / 3 min heating 5 °C / min until 260 °C / 35.17 min. The optimized
conditions are not indicated for application at honey, pollen, shrimp, tilapia and
ostrich meat due to the presence of co-eluates at these conditions. At the
optimized conditions, the sheep meat, goat meat and goat milk matrix are
indicated for development of studies for validation method for determination of
CAP residues.

Keywords: chloramphenicol residues, food matrix, GC/ECD.
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1. INTRODUCAO

Os antibidticos usados em animais representam sérios perigos e riscos de
contaminacao de origem alimentar. A monitoracao de residuos de antibiéticos
em alimentos é uma area de preocupacao crescente e muito importante devido
ao seu potencial impacto na saude humana. Os antibidticos sdo administrados
nos animais destinados a producao de alimentos, ndo sé no tratamento de
doencas, mas também subterapéuticamente para manter a saude e promover o
crescimento. O uso de antibiéticos pode resultar na presenca de residuos nos
produtos alimentares (CODEX ALIMENTARIUS, 1993). Por este motivo, a
monitoracdo de residuos de antibiéticos em alimentos deve constituir um
programa de vigilancia permanente.

Na prética veterinaria e/ou durante processamento de racgdes, cloranfenicol
(CAP), embora proibido, é utilizado devido seu amplo espectro de agéo e baixo
custo contra bactérias infecciosas (KEUKENS et al, 1986; AKHTAR et al.,
1995). A maioria dos relatos de uso de CAP para fins veterinarios estao
relacionados com cultivos de aquicultura e apicultura, porém esta pratica pode
se estender para diversos outros cultivos, tais como a caprinocultura,
ovinocultura e criacdes de aves (ORTELLI et al, 2004; WHO, 2004; CFIA, 2005;
MARTINS JUNIOR, 2008).

Na terapéutica humana, CAP s6 pode ser usado em casos graves de
infecgbes por microorganismos resistentes a outras terapias menos danosas,
tais como infecgdes por Bacillus anthracis e meningites causadas por Neisseria
meningitidis, Haemophilus influenzae ou Streptococcus pneumoniae. O CAP
em uma concentracdo plasmatica de 25 ug/mL possui uma acgao tdxica
induzindo aplasia medular, o que a depender da dosagem e da duragdo do
tratamento pode culminar em um quadro de anemia aplasica (MEDSCAPE,
2008). Além da acao toxica direta do CAP a saude humana, a indugdo de
resisténcia bacteriana pelo seu uso indevido caracteriza mais um risco ao
homem. Estudos descritos na literatura apontam que quando os agentes
antimicrobianos sdo usados mais freqiientemente em um ambiente, sera maior
a formagdo de cepas bacterianas resistentes & droga (TENDENCIA & PENA,
2001). Com isto, nota-se que o uso dos antibiéticos de amplo espectro como o

CAP, para fins veterinarios deve ser evitado.
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Portanto, diversos paises proibiram o uso de CAP em animais que sao
destinados ou que geram produtos para a alimentagdo humana (ALOMIRAH,
2007). No Brasil, a Portaria 448/98 do MAPA proibe o uso de CAP em animais
destinados a alimentacdo humana (BRASIL, 1998). Na UE, EUA e Canada o
uso de CAP nao é autorizado (FDA, 1997; COMMISSION REGULATION, 1998;
CFIA, 2005). A Organizagdo Mundial da Saude também preconiza a nao
utilizagdo (WHO, 2004). Os limites maximos de residuos (LMR) de CAP
estabelecidos pela UE, EUA e Brasil é zero (FDA, 1997; BRASIL, 1998;
COMMISSION REGULATION, 1998; USFDA, 2002).

Para monitorar efetivamente a presenca do residuo, métodos analiticos
especificos e com alta sensibilidade sdo necessarios. Freqlientemente, o nivel
de residuo permitido esta diretamente relacionado ao limite de deteccdo do
método. Métodos que utilizam a técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) detectam niveis de até 5,0 ug/kg (MAPA, 2002). Por
Cromatografia Gasosa (CG) detectam-se niveis menores de 2,5 ug/kg
(MAPA,1999). Métodos que associam a cromatografia liquida com a técnica de
espectrometria de massa-massa (CL/EM/EM) detectam valores de até 0,08
Mo/kg (USFDA, 2003). A amostra precisa ser submetida a uma extracao com
solventes organicos, seguida de uma limpeza com coluna cromatografica
aberta, resultando em cromatogramas com boa resolugdo (HAAGSMA, et al.,
1986; KEUKENS et al, 1986; AKHTAR et al, 1995; PENA et al., 1997;
GAUDIN & MARIS, 2001).

A exigéncia de qualidade em paises em desenvolvimento ndo consegue
acompanhar a normalizagdo dos foros internacionais: porque nao tém
estruturas técnicas e laboratoriais para realizar as analises; porque os custos
envolvidos sao extremamente altos; e porque o trabalho depende de mao-de-
obra altamente especializada. Portanto metodologias alternativas para
determinacao de CAP, como por CG/DCE, sao necessarias.

O objetivo deste estudo foi otimizar as condigdes de preparagdao das
amostras de diferentes matrizes alimenticias de origem animal, assim como, as
condicdes de separacao cromatograficas por CG/DCE, para a determinagéo de
residuos de CAP.
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2. MATERIAL E METODOS
2.1. Reagentes e Solventes

O padrao de CAP utilizado foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO 63103
USA). O acetato de etila, diclometano, hexano e ciclohexano utilizados foram
grau pesticida da marca Mallinckrodt (Mallinckrodt Chemicals, USA). O
metanol, acetonitrila e cloroférmio grau pesticida foram adquiridos da J.T.Baker
(Mallinkrodt Baker, México). O cloreto de sodio (QUIMEX, Brasil) e o sulfato de
sodio (VETEC, Brasil) utilizados foram grau p.a.. A agua foi purificada usando
um sistema Milli-Q (Millipore, USA). Os cartuchos SPE de silica gel e C18 de
500 mg foram adquiridos da J. T. Baker. O reagente de silanizacdo SIL-A
(Trimetilclorosilano:Hexametildisilazano:Piridina; 1:3:9; v/v/v) foi obtido da
Sigma-Aldrich.

2.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados foram: multiprocessador de alimentos Walita;
balanca analitica Shimadzu; agitador tipo vortex Phoenix; centrifuga refrigerada
Eppendorf; banho-maria Fisatom; liofilizador Liobras; estufa com circulagéo de
ar Nova Etica; cromatégrafo gasoso CP3800 Varian com detector de captura
de elétrons (CG/DCE) com injetor split/splitless, a aquisicao e tratamento dos
dados foram realizados com o software StarWorkstation versdao 6.41;
cromatografo gasoso Clarus 500 PerkinElmer com espectrébmetro de massas
(CG/EM) com injetor split/splitless, a aquisicdo e tratamento de dados foram
realizados no software TurboMass verséao 4.5.0 e na biblioteca NIST 98.

2.3. Procedimentos analiticos

As metodologias que foram utilizadas como base para a otimizacdo do
método de extracdo do residuo de CAP para as matrizes camarao, mel, pélen,
carnes de avestruz, tilapia, caprina, ovina e leite caprino foram as metodologias
oficiais 203/01 e 203/03 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

(para aves, bovinos, equinos e suinos) (Anexos | e Il) que segue as normas do
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MERCOSUL, Codex Alimentarius e USDA (USDA, 1991; CODEX
ALIMENTARIUS, 1993; MERCOSUL, 1994; USDA, 1998; MAPA, 1999; MAPA,
2002). A partir detas metodologias foram realizados ensaios com padrdes e
matrizes realizando alteragcdes no método para obter as condi¢des otimizadas.
Nos ensaios com padrdes de CAP foram otimizadas as condi¢cdes da
reacao de silanizacao (derivacdo) e as condicdes do splitless. Em ensaios com
as matrizes foram obtidas as otimiza¢des das etapas de particao e seletividade
do método. O método inicialmente utilizado e os parametros avaliados estao

descritos na figura 1.
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| 10 g sulfato de sédio anidro

10,0 £ 0,1 g de
amostra

| 20 mL acetato de etila

Agitar em vortex por
6 min

1
Centrifugar por 6 min
com 4400 rpm a 15 °C

Q)timizagéo da particao

Brancos da matriz
e do método

Qtimizagéo da seletividadD

Alteracoes no
método de extracao

|
Tranferir 0 extrato para tubo de polipropileno

50 mL

20 mL acetato de etila

EXTRACAO

Agitar em vortex por
6 min

1
Centrifugar por 6 min
com 4400 rpm a 15 °C
|

Juntar ao extrato
anterior

I
Evaporar todo o
extrato sob fluxo de N2
a50+5h G

Figura 1. Fluxograma do método inicialmente utilizado para a otimizacdo das condigcbes de extragao, purificacdo, derivacdo e cromatograficas

(Destaque: Parametros otimizados).
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5 mL diclorometano I I

Aplicar o extrato no
cartucho de silica gel
ativado

I
Lavar 2x com 5 mL de
diclorometano

|
Secar o cartucho sob
fluxo de N2

5 mL de acetonitrila
20%;5 mL de
acetonitrila; 5 mL de

o cartucho com N2
por 30 min.

Ativacao da silica gel:

diclorometano. Secar

I
Eluir o cloranfenicol com 5 mL de acetonitrila
20% p/ tubo de centrifuga de 15mL

Alteracoes na
purificacao por SPE
|

<Otimizacéo da seletividadD

1 mL acetato de etilal I

Agitar em vortex por
1 min
|
Tranferir o acetato de

etila para tubo de vidro

|
Repetir os 3 ultimos
procedimentos 2x
|

Evaporar todo o
extrato a 50 + 5°C sob
fluxo de N2

Se formar emulséao
adicionar pequena
quantidade de NaCl

|
Purificacdao com
duas colunas SPE

Figura 1. Fluxograma do método inicialmente utilizado para a otimizagdo das condicdes de extragdo, purificacdo, derivagdo e cromatogréficas

(Destaque: Parédmetros otimizados) (continuago).
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Gonfirmagéo da silanizagéD (Silanizagéo e brancD
A \
100 pL hexametildisilazano : \/l
clorotrimetilsilano : piridina Otimizacao da silanizagéD{ Tempo de "93959

(3:1:9; v/v/v) \|

Aquecer em estufa a
80 °C/ 2h
1

DERIVACAO

Evaporar extrato a 50 +
5°C sob fluxo de N2

0,5 mL ciclohexano:hexano Tempo para

60:40 (v/v) abertura da
Centrifugar por 3 min valvula split
com 4400 rpm a 15 °C

CG/DCE (Otimizagéo do splitlesD
[ X

Temperatura do injetor: 280 °C
Modo de injecao: splitless
Coluna: Capilar DB1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 uym)
Temperatura da coluna: 80 °C / 1 min, aquecendo 30 °C/min até
260 °C permanecendo por 10 min
Detector: DCE a 320 °C
Gas de arraste: He 1 mL/min Alteracoes nas condicoes
cromatograficas

@ Liner

CROMATOGRAFIA (Otimizagéo da seletividad9<

Juncao de duas colunas
capilares DB1

Figura 1. Fluxograma do método inicialmente utilizado para a otimizacdo das condigcbes de extragcao, purificacdo, derivacdo e cromatograficas

(Destaque: Parametros otimizados) (continuagao).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Ensaios com o padrao de CAP

3.1.1. Otimizacao da reacao de silanizacao

A reacgao de silanizagao do CAP foi realizada em diferentes condigdes e o
monitoramento da derivagao foi realizado através da separagéo e identificacao
por CG/EM para confirmar a derivagdo do analito. Depois de otimizadas as
condicbes da reacdo, as condicbes de separacdo, iddentificacdo e
quantificacdo de CAP silzanizado foram otimizadas através da utilizagdo do
CG/DCE.

Em um primeiro ensaio, para a otimizacdo da reacédo de silanizagcao, foi
pesado em um vial &mbar uma massa de 1,5 mg do padrdo de CAP e
adicionados 100 uL do reagente de silanizacao Sigma Sil-A. A reacao de
silanizacao se processou a 80 °C em estufa com circulagcédo de ar por 2 h,
seguindo o procedimento descrito por DRUZIAN (2000). Apds a derivacéo, o
CAP silanizado foi seco sob fluxo brando de N, a 50 + 5 °C e dissolvido em 0,5
mL de hexano, obtendo-se um extrato na concentracao de 3 mg/mL do CAP
silanizado. Este extrato foi agitado por 1 min em vortex e centrifugado a 4400
rpm a 15 °C por 3 min. O extrato foi armazenado sob atmosfera inerte de Ny a -
18 °C e protegido da luz até o momento da analise. As condigdes
cromatograficas utilizadas no CG/EM foram: injetado 1 uL do CAP silanizado
no modo de injecdo splitless com o injetor na temperatura de 280 °C. A
separacao foi realizada com coluna capilar Elite 5-MS (30 m x 0,25 mm x 0,25
um) sob as seguintes condicbes de temperatura: 80 °C durante 1 min
aumentando sob taxa de 20 °C / min até 260 °C permanecendo por 10 min,
aquecendo 40 °C / min até 280 °C permanecendo nesta temperatura por 19,5
min, totalizando 40 min de corrida. O gas de arraste utilizado foi Hélio sob um
fluxo de 1 mL / min. A fragmentag¢ao das moléculas foi obtida por ionizacao por
impacto de elétrons (do inglés, Electron Impact — El) com energia de 70 eV. O
espectrémetro de massas foi programado para varredura na faixa de 45 a 550
m/z. As temperaturas da linha de transferéncia e fonte de ionizacdo foram,
respectivamente, 200 e 180 °C. Pela a andlise cromatografica realizada
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constatou-se que ocorreu a derivacdo do CAP (Figura 2A), obtendo-se o
cromatograma do padrédo derivado sendo que o CAP silanizado (Figura 2B) foi
identificado por comparacao do espectro de massas obtido com o espectro de
massas da biblioteca NIST 98. Com isso, foi identificado o O,0-Bis-(Tri-Metil-
Silil)-Cloranfenicol (Figura 2B) no Tr de 19,6 min (Figura 3). Porém, o pico
obtido apresentou uma pequena area (Area = 20068920). Como possiveis
causas suspeitaram-se: primeiro, 0 reagente de silanizacdo nédo estaria em
quantidades equimoleculares a de CAP possibilitando que apenas parte da
massa do analito sofresse derivagdo; em segundo, o CAP silanizado pode ter
baixa solubilidade em hexano, uma vez que a metodologia do MAPA (1999)
relata que o CAP silanizado deve ser dissolvido na mistura ciclohexano:hexano
(60:40, v/v).

H3C_SI_CH3 HgC_SI_CH3
H
OH, = H
= S H H
: S8 CH,OH O § =

O,N (A) O,N (B)

Figura 2. (A) CAP; (B) CAP Silanizado.
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Figura 3. (A) Cromatograma CG/EM da solucdo padrao de 3 mg/mL do CAP obtido pela

silanizacdo com 100 pL de Sigma Sil-A (Destaque: CAP no Tr de 19,6 min); (B) Espectro de

massas obtido do pico do CAP silanizado (Destaque: estrutura do CAP Bis-silanizado).

Segundo as instrucées de uso do reagente SIGMA SIL-A fornecidas pelo

fabricante, a proporcdo do mesmo deve ser de no minimo 100 uL do reagente

para cada miligrama do analito, sendo que o tempo e a temperatura de reacao

podem variar de acordo com cada analito (SIGMA, 2005). Portanto no teste

seguinte, utilizou-se a mesma massa de CAP (1,5 mg) com o reagente de

silanizagcdo em excesso (500 uL) mantendo-se fixas as outras condicdes. Este

ensaio resultou em um cromatograma do CAP Bis-Silanizado (Figura 4) com

um moderado aumento na area do pico (Area = 21170150) quando comparado

ao cromatograma da figura 3 (Area = 20068920).
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Figura 4. (A) Cromatograma CG/EM da solugédo padrao de 3 mg/mL do CAP obtido pela
silanizacao com 500 pL de Sigma Sil-A (Destaque: CAP no Tr de 19,6 min); (B) Espectro de

massas obtido do pico do CAP silanizado (Destaque: estrutura do CAP Bis-silanizado).

Tendo-se confirmada a silanizacdo do CAP por meio dos espectros de
massas, prosseguiu-se com os testes para otimizar a silaniza¢do utilizando-se
o CG/DCE, por este ser mais sensivel que o CG/EM.

Foi realizada uma nova derivacao utilizando CAP na mesma concentracao
(3 mg/mL) e nas mesmas condi¢gbes definidas nos testes por CG/MS, porém o
CAP silanizado resultante foi diluido na mistura ciclohexano:hexano (60:40; v/v)
conforme o indicado pelo método do MAPA (1999). As condicbes
cromatograficas utilizadas no CG/DCE foram: injetado 1uL do CAP silanizado
no modo de injecao splitless; a separagao foi realizada com coluna capilar DB-
1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) sob as seguintes condicdes de temperatura: 80
°C durante 1 min aumentando sob taxa de 30 °C/min até 230 °C

permanecendo por 44 min, totalizando 50 min de corrida. O gas de arraste
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utilizado foi Hélio sob um fluxo de 1 mL/min. As temperaturas do injetor e
detector foram respectivamente 280 e 320 °C. O cromatograma obtido resultou
numa baixa resolugdo, devido a alta concentragcdo do analito, conforme
evidenciado pela figura 5.

1,007] | "

0,75 Uw

0,50

Volts

0,257

Mo '20 "30 40 ' 50
minutos

Figura 5. Cromatograma CG/DCE de CAP silanizado na concentragado de 3 mg/mL.

O detector de captura de elétrons (DCE) possui uma alta seletividade e
sensibilidade para compostos de alta eletronegatividade, em especial para os
halogenados (LANCAS, 1993; COLLINS et al, 1995; SKOOG et al, 2002;
AQUINO & NUNES, 2003; CECCHI, 2003). Os detectores, em geral, possuem
uma faixa linear de resposta que determina sua capacidade de gerar um sinal
diretamente proporcional a concentracdo do analito. Nesta faixa existe um valor
maximo e um valor minimo onde se pode quantificar o componente (RIBANI et
al, 2004). Considerando-se as caracteristicas de sensibilidade e linearidade de
resposta do DCE e pela interpretacdo do cromatograma obtido (Figura 5) foi
concluido que o analito estava muito concentrado, ultrapassando a escala
maxima de 1 V deste detector. Com isso, foram testadas diluicbes consecutivas
da solucédo de 3 mg/mL de CAP silanizado, seguida da injecdo no CG/DCE até
obter um cromatograma com picos separados com boa resolucdo e dentro da
faixa linear do detector. Nestas injecdes foi constatado que nenhum pico eluia
apdés 35 min de corrida, por isso o tempo total de corrida foi reduzido
diminuindo-se o tempo de permanéncia na temperatura de 230 °C de 44 para
30 min, totalizando 36 min de corrida. Isto resultou no cromatograma da figura
6A do CAP silanizado na concentragdo de 4 ug/mL. Para determinar o Tr do
CAP silanizado no cromatograma obtido foi realizada uma reacdo de
silanizacdo em branco (sem a adicao de CAP) usando como diluente a mistura

ciclohexano : hexano (60:40, v/v) (Figura 6B). Observa-se pela comparacao
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dos cromatogramas A e B que o unico pico ausente no cromatograma B possui
um Tr de aproximadamente 17 min, sendo assim foi determinado que este pico
corresponde ao CAP silanizado, e que nao existem co-eluentes oriundos do

reagente de silanizacdo neste Tr.

1,007 CAP (Tr = 17 min) (A)
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0,50
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Figura 6. Cromatogramas obtidos por CG/DCE: (A) Cromatograma da solugdo CAP

silanizado de 4 ug/mL; (B) Cromatograma da silanizagéo em branco (sem adi¢gao de CAP).

O processo de derivacdo é sensivel a umidade, podendo acarretar em
perda de rendimento da reacdo devido a degradacdao do reagente de
silanizag&o pela reagéo de hidrélise (SUPELCO, 1997; SIGMA, 2005). Devido a

isto, foram realizados dois testes para avaliar o rendimento da reagao:

1. Foi determinada a area do pico do CAP silanizado nas condicoes ja
definidas e pela injecao de 1 uL uma solugéo de concentracao de 0,4
ug/L no CG/DCE (Figura 7A).

2. As condicbes de derivagcao foram modificadas visando reduzir a
umidade: antes da derivacao o padrao de CAP foi liofilizado por 24h;
todo o material utilizado na derivagdo foi mantido sob atmosfera de
baixa umidade (dessecador com silica). Apds a reacao de silanizacao
nestas novas condicdes, foi injetado 1 pL da solucdo de
concentragéo de 0,4 pg/L no CG/DCE (Figura 7B).
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No cromatograma obtido pelo primeiro procedimento ndo houve a deteccéo
do CAP silanizado (Figura 7A), porém no procedimento que utilizou o CAP com
liofilizacdo prévia a silanizacao houve a deteccao do pico do CAP silanizado
(Figura 7B). Isto demonstra que a umidade reduz o rendimento da reacdo de
silanizacao. Devido a isto, para a obten¢ao da curva padrao externo foi adotado
o uso de CAP liofilizado para a reacao de silanizacao.

2,5 (A)
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Figura 7. Cromatogramas CG/DCE de CAP a 0,4 pg/L em diferentes condigdes: (A) CAP
nao liofilizado e silanizado por 2 h (ndo detectou CAP); (B) CAP liofilizado e silanizado por 2 h;
(C) CAP liofilizado e silanizado durante 15 min.

O tempo de derivacao inicialmente adotado foi de 2 h conforme o descrito
por DRUZIAN (2000) para garantir total silanizagdo do CAP. O método descrito
pelo MAPA (1999) para anélise de residuos de CAP em musculo por CG/DCE
utiliza um tempo de silanizagdo de 15 min em amostras fortificadas com até 3
Mg/kg de CAP. Devido a isto foi avaliada a reducao do tempo de silanizacao do

CAP de 2 h para 15 min para verificar se o rendimento da reagédo seria
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equivalente nas duas condicoes de tempo de reacdo. Comparando-se as areas
obtidas para os picos de solugdes de 0,4 ug/L de CAP liofilizado silanizado em
2 h (Figura 7B) (area >, = 1224) e de CAP liofilizado silanizado em 15 min (area
15 min = 1400) (Figura 7C), constata-se maior rendimento no menor tempo de
silanizagdo. Portanto, a silanizacdo em 15 min foi adotada em todos os

préximos procedimentos.

3.1.2. Otimizacao do Splitless

A técnica de splitless é utilizada para analises onde o analito esta presente
em baixas concentracdes. Neste modo de injecdo o analito é concentrado no
inicio da coluna, sendo eliminada a maior parte do solvente pela abertura em
determinado momento da valvula split do injetor (Figura 8) (LANCAS, 1993;
COLLINS et al, 1995; CECCHI, 2003).

Septo

Entrada de gas de arraste
Liner

Coluna Capilar

Saida do split

Véalvula split

OO~ wWN =

Figura 8. Esquema simplificado de um injetor split/splitless.

O processo de injecao splitless influencia diretamente a area do pico do
analito de interesse, que por sua vez esta diretamente relacionada com a
concentracdo do analito. A otimizagdo da injecao splitless pode ser obtida
avaliando-se alguns parametros, tais como: a temperatura do injetor, didmetro
do liner, temperatura inicial da coluna e a vazao e o tempo para abertura da
valvula split. O método do MAPA (1999) indica uma temperatura do injetor de
280 °C, temperatura inicial da coluna de 80 °C e uma vazao da valvula split de
50 mL/min, porém o mesmo n&o informa o didmetro do liner utilizado e o tempo

para abertura da valvula split. Devido a isto, foram avaliados dois tipos de liners
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e o0 tempo para a abertura da valvula split para otimizar a injecdo splitless
(Tabela 1).

Tabela 1. Parametros avaliados na otimizagéo do splitless.

o ) Solucao de CAP Volume de injecao
Variaveis avaliadas

silanizado (ug/L) (uL)
2,0
Diametro do Liner (mm) 5,0
4,0
0,25 1,0
Tempo para abertura da
. Y 0,50 1,0
valvula split (min)
0,75

Para avaliar a influéncia do liner foram realizadas inje¢gées (n=3) de 1 pyL do
padrdao de 5 pg/L de CAP silanizado utilizando os dois liners de diametros
diferentes. Pela analise dos cromatogramas obtidos (Figura 9A e B) e pelo
gréafico na figura 10, pode-se observar que a area do pico de CAP silanizado
obtido no ensaio com o liner de 2 mm (areamgdia + cv = 20844 + 0,94) foi cerca
de 2,6 vezes maior que a area obtida pelo ensaio com o liner de 4 mm
(areamedia + cv = 7985 % 0,90).
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Figura 9. Cromatogramas da solugdo de 5 pg/L de CAP liofilizado silanizado durante 15

min: (A) Injecédo de 1 pL utilizando um liner de 4 mm de didametro interno; (B) Injecdo de 1 pL

utilizando um liner de 2 mm de diametro interno.
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Figura 10. Grafico comparativo das areas dos picos de CAP silanizado obtidas por

CG/DCE utilizando modo de injecao splitless com liners de 2 e 4 mm.

A reducéo do didmetro do liner reduz o seu volume interno, com isso a
dispersado do vapor do analito foi menor, facilitando a concentracdo do mesmo
no inicio da coluna e, conseqliientemente, aumentou a eficiéncia do splitless.
Por isso, foi adotado o /liner de 2 mm para os procedimentos seguintes.

Para avaliar o tempo para abertura da valvula split foram realizadas
injecées (n=3) de 1 pL do padrao de 1 pg/L de CAP silanizado com os tempos
de 0,25, 0,50 e 0,75 min para a abertura da valvula split. Os resultados obtidos
demonstraram uma variagdo muito pequena nas areas obtidas, conforme pode

ser observado nas figuras 11 e 12.
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Figura 11. Cromatogramas da solugdo de 1 pg/L de CAP liofilizado silanizado durante 15
min: (A) Injecdo de 1 yL com abertura da valvula split em 0,25 min; (B) Injecdo de 1 pyL com
abertura da valvula split em 0,50 min; (C) Injecdo de 1 puL com abertura da valvula split em 0,75

min.
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Figura 12. Grafico comparativo das areas dos picos de CAP silanizado obtidas por
CG/DCE utilizando modo de injegao splitless com diferentes tempos para abertura da valvula

split.
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Isto demonstra que o tempo para a abertura da valvula split de 0,25 e 0,50
min (areamedia + cv = 4241 £ 1,04 e 4426 + 0,76, respectivamente) ndo exerceu
grande influencia sobre as areas dos picos. Porém para o tempo do splitless de
0,75 min (areamedia + cv = 3160 * 0,89) obteve-se uma pequena reducao da area
do pico do CAP silanizado. Portanto, o tempo de 0,5 min foi 0 que resultou em
uma area ligeiramente maior, e foi adotado como tempo ideal para os préximos
procedimentos.

Portanto, as condic6es definidas para o splitless foram: uso de um liner de 2
mm de diametro e abertura da valvula split em 0,50 min. Estes parametros
foram adotados para todos 0s ensaios seguintes.

3.2. Testes com matrizes

Apbés a otimizacdo das condicbes de silanizacdo e de separacao
cromatografica para alcancar uma maior sensibilidade do CG/DCE, foram
iniciados 0s ensaios com as matrizes. Para as analises com as matrizes nao foi
adotado o procedimento da liofilizacdo prévio a silanizacdo, devido este
aumentar muito o tempo de analise. Neste caso a diminuicdo de rendimento
pela hidrélise foi avaliada pelos ensaios de validacao que mediram a exatidao
do método.

3.2.1. Otimizacao da etapa da particao para extracao de CAP das

matrizes camarao, mel e pélen

3.2.1.1. Camarao

As amostras de camarao utilizadas foram doadas pela Fazenda Oruabo da
BAHIA PESCA S/A, empresa vinculada a Secretaria de Agricultura, Irrigacao e
Reforma Agraria do Estado da Bahia. A espécie de camardao Litopenaeus
vannamei foi cultivada na fazenda sem o uso de antimicrobianos.

Foram avaliados dois tipos de processamentos para a matriz camarao:
primeiramente, a amostra foi processada retirando-se o encefalotérax e todo o
exoesqueleto, moendo-se apenas o musculo do camarao. Na etapa inicial da
particdo com acetato de etila para a extracdo do CAP da a matriz, o musculo
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de camardao moido adquiriu uma consisténcia de goma o que dificultou a
interacdo entre as fases e a recuperacao de todo o volume do solvente extrator
adicionado (duas fracbes de 20 mL). A recuperagdo do volume de solvente
extrator adicionado é essencial para garantir a exatiddo do método. Devido a
isto, foi testada a trituracdo do camaréo inteiro, sem a retirada do encefalotérax
e exoesqueleto. Neste caso, o camardo moido inteiro adquiriu uma
consisténcia mais pastosa e no procedimento de extracdo com o acetato de
etila, o camardo nao formou a goma e a separacdo das fases foi efetiva e
rapida. Com isso, o processamento do camardo inteiro foi adotado como
padrao para os ensaios com esta matriz.

Portanto, as amostras de camaréo inteiro foram identificadas e registradas,
depois de moidas com o auxilio de um multiprocessador de alimentos,
seguidas de acondicionamento em recipiente de vidro, devidamente rotulado,
hermeticamente fechado e, por fim, armazenadas sobre temperatura de
congelamento (- 18 °C) até o momento da analise, conforme descrito em
CODEX ALIMENTARIUS (1993) e MERCOSUL (1994).

3.2.1.2. Mel e Podlen

As matrizes apicolas utilizadas, mel e poélen, foram doadas pelo Apiario do
Campus Il da Universidade Estadual da Bahia — UNEB, localizado na cidade de
Alagoinhas/BA. O apidrio da UNEB mantém o seu cultivo na fazenda sem o
uso de antimicrobianos. A matriz pélen foi moida com o auxilio de
multiprocessador e acondicionada em recipiente hermeticamente fechado. As
amostras de mel e pdlen foram identificadas, registradas e armazenadas sobre
temperatura de refrigeracdo até o momento da andlise.

Para as matrizes apicolas, na etapa de particdo com o acetato de etila
também houve a formagdo de uma massa com consisténcia de goma que
dificultou a separacéao das fases e a recuperacao do solvente extrator. Devido a
isso foram realizadas modificagdes nas etapas iniciais do método visando
melhorar a particdo. As alteragdes testadas foram adi¢gbes de diferentes
volumes de agua (de 0,5 mL a 10 mL) na massa da amostra para dissolver a
goma formada e promover a particdo entre as fases. Os testes foram

realizados até se conseguir a completa dissolugdo da goma, promovendo maior
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interacdo entre a amostra e o solvente extrator (acetato de etila), e a
recuperacao de todo o volume de acetato adicionado (duas fragdes de 20 mL).

Com isso, conseguiram-se as condicbes otimizadas para a etapa de
particao do mel e do pdlen, descritas abaixo:

Mel:

e A massa de mel pesada (10 £ 0,1 g) foi diluida em 6 mL de agua.

e Adicionar 10 g de sulfato de sddio e homogeneizou-se essa mistura.

e Adicionar a primeira fragdo de 20 mL do acetato de etila e agitagéo
em vortex por 6 min.

e Centrifugar trés vezes durante 6 min a 15 °C com 4400 rpm. Entre as
centrifugacdes quebrar a emulsdo formada com agitacdo manual
branda.

e Transferir a fase apolar (acetato de etila) para um tubo de
polipropileno de 50 mL.

e Adicionar a segunda fragdo de 20 mL de acetato de etila e repetir os
procedimentos de agitacédo e centrifugacao.

e Prosseguir 0 método de extracado a partir da secagem do acetato de
etila.

Pélen:
e Na massa de pélen pesada (10 £ 0,1 g) foram adicionados 2 mL de
agua e homogeneizada a mistura.
e Adicionar 10 g de sulfato de sédio e a primeira fragdo de 20 mL do
acetato de etila.
e Prosseguir o método de extracdo a partir da primeira agitacdo em
vortex por 6 min apos a adicao do acetato de etila.
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3.2.2. Avaliacao da seletividade nas matrizes camarao, mel e pdlen

A seletividade corresponde ao grau de interferéncia de outros compostos,
como outro analito, reagentes, impurezas e produtos de degradacdo, assim
como da matriz garantindo que o pico de resposta seja exclusivamente de um
componente simples, isto é, que nao existam interferentes (co-eluentes)
naquele tempo de retencédo (BRASIL, 2003; RIBANI et al, 2004).

Para a avaliacdo da seletividade foram realizados ensaios com as matrizes
camarao, mel e poélen isentas de CAP, para garantir que ndo existe nenhum co-
eluente no mesmo Tr do CAP.

Nesta etapa constatou-se a presenca de co-eluentes o que determinou a
necessidade de realizar modificacdes no método na tentativa de retirar e/ou
separar estes interferentes do CAP.

3.2.2.1. Camarao

Os ensaios com a matriz camarao foram realizados de acordo com método
descrito no fluxograma da figura 13. As condi¢des cromatograficas utilizadas no
CG/DCE foram: injecao de 1uL no modo splitless com liner de 2 mm e o tempo
de 0,5 min para a abertura da valvula split conforme os dados obtidos na
otimizacdo no splitless nos ensaios com padroes; a separagao foi realizada
com coluna capilar DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) sob as seguintes
condigdes de temperatura: 80 °C durante 1 min aumentando sob taxa de 30
°C/min até 230 °C permanecendo por 14 min, totalizando 20 min de corrida. O
gas de arraste utilizado foi Hélio sob um fluxo de 1 mL/min. As temperaturas do
injetor e detector foram respectivamente 280 e 320 °C. Nos ensaios com
padrdes e alguns testes com a amostra camarao foi constatado que nestas
condicées nenhum pico eluia apds 18 min de corrida, por isso o tempo total de
corrida foi reduzido diminuindo-se o tempo de permanéncia na temperatura de

230 °C de 30 para 14 min, totalizando 20 min de corrida.
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Ativacao da silica gel:
5 mL de acetonitrila
20%; 5 mL de
acetonitrila; 5 mL de
diclorometano. Secar
o cartucho com N2
por 30 min.

1
Eluir o cloranfenicol com 5 mL de acetonitrila
20% p/ tubo de centrifuga de 15mL

1 mL acetato de etila|

]
Agitar em vortex por
1 min
1
Tranferir o acetato de

etila para tubo de vidro

1
Repetir os 3 ultimos
procedimentos 2x
|

Evaporar todo o
extrato a 50 = 5°C sob
fluxo de N2

Se formar emulséao
adicionar pequena
quantidade de NaCl

100 pL hexametildisilazano :
clorotrimetilsilano : piridina

(3:1:9; VV/V)

DERIVACAO

0,5 mL ciclohexano:hexano

Aquecer em estufa a
80 °C / 15 min
1

Evaporar extrato a 50
+ 5°C sob fluxo de N2

60:40 (V/v)

Centrifugar por 3 min
com 4400 rpm a 15 °C

CROMATOGRAFIA

CG/DCE

Figura 13. Fluxograma do primeiro método utilizado para a determinagéo de residuos de

CAP na matriz camarao.
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Nestas condicbes obteve-se o cromatograma da figura 14A com a presenca
de um pico no mesmo Tr do CAP silanizado (17 min) (Figura 7). O camarao
utilizado foi cultivado sem o uso de antibibticos, logo o pico detectado no
mesmo Tr do CAP foi identificado como sendo um co-eluente. Para garantir
gue o pico do co-eluente nao foi originado do proprio método, foi realizada uma
extracdo sem a adicdo da matriz, apenas utilizando os reagentes e solventes
do procedimento. Esta andlise resultou no cromatograma da figura 14B
constatando-se que o co-elunte ndo se origina do método e sim da matriz.

200 ] (A)
Co-eluente (Tr = 17 min)
150 | \
‘:E 100 |
=

Sem co- eluente

100 |
75 |
25 |

mlnutos

mVolt

Figura 14. Cromatogramas CG/DCE obtidos pelo método descrito na figura 13: (A) Matriz
camardo com a presencga de co-eluente; (B) Extracdo sem a adicdo de amostra mostrando que

0 co-eluente é originado da matriz.

Foi avaliada a presenca de co-eluentes da matriz utilizando o CG/EM. Para
este ensaio o extrato foi concentrado de 0,5 mL para 0,1 mL e injetado no
CG/EM sob as mesmas condicdes cromatograficas do CG/DCE. A
fragmentacao das moléculas foi obtida por ionizacdo por impacto de elétrons
(do inglés, Electron Impact — El) com energia de 70 eV. O espectrémetro de
massas foi programado para varredura na faixa de 50 a 550 m/z. As
temperaturas da linha de transferéncia e fonte de ionizacdo foram,
respectivamente, 200 e 180 °C.

Nas condi¢des utilizadas na analise pelo CG/EM o Tr do CAP foi de 13,5
min (Figura 15A), a identificacdo foi confirmada pela comparacdo entre o
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espectro de massas obtido com o espectro da biblioteca NIST. Pela injecéo do
extrato concentrado do camarao foi novamente constatada a presenca do co-

eluente (Figura 15B) no mesmo Tr do CAP.

100 | (A)
75 | |
o 50 |
CAP (Tr = 13,5 min)
25 |
_ R | I
100 | | | | (B)
75 B | ] Co-eluente (Tr = 13,5 min)
_| |
%
50 | || i / |'
25 | J| AN | Y ) |
A ) ) ) ) a | | ;!I. |
'5 10 "15 '20
minutos

Figura 15. Cromatogramas obtidos pelo CG/EM: (A) Solugao padrao de 3 mg/mL do CAP
silanizado (CAP no Tr de 13,5 min); (B) Extrato concentrado da matriz camarao, destacando
presenca de co-eluente no Tr do CAP.

Para identificar qual o co-eluente do CAP foram considerados trés
parametros: primeiro, o Tr do co-eluente que foi 0 mesmo ou muito préximo ao
Tr do CAP; segundo, a comparagdo do espectro de massas obtido com os
dados da NIST; terceiro, dentre as possibilidades informadas pela NIST foi
considerado que para o co-eluente também ser detectado pelo DCE, este deve
ser eletronegativo, sendo provavelmente compostos halogenados (LANCAS,
1993; COLLINS et al, 1995; CECCHI, 2003). Com isso, foram identificados
como possiveis co-eluentes os seguintes compostos: Acido Palmitico Cloridrico
(C1gH31ClO) (Figura 16A); Acido Laurico Cloridrico (C12H2sCIO) (Figura 16B);
Miristoil Cloridrico (C14H27CIO) (Figura 16C). Com o0s possiveis co-eluentes
identificados os ensaios prosseguiram com o CG/DCE para tentar eliminar o

co-elunte.
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Figura 16. Espectros de massa dos possiveis co-eluentes do CAP para a matriz camarao:
(A) Acido Palmitico Cloridrico (C16H31CIO); (B) Acido Laurico Cloridrico (C12H23CIO); (C)
Miristoil Cloridrico (C44H»,CIO).

3.2.2.2. Mel e Podlen

Os ensaios com as matrizes apicolas foram realizados de acordo com

método descrito no fluxograma exposto na figura

17. As condicdes

cromatograficas utilizadas no CG/DCE foram a mesmas adotadas nos ensaios

com a matriz camarao no item 3.2.2.1., nas quais o Tr do CAP foi de 17 min.
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10,0 + 0,1 g de mel 10,0 £ 0,1 gde polen
moido
6 mL de 2 mL de

agtia 4| 10 g Na2SO4 anidro Ii agua

—— 120 mL acetato de etila}——

Agitar em vortex por
6 min

Centrifugar 3 vezes por 6 min com 4400 rpm Centrifugar por 6 min
a5 °C com 4400 rpm a 15 °C

Tranferir o extrato para
tubo de polipropileno
50 mL

——1 20 mL acetato de etila}———

Agitar em vortex por

EXTRACAO

6 min
Centrifugar 3 vezes por 6 min com 4400 rpm Centrifugar por 6 min
als € com 4400 rpm a 15 °C
1 1
Juntar ao extrato anterior Juntar ao extrato anterior

L 1
1
Evaporar todo o
extrato sob fluxo de N2

ab50+5 °C
5 mL diclorometano
Ativacao da silica gel:
Aplicar o extrato no 5 mL de acetonitrila
cartucho de silica gel 20%;5 mL de
ativado acetonitrila; 5 mL de

I diclorometano. Secar
Lavar 2x com 5 mL de o cartucho com N2

diclorometano por 30 min.

1
Secar o cartucho sob
fluxo de N2

1
Eluir o cloranfenicol com 5 mL de acetonitrila
20% p/ tubo de centrifuga de 15mL

1 mL acetato de etilal I

Agitar immv::]nex b Se formar emulsao

T adicionar pequena
Tranferir o acetato de quantidade de NaCl

etila para tubo de vidro

1
Repetir os 3 ultimos

procedimentos 2x
1

Evaporar todo o
extrato a 50 + 5°C sob

1(_)0, “,L fluxo de N2
hexametildisilazano : T

clorotrimetilsilano :
piridina (3:1:9; vVv/v)

1
Aquecer em estufa a
80 °C / 15min
1

DERIVACAO Evaporar extrato a 50

By + 5°C sob fluxo de N2
ciclohexano:hexano ]
60:40 (V/v) Centrifugar por 3 min
com 4400 rpm a 15 °C
1

CROMATOGRAFIA CG/DCE

Figura 17. Fluxograma do primeiro método utilizado para determinagédo de residuo de CAP
nas matrizes mel e pélen.
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As condigdes testadas resultaram nos cromatogramas da figura 18 nos
quais, assim como no camarao, foi observada a presenca de co-eluentes ao
CAP. Nos cromatogramas das matrizes apicolas nestas condigcbes a
quantidade de impurezas foi grande desestabilizando muito a linha de base.
Apo6s as corridas o DCE continuava com um sinal muito elevado devido

contaminacao pelas impurezas destas matrizes.
1,00 | Co-eluentes

HﬂN (Tr = 17 min) (A
0,75 | \

B)

(@] -,
N ©
“ 9
—_ —_

'5 10 "15 '20
minutos

Figura 18. Cromatogramas CG/DCE obtidos pelo método descrito na figura 17, ambos

apresentam a presencga de co-eluentes: (A) Matriz mel; (B) Matriz Pélen.

3.2.3. Alteracoes nas condicoes cromatograficas

Devido a deteccao de co-eluentes, foram realizadas alteracées na rampa de
temperatura da coluna do CG/DCE para tentar retirar o co-eluente do mesmo
Tr do CAP. Este estudo foi realizado com padrées de CAP silanizado (para
determinar o Tr) e com as matrizes mel e camarao. As condicdes de extracédo
para o camardo e o mel seguiram, respectivamente, os procedimentos

descritos nas figuras 13 e 17.
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As condicdes cromatograficas inicialmente adotadas foram as mesmas
utilizadas nos ensaios para a determinagdo da seletividade da amostras
camarao, mel e polen. Nestas condi¢cdes a rampa de temperatura da coluna

capilar DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) foram:

e Temperatura inicial: 80 °C /1 min
e 12taxa de aquecimento: 30 °C / min
e Temperatura final: 230 °C / 14 min

e Tempo total de corrida: 20 min

As alteracbes realizadas nas condigdes de temperatura da coluna
cromatografica para as matrizes mel e camarao para tentar separar o co-

eluente estdo descritas, respectivamente, nas tabelas 2 e 3.
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Tabela 2. Descrigao das alteracdes na rampa de temperatura da coluna cromatografica e seus respectivos resultados para a matriz mel.

Trdo Comportamento do
Alteracao da rampa Objetivo da alteracao CAP Anexo
. cromatograma
(min)
A quantidade de impurezas foi muito
grande.
e Reducgdo da 12 taxa de aquecimento Probici ior int = t f Ultrapassou a faixa linear de
para 10 °C / min. piciar malor interagao entre a fase resposta do DCE.
L . estacionéria e o analito pra obter 25,1 . ~ . i
e Temperatura final: 230 °C / 24 min. . = Houve maior separagao, porém as
. . maior separagao. . .
e Tempo total de corrida: 40 min. impurezas se espalharam muito pelo
cromatograma.
Existem co-eluentes no Tr do CAP.
e Aumento da temperatura inicial para 90
°C /1 min.
e Aumento da 12 taxa de aquecimento Concentrar as impurezas no inicio do A maior parte das impurezas se
para 30 °C / min. cromatograma para criar espaco para 10,7 concentrou até 15 min de corrida, v
¢ Aumento da temperatura final para 260 o CAP eluir separadamente. porém ainda co-eluem com o CAP.
°C /26,33 min.
e Tempo total de corrida: 33 min.
A quantidade de impurezas no mel é
e Aumento da temperatura inicial para 90 muito grande. A concentragéo de
°C /1 min. parte destas no inicio do
e Aumento da 15‘_ taxa, de aquecimento Concentrar as impurezas no inicio do cromatograma provoca uma
para 60 °C / min até 200 °C / 7 min. cromatograma para criar espaco para 19.8 elevacao muito grande do sinal da Vv

¢ Inclusdo de uma segunda taxa de
aquecimento de 5 °C / min para elevar
a temperatura a 260 °C / 18,16 min.

e Tempo total de corrida: 40 min.

o CAP eluir separadamente.

linha de base. A faixa linear de
resposta do DCE foi saturada (sinal
maior que 1V) provocando
desestabilizacao no detector,
impossibilitando a detecgao do CAP.




Tabela 3. Descrigao das alteragdes na rampa de temperatura da coluna cromatografica e seus respectivos resultados para a matriz camarao.

90

Trdo Comportamento do
Alteracao da rampa Objetivo da alteracao CAP Anexo
. cromatograma
(min)
e Aumento da temperatura inicial para 90
"C/ 1 min. Concentrar as impurezas no inicio do A mai te das i
e Aumento da 12 taxa de aquecimento P . . malor parte das Impurezas se
. cromatograma para criar uma janela concentrou até 10 min de corrida,
para 30 °C / min. d CAP elui 10,7 PO . Vi
«  Aumento da temperatura final para 260 e tempo para o eluir porém ainda existem co-eluentes no
. separadamente. mesmo Tr do CAP.
°C /13,33 min.
e Tempo total de corrida: 20 min.
e Aumento da temperatura inicial para 90 H d traco d
°C permanecendo por 1 min. ouve uma grande concentragao de
A . . picos até 20 min de corrida, os picos
e Aumento da 12 taxa de aquecimento Concentrar parte das impurezas no = L
O . o ; néo concentraram no inicio do
para 60 °C / min até 150 °C / 7 min. inicio do cromatograma e criar uma 216 i Vil
e Inclusdo de uma segunda taxa de janela de tempo para o CAP eluir ’ cromatograma.
aquecimento de 10 °C / min para separadamente. Entre 20 e 30 min sao.detecte}dos
. menos picos, porém ainda existem
elevar a temperatura a 260 °C / 20 min.
: ; co-eluentes.
e Tempo total de corrida: 40 min.
Mesmas condigdes anteriores, com as
seguintes alteragdes: _ . . :
. Criar janela de tempo acima dos 20 A separacado das impurezas obteve
e Segunda taxa de aquecimento de 5 °C . ) ) ; ~ -
/ min para elevar a temperatura a 260 minutos dgecoarrr;ddzﬁqaerr?tg CAP eluir 29,5 ulmanrpamirr](;esoll:gaor, porrﬁm 0 co- VIl
G / 29 min. p . eluente ainda esta presente.
e Tempo total de corrida: 60 min.
e Aumento da temperatura inicial para 90
°C /1 min. As impurezas ficaram mais
e Aumento da 12 taxa de aquecimento Concentrar parte das impurezas no concentradas até 15 min de corrida.
para 60 °C / min até 200 °C / 7 min. inicio do cromatograma e criar uma 198 A quantidade de impurezas acima de IX

A segunda taxa de aquecimento de 5
°C / min para elevar a temperatura a
260 °C /18 min.

Tempo total de corrida: 40 min.

janela de tempo para o CAP eluir
separadamente.

15 min foi menor que nos outros
ensaios, porém o co-eluente ainda
esta presente.
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As alteracbes na rampa de temperatura da coluna cromatografica nao
resultaram em cromatogramas sem o co-eluente no Tr do CAP. A quantidade
de impurezas é muito grande, principalmente nas matrizes apicolas, foi
constatado que para tentar separar o co-eluente seria necessario testar
alteracées o método de purificacdo por SPE (do inglés, Solid Phase Extraction,
Extracdo em Fase Sdlida) e aumentar a eficiéncia da coluna cromatografica
utilizada no CG/DCE.

3.2.4. Alteracoes na etapa de purificacao

Nos ensaios realizados com as matrizes camardao, mel e polen a fase
estacionaria que estava sendo utilizada como adsorvente na purificagcdo por
SPE era a silica gel. A silica € um polimero inorganico e sua superficie é
caracterizada pela presenca de grupos silandis (Si-OH) e Siloxanos (Si-O-Si)
(AIROLDI & FARIAS, 2000; REYNAUD, 2005; ZIEF & KISER, 2009). Os
silandis constituem o principal sitio de adsorcdo, porém apresenta alta
reatividade (REYNAUD, 2005). A desigual distribuicdo de densidade eletrdnica
nos grupos silandis, faz com que eles manifestem um comportamento de
acidos de Bronsted. Desta forma, os sitios acidos sado responsaveis pela
reatividade que ocorre na superficie da silica (AIROLDI & FARIAS, 2000). Os
silan6is podem estar na forma livre, ligados a um ou mais grupos hidroxilas ou
ainda formando pontes de hidrogénio entre dois grupos Si-OH distintos
(REYNAUD, 2005). Estes sitios acidos se distribuem aleatoriamente na
superficie da silica e dependendo da maneira como estes se encontram
dispostos, sdo denominados como vicinais, isolados ou geminais (Figura 19).
Estudos demonstram que o grupo silanol geminal € o mais reativo das espécies
de superficie (PIZZUTTI et al, 1997).

TH OH OH OH
7Si\/8|i /S|i /S|i
7 7 7 o
Silanéis vicinais Silanéis isolado Silandis geminais

Figura 19. Esquema dos tipos de grupos silandis normalmente encontrados na superficie

da silica gel.
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Para avaliar a reatividade da silica, inicialmente, foram realizados dois
ensaios com camardo utilizando para a purificagdo uma SPE com fase
estacionaria silica gel (Figura 13) e a outra com C18 (Octadecilsilano) (Figura
20) a fim de verificar se havia possivel reacdo dos componentes da matriz com
a silica gel formando maior quantidade de impurezas. A fase estacionaria C18
€ formada pela inativacdo dos sitios acidos da silica gel pela ligagcdo de uma
cadeia de 18 carbonos (ZIEF & KISER, 2009). As condi¢cdes cromatograficas
utilizadas no CG/DCE foram: injecdo de 1uL no modo splitless com liner de 2
mm e o tempo de 0,5 min para a abertura da valvula split. A separacao foi
realizada com coluna capilar DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) sob as
seguintes condicdes de temperatura: 90 °C durante 1 min aumentando sob
taxa de 60 °C/min até 200 °C permanecendo por 7 min, entdo aquecendo a 5
°C/min até 260 °C permanecendo nesta temperatura por 18 min, totalizando 40
min de corrida. O gas de arraste utilizado foi Hélio sob um fluxo de 1 mL/min.
As temperaturas do injetor e detector foram respectivamente 280 e 320 °C. Os
resultados destes ensaios podem ser observados na figura 21.

5 mL cloreto de
sodio 4%

[ 10 mL hexano |

Agitar 5 min em vortex

1
Retirar e descartar a
fase de hexano

1
Repetir 2x a lavagem
com hexano

1
Aplicar o extrato Ativacao: 5 mL de

aquoso em cartucho metanol; 5 mL de
C18 ativado cloroférmio; 5 mL de
1 metanol; 10 mL agua
Lavar 2x com 1 mL de MilliQ

agua MilliQ
1

Lavar com 2 mL de
metanol : agua (20:80,
V/V)

I
Eluir o cloranfenicol ¢/ 2x 1,5 mL de
acetonitrila p/ tubo de vidro

T

Figura 20. Fluxograma da etapa de purificagdo do método alterada (inclusdo de lavagem

com hexano e da purificagdo SPE C18).
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21. Cromatogramas CG/DCE do extrato da matriz camardo purificados por dois
pos de cartuchos SPE: (A) Purificagédo por SPE com Silica Gel; (B) Purificagao por
18.

Pela analise dos resultados obtidos observa-se que existem diferencas na

composicao dos extratos obtidos pelas duas colunas SPE na purificacdo. O

cromatograma resultante da purificacdo com silica gel apresenta mais

impurezas do que o cromatograma obtido pela purificacdo com C18. Esta

diferenca

a.

pode ter ocorrido por trés motivos:

A silica gel pode ter catalisado reagcbes na coluna SPE o que
provocou a formagdo de novos componentes, culminando em um
cromatograma com mais impurezas.

A diferencga entre a composicao dos cromatogramas pode ser devido
a diferenca entre os mecanismos de separacdo e de polaridade
entre as colunas SPE de silica gel e C18. A coluna SPE de silica gel
tem uma caracteristica mais polar e atua pelo mecanismo da
adsorcao, por outro lado a coluna SPE de C18 é apolar e atua pelo
mecanismo da particdo (ZIEF & KISER, 2009). Portanto, cada
coluna retém compostos quimicos de caracteristicas distintas.

A inclusao da etapa de lavagem com hexano prévia a purificacdo na
coluna C18 pode ter reduzido o numero de impurezas.
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Os compostos identificados pela interpretacdo dos espectros de massas
obtidos pelo CG/EM mostram que os co-eluentes do CAP na extracao do
camarao, sao acidos graxos clorados (Figura 16). A maioria dos métodos
existentes para a determinacdo de residuos de CAP em diversas matrizes
exige a extracdo da parte lipidica da amostras com solventes organicos
apolares e também com a etapa de purificacdo com SPE (SIQUEIRA, 2007). O
processo de extracdo com solventes geralmente é realizado utilizando-se
hexano, cloroférmio e/ou heptano (HORMAZABAL & YNDESTAD, 2001;
RONNING et al; 2006; SIQUEIRA, 2007; RODZIEWICZ & ZAWADZKA, 2008).
Esta etapa é crucial, pois a presenca de gorduras pode diminuir a eficiéncia do
processo de purificacdo na SPE. Diversas composi¢des de fases solidas sao
utilizadas para a purificacdo de extratos nos métodos para determinagdo de
CAP em alimentos (SIQUEIRA, 2007). A fase sélida que estava sendo usada
para a extracdo do camardo foi silica e ndo foi utilizada nenhuma etapa de
lavagem com solventes organicos apolares. Devido a isto, o método de
extracdo foi alterado (Figura 20) inserindo a etapa de particdo com hexano e a
SPE com C18. Nesta nova condi¢cao adotada foram obtidos os cromatogramas
da figura 22.

100 | A)
_ CAP (Tr = 19,8 min)

75 \

50 |

mVolt

25

1A
|

100 |

(B)
75 |

50 |

mVolt

Co-eluente (Tr = 19,8 min)
25 | w e

g WMMMW

"o 20

—
30 'ao

Figura 22. Cromatogramas CG/DCE: (A) Solucao padrdo de CAP silanizado de 15 ug/L;
(B) Cromatograma da matriz camardo obtido pelo método de extragdo com inclusdo de

lavagem com hexano e da purificagdo SPE C18 (Figura 20).
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Com este resultado observa-se que a quantidade de impurezas reduziu,
porém o co-eluente ainda estd presente no Tr do CAP (19,8 min), mostrando
que as alteracdes realizadas na etapa de purificacdo reduziram as impurezas,
porém nao conseguiram retirar o co-eluente para a matriz camarao.

Considerando-se as modificacdes do método na etapa de purificagdo foi
realizado um novo ensaio com as matrizes mel e pélen, seguindo as condicoes
descritas na figura 20. As condicoes cromatograficas utilizadas foram as
mesmas adotadas no ensaio com camarao. Nesta nova condi¢do adotada foi
obtido o cromatograma da figura 23.

1,00 | (A)

0,75 | Co-eluentes (Tr = 19,8 min)
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Volts

o2 LU e N

0,75 |
® _
S 0,50
=

0,25 | L L\JMM

-4 )
"0 U20 '30 'a0
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Figura 23. Cromatogramas CG/DCE obtidos pelo método de extragdo com incluséo de
lavagem com hexano e da purificacdo SPE C18 para as matizes apicolas (Figura 20): (A)

Matriz mel; (B) Matriz Pélen.

Com este resultado observa-se que a quantidade de impurezas nas
matrizes apicolas também reduziu, assim como aconteceu com o0 camarao
(Figura 22), porém esta reducao foi em menor intensidade. As impurezas ainda
ultrapassam a faixa linear de respostas do DCE, assim como aconteceu com o
método com purificacdo por SPE com silica gel. A linha de base ficou muito
elevada devido a desestabilizacdo do DCE pela concentracdo elevada de
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impurezas. Isto impossibilitou a obtencdo da seletividade nas condicdes
testadas.

Como a purificagdo com SPE C18 resultou em cromatogramas com menos
impurezas, este procedimento foi adotado para os ensaios seguintes.

3.2.5. Duas colunas DB1 e juncao das duas SPEs

3.2.5.1. Alteracao no comprimento da coluna capilar DB1

A eficiéncia de uma coluna cromatografica é a capacidade que esta possui
em eluir o analito (pico) com o minimo de dispersdo. A eficiéncia de uma
coluna cromatografica € medida pelo nimero de pratos teéricos (N) gerados
nas condicées utilizadas. Um prato teérico é definido como sendo um equilibrio
de distribuicdo do soluto entre as duas fases do sistema cromatografico (Fase
mével e fase estacionaria). Quanto mais pratos tedricos, maior sera a eficiéncia
e, portanto, melhor a separagdo com menor dispersdo do analito. Diversos
fatores podem afetar o niumero de pratos tedéricos gerados dentre os quais:
tempo de retencao, comprimento da coluna, temperatura da coluna, velocidade
da fase mével, dentre outros (LANCAS, 1993; COLLINS et al, 1995; AQUINO &
NUNES, 20083).

A dispersao de um pico refere-se ao alargamento de sua base. Um analito
disperso em um sistema cromatografico forma um pico que perde tamanho em
altura e ganha em largura de sua base. A largura da base de um pico é
inversamente proporcional a resolucdo do cromatograma. Por sua vez, a
resolucdo mede o grau de separacao entre dois picos consecutivos (LANCAS,
1993; AQUINO & NUNES, 2003). Portanto, o grau de separagao entre picos
(resolucao) em uma analise cromatografica esta diretamente relacionado com a
eficiéncia da coluna.

Devido a presenca de co-eluentes nos ensaios realizados com as matrizes
foram conectadas duas colunas DB1 de 30 m cada, totalizando 60 m de
coluna. O aumento do comprimento da coluna cromatografica foi realizado
buscando aumentar a eficiéncia e, consequentemente obter uma melhor
separacao dos compostos presentes no cromatograma na tentativa de obter a
separacao entre o CAP e o co-eluente.
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O ensaio para avaliar a separagdao com os 60 m de coluna foi realizado
utilizando a matriz camarao devido esta ter apresentado menor quantidade de
impurezas em relacdo as matrizes apicolas. O método de extracao (Figura 20)
e as condicdes cromatograficas utilizadas foram as mesmas adotadas no
ensaio descrito no item 3.2.4., a Unica alteracéo foi o tempo e permanéncia da
coluna na temperatura final que foi alterada de 18 para 58 min, totalizando 80

min de corrida. Os resultados obtidos neste ensaio estdo expostos na figura 24.

40 (A)

307 CAP (Tr = 34,9 min)

207

mVolt

(B)

Co-eluente
(Tr = 34,9 min)

mVolt
N
°

'20 'ao "60 'so
minutos

Figura 24. Cromatogramas CG/DCE utilizando 60 m de coluna DB1: (A) Solugdo padrao

de CAP silanizado; (B) Matriz camarao.

Avaliando-se o0s dados obtidos constatou-se que ha uma reducdo da
quantidade de picos proximos ao Tr do CAP, porém o co-eluente ainda
permanece presente no cromatograma. Devido a isto, foram modificadas as
condigcbes da rampa de temperatura da coluna para propiciar uma maior
interacdo entre os componentes da amostra e a coluna cromatogréfica. A nova
rampa de temperatura da coluna adotada foi 90 °C durante 1 min aumentando
sob taxa de 60 °C/min até 200 °C permanecendo por 7 min, aquecendo a 5
°C/min até 230 °C permanecendo por 3 min e entdo aquecendo a 5 °C/min até
260 °C permanecendo nesta temperatura por 65,17 min, totalizando 90 min de
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corrida. Nesta nova condicao foram injetados novamente uma solugcéo padrao

e o0 extrato do camardo para avaliar a existéncia de co-eluentes (Figura 25).

40
| (A)
30 CAP (Tr = 36,6 min)
2 20— \
=
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a0 ||
(B)
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£ 20
=
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10 (Tr = 36,6 min)
"15 '30 'as5 ' 60 '75 '90
minutos

Figura 25. Cromatogramas CG/DCE utilizando 60 m de coluna DB1 e modificagdes na

rampa de temperatura: (A) Solucéo padrao de CAP silanizado; (B) Matriz camaréo.

Os resultados obtidos pelo ensaio realizado na nova rampa de temperatura
nao foram eficazes para separar o co-eluente do CAP. Devido a isto, os
ensaios prosseguiram com alteracdes na purificacdo por SPE para tentar
reduzir 0o numero de impurezas, inclusive o co-eluente. As condigdes
cromatograficas com a nova rampa de temperatura definidas neste ensaio

foram utilizadas nos ensaios seguintes.
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3.2.5.2. Purificacdo com juncao das duas colunas SPE (Silica
gel e C18)

As diferencas obtidas no ensaio comparando a purificacdo com SPE de
silica gel e de C18 descrito no item 3.2.4. (Figura 21) podem ter ocorrido devido
a diferenca entre os mecanismos de separacao e de polaridade entre as
diferentes colunas SPE, e ndo somente pela reatividade da silica gel.

Dentre os modos de separacédo que a SPE pode atuar dois destes sao os
mais aplicados:

1. SPE de Fase Normal: consiste num sistema onde a fase sélida e
mais polar que a fase liquida (Ex.: SPE com Silica gel) (AQUINO &
NUNES, 2003).

2. SPE de Fase Reversa: consiste no sistema onde a fase sélida é
menos polar que a fase liquida (Ex.: SPE com C18) (AQUINO &
NUNES, 20083).

A técnica de SPE por fase reversa é utilizada quando as impurezas sao
mais polares que o analito, pois as impurezas mais polares sao eliminadas. A
SPE de fase normal funciona de modo inverso, as impurezas mais apolares
sdo eliminadas (AQUINO & NUNES, 2003; ZIEF & KISER, 2009). Isto pode
justificar as diferencas obtidas no ensaio comparativo da purificacdo com SPE
de silica gel e de C18. Devido a isto foram realizados ensaios associando as
duas técnicas de SPE por fase normal e por fase reversa em uma mesma
purificagao para verificar se obtinha cromatogramas com menos impurezas.

O primeiro ensaio foi realizado com a matriz camardo seguindo as
condi¢des de purificacdo descritas na figura 26. Este ensaio utilizou primeiro a
purificacdo por SPE com C18 e sequencialmente com a silica gel. As
condi¢cbes cromatogréficas utilizadas foram as definidas no item 3.2.5.1.. Os
resultados obtidos estdo demonstrados na figura 27A.
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| 5 mL cloreto de sédio 4%  |———

[ 10 mL hexano |

Agitar 5 min em vortex

I
Retirar e descartar a fase de hexano

1
Repetir 2x a lavagem com hexano Ativacao: 5 mL de
1 metanol; 5 mL de
cloroférmio; 5 mL
de metanol; 10 mL
Lavar 2x com 1 mL de agua MilliQ agua MilliQ

Aplicar o extrato aquoso em cartucho C18
ativado
1

I
Lavar com 2 mL de metanol : agua
(20:80, V/v)

1
Eluir o cloranfenicol ¢/ 2x 1,5 mL de
acetonitrila p/ tubo de vidro

1
Evaporar todo o extrato a 50 + 5 °C sob fluxo de N2

[ 5 mL diclorometano |

Ativacao da silica

1
Aplicar o extrato em cartucho de silica gel:5 mL de

ativado acetonitrila 20 %; 5
1 itrila -
Lavar 2x com 5 mL de diclorometano (UG s

T 5 mL de

Secar o cartucho sob fluxo de N2 diclorometano.

- - 1 — m N

Eluir o cloranfenicol ¢/ de acetonitrila 20 % Secar?:(:)omin 2 por

p/ tubo de centrifuga de 15 mL
T

[1 mL acetato de etila}

Se formar emulsao
adicionar NaCl

1
Agitar 1 min em vortex
1

Tranferir o acetato de etila para tubo de vidro

1
Repetir 2x os ultimos 3 procedimentos
T

Figura 26. Fluxograma da etapa de purificacdo do método alterada (purificacdo por duas

colunas SPE, respectivamente, C18 e silica gel).

Co-eluente (Tr = 36,6 min)

100
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minutos

Figura 27. Cromatogramas CG/DCE comparando métodos com etapas de purificagdo em
duas condi¢des diferentes para a matriz camarao: (A) Purificagdo por duas colunas SPE,

respectivamente, C18 e silica gel; (B) Purificacdo apenas por SPE C18.
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A figura 27 mostra o cromatograma obtido com a purificacdo pelas duas
colunas de SPE comparado com o cromatograma de um extrato de camarao
purificacdo apenas pela SPE C18. Nesta comparacédo pode-se observar que a
associagao das duas colunas de SPE reduziu a quantidade de impurezas no
cromatograma.  Entretanto, considerando que nestas  condigcbes
cromatograficas o Tr do CAP é de 36,62 min, nota-se que o co-eluente ainda
esta presente.

Foi avaliado também outro ensaio com a matriz camarao utilizando primeiro
a purificacao por SPE com silica gel e em segundo com C18 (Figura 28). As
condi¢cbes cromatograficas utilizadas foram as mesmas do ensaio anterior. Os

resultados obtidos estdo demonstrados na figura 29.

[ 5 mL diclorometano |} !
Aplicar o extrato em cartucho de silica Ativacao da silica gel:
ativado 5 mL de acetonitrila
20 %;5 mL de
T acetonitrila; 5 mL de
Secar o cartucho sob fluxo de N2 diclorometano. Secar
com N2 por 30 min.

]
Lavar 2x com 5 mL de diclorometano

1
Eluir o cloranfenicol ¢/ de acetonitrila 20 %
p/ tubo de centrifuga de 15 mL
]

[1 mL acetato de etila]

1
Agitar 1 min em vortex

T Se formar emulsao
Tranferir o acetato de etila para tubo de adicionar NaCl
polipropileno de 15 mL
1

Repetir 2x os ultimos 3 procedimentos

1
Evaporar todo o extrato a 50 + 5 °C sob fluxo de N2

[ 5 mL cloreto de sédio 4%  |——

[ 10mL hexano |}

Agitar 5 min em vortex

1
Retirar e descartar a fase de hexano

1
Repetir 2x a lavagem com hexano Ativacao:5 mL de
metanol; 5 mL de
cloroférmio; 5 mL de
T metanol; 10 mL agua
Lavar 2x com 1 mL de agua MilliQ MilliQ

I
Aplicar o extrato aquoso em cartucho C18
ativado

1
Lavar com 2 mL de metanol : agua
(20:80, V/v)
|

Eluir o cloranfenicol ¢/ 2x 1,5 mL de
acetonitrila p/ tubo de vidro
T

Figura 28. Fluxograma da etapa de purificacdo do método alterada (purificagdo por duas

colunas SPE, respectivamente, silica gel e C18).
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Figura 29. Cromatogramas CG/DCE comparando métodos com etapas de purificagdo em
duas condigbes diferentes para a matriz camardo: (A) Purificagdo por duas colunas SPE,
respectivamente, silica gel e C18; (B) Purificagdo por duas colunas SPE, respectivamente,

C18 e silica gel.

Comparando o cromatograma obtido com o cromatograma do método que
associou as técnicas de SPE utilizando primeiro C18 e em segundo a silica gel,
pode-se observar que o perfil dos cromatogramas foi muito semelhante,
variando apenas a concentracdo de algumas impurezas. Também pode ser
observado que o co-eluente (Tr = 36,62 min) ainda estda presente. Isso
demonstra que a ordem em que as técnicas de SPE foram aplicadas nao
influenciou o resultado. Devido a isto, para as matrizes mel e pélen somente foi
somente avaliado o ensaio com purificacao por SPE com silica gel seguida da
SPE com C18. Os resultados deste ensaio com as matrizes apicolas podem

ser observados na figura 30.
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Figura 30. Cromatogramas CG/DCE obtidos pelo método com purificagdo feita por duas

colunas SPE, respectivamente, silica gel e C18. (A) Matriz mel; (B) Matriz pélen.

Os resultados dos ensaios com purificacdo com duas colunas SPE para mel
e pdélen, assim como todos os outros ensaios realizados com essas matrizes
demonstraram uma quantidade muito grande de impurezas. As alteracdes
adotadas na tentativa de purificar os extratos foram ineficazes, com isso
sempre ocorreram co-eluentes ao CAP.

As abelhas operarias fazem em média de 10 viagens por dia para explorar
aproximadamente 7 km? nas areas que cercam seu habitat, recolhendo o
néctar, a agua e o podlen das flores. Durante este processo, diversos
microorganismos, produtos quimicos e particulas suspensas no ar sao
interceptados pelas abelhas e ficam retidos nos pélos superficiais do seu corpo
ou sao inalados e unidos em seu aparelho respiratério. Devido a estes fatores,
as abelhas podem ser usadas como bioindicadores para monitoramento de
impacto ambiental causado por fatores bioldgicos, quimicos e fisicos, tais
como: parasitas, residuos industriais ou pesticidas (WINSTON, 1987;
EUROPEAN COMMUNITY, 1990; BOGDANOQV, 2005; RISSATO et al, 2006). A

grande quantidade de impurezas observadas em todos os cromatogramas das
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matrizes apicolas pode ser devido a esta caracteristica das abelhas. Por
exemplo, os residuos de pesticidas halogenados bio-acumulados pelas abelhas
no mel e no pdélen, podem ser detectados facilmente pelo DCE (LANCAS,
1993; COLLINS et al, 1995; AQUINO & NUNES, 2003), culminando em um
grande numero de impurezas nos cromatogramas. Devido a isto foram

interrompidos 0s ensaios com as matrizes apicolas.

3.2.6. Outras matrizes

Como nos ensaios com as matrizes camardo, mel e pélen ndo foram
possiveis obter as seletividades do método devido a presencga de co-eluentes,
foram testadas extragcdbes com outras matrizes a fim de avaliar a seletividade.
As novas matrizes avaliadas foram: carnes de avestruz (coxa), tilapias (filé),
carneiro (pernil), bode (pernil) e leite caprino. Estas matrizes foram escolhidas
devido nao terem sido encontrados métodos para a determinacao de residuos
de CAP para as mesmas.

3.2.6.1. Aquisicao e processamento

As amostras de coxa de avestruz, filé de tilapia, pernil caprino, pernil ovino
e leite caprino UHT foram adquiridas em supermercados do municipio de
Salvador/BA. Todas as amostras inicialmente foram identificadas e registradas.

As tilapias foram filetadas e, assim como as amostras de avestruz, carneiro
e bode, foram moidas com o auxilio de um multiprocessador de alimentos e
acondicionadas em recipiente de vidro, devidamente rotulado, hermeticamente
fechado e, por fim, armazenadas a — 18 °C até o momento das analises. As
amostras de leite caprino ndo necessitaram de nenhum processamento, sendo
armazenadas na embalagem original sob temperatura de resfriamento até o

momento da analise.

3.2.6.2. Método de extracao e condicoes cromatograficas

A metodologia de analise e as condicdes cromatograficas para as novas
matrizes foram selecionadas a partir dos resultados obtidos nos ensaios
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anteriores realizados com padrdes e com as matrizes camarao, mel e poélen.
Foram adotadas para as novas matrizes as condicdes descritas na figura 20
que utiliza lavagens com hexano e a purificacdo por SPE com C18. As
condicbes cromatograficas adotadas no CG/DCE foram: injecdao de 1uL no
modo splitless com liner de 2 mm e o tempo de 0,5 min para a abertura da
valvula split. A separacado foi realizada com duas colunas capilares DB-1
conectadas sob as seguintes condi¢coes de temperatura: 90 °C durante 1 min
aumentando sob taxa de 60 °C/min até 200 °C permanecendo por 7 min,
aquecendo a 5 °C/min até 230 °C permanecendo por 3 min e entdo aquecendo
a 5 °C/min até 260 °C permanecendo nesta temperatura por 35,17 min,
totalizando 60 min de corrida. O gas de arraste utilizado foi Hélio a 1 mL/min.
As temperaturas do injetor e detector foram respectivamente 280 e 320 °C.
Nestas condi¢gdes o Tr do CAP ja foi definido como sendo 36,6 min (Figura
25A).

3.2.6.3. Avestruz e Tilapia

Os resultados obtidos com os ensaios com as matrizes de carnes de
avestruz e de tildpia estdo demonstrados na figura 31.

N Co-eluente (A)
60 (Tr = 36,6 min)
a5 ;.
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z 30
15 |
T

10 20 '30
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Figura 31. Cromatogramas CG/DCE obtidos pelo método com purificagdo feita por

lavagens com hexano e SPE com C18, nas matrizes: (A) Matriz avestruz; (B) Matriz tilapia.
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Pela analise dos cromatogramas obtidos (Figura 31) observa-se que no Tr
do CAP para esta condicdo cromatografica existem co-eluentes. Porém,
comparando o cromatograma das matrizes avestruz e tilapia com o obtido para
a matriz camardao (Figura 25B) pode ser observado que a quantidade de

impurezas no cromatograma das carnes de avestruz e de tilapia é muito menor.

3.2.6.4. Carnes caprinas e ovinas e leite caprino

Os resultados obtidos pelas extragcbes com as matrizes de carnes caprinas

e ovinas, e leite caprino estao expostos na figura 32.
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Figura 32. Cromatogramas CG/DCE obtidos pelo método com purificagdo feita por
lavagens com hexano e SPE com C18, nas matrizes: (A) Carne ovina; (B) Carne caprina; (C)
Leite caprino.
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Avaliando-se os dados obtidos para estas matrizes constata-se que os
cromatogramas também apresentam menos impurezas quando comparados
com o cromatograma do camardo (Figura 25B). No Tr do CAP nao ha co-
eluentes, com isso foi possivel obter a seletividade do método utilizando
purificacdo por lavagens com hexano e SPE com C18 e utilizando 60 m de
coluna DB1.

3.3. Método otimizado

Com os resultados obtidos nos ensaios realizados com padrées e com as
diferentes matrizes foi possivel obter condicoes otimizadas de extracao,
purificacdo, derivagdo e das condicdes de separacdo cromatografica para
determinar residuos de CAP nas matrizes: carnes caprina, ovinas e no leite

caprino. Todas as condi¢Oes otimizadas estao expostas na figura 33.
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10,020,1gde
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Agitar em vortex por 6 min

I
Centrifugar por 6 min com 4400 rpm a 15 °C
I
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Agitar em vortex por 6 min

|
Centrifugar por 6 min com 4400 rpm a 15 °C
|
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|
Evaporar todo o extrato sob fluxo de N2a 50 £ 5 <C

[ 5mL cloreto de sodio 4%  |—————
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Agitar 5 min em vortex

|
Retirar e descartar a fase de hexano

|
Repetir 2x a lavagem com hexano

I
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aquoso em cartucho metanol;5 mL de
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L metanol; 10 mL agua
Lavar ?x com 1 mL de MilliQ
dgua MilliQ
|
Lavar com 2 mL de metanol : 4gua
(20:80, vv)
|
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“ I
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Temperatura do injetor: 280 °C EBUTER L] (S U2 0l 7129 “.m)
Modo de injecdo: spiliess Rampa de temperatura: 90 °C/ 1 min
Volume del i:'e ':710' 1 aumentando 60 °C/min até 200 °C / 7 min,
Liner: 21 mgm A aquecendo 5 °G/min até 230 °C/ 3 min e
' entdo aquecendo 5 C/min até 260 °C /
Tempo para abertura da ) .
, . . 35,17 min. Tempo total da corrida: 60
valvula split: 0,5 min _
min
Gasde arraste: He T:‘:::?;:LESEO
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Identificacdo por comparacéo de tempo
CROMATOGRAFIA

de retencao (Tr)

Figura 33. Fluxograma do método completo otimizado para a determinacao de residuos de

CAP em carnes caprina e ovina, e leite caprino.
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4. CONCLUSOES

Por meio dos ensaios realizados com solugcdes padroes de CAP silanizado
foi possivel determinar que as condi¢cdes de silanizacdo e de splitless para
obter maior sensibilidade do CG/DCE devem ser: utilizar o CAP liofilizado e em
condi¢des de baixa umidade para silanizacdo durante 15 min a 80 °C; e usar o
splitless com um liner de 2 mm e com a abertura da valvula split em 0,5 min.
Através dos estudos com as matrizes foi possivel determinar o melhor método
de extracdo e purificacdo a ser adotado e otimizar a eficiéncia da separacao
cromatografica por meio de alteragcbes no comprimento da coluna e nas
temperaturas de analise. Foi definido que a melhor condi¢cdo de purificagao foi
obtida por lavagens com hexano e limpeza com SPE-C18, e deve-se utilizar
uma coluna DB1 com 60 m para obter maior eficiéncia na separacao
cromatografica. Pelos ensaios com as diferentes matrizes alimenticias foi
possivel determinar para quais destas sao aplicaveis as condicdes otimizadas.
As condicbes otimizadas ndao sao indicadas para as matrizes apicolas,
camarao, carnes de avestruz e de tilapia devido a presencga de co-eluentes nas
condicOes avaliadas. As matrizes pernil caprino, pernil ovino e leite caprino sao
indicadas para o desenvolvimento de estudos de validagdo do método
aplicando as condicdes otimizadas para determinar residuos de CAP.
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RESUMO

A presenca de residuos de cloranfenicol (CAP) em leite caprino pode causar
efeitos toxicos na populagdo. O presente trabalho consistiu na otimizagao e
validacdo de uma metodologia analitica para a determinacédo de residuos de
CAP em leite de cabra por CG/DCE. A extragéo foi feita com acetato de etila e
a purificagdo do extrato foi realizada por lavagens com hexano e com SPE-
C18. A identificacao foi obtida por comparagdo de tempo de retencéo e por
CG/EM, e a quantificacdo foi realizada por padronizagdo externa. O método foi
seletivo, linear (R? = 0,998), preciso (%RSD = 5,8 - 13,4), exato (Recuperacéo
de 69,87 - 73,71%) e robusto. Os limites de deteccdo e de quantificacao do
método foram, respectivamente, 0,030 e 0,100 pg/kg. O método foi eficiente
para a determinacao de residuos de CAP em leite caprino.

Palavras-chave: residuos de cloranfenicol, leite caprino, CG/DCE.
ABSTRACT

OPTIMIZATION AND IN-HOUSE VALIDATION OF METHOD FOR
DETERMINATION OF CHLORAMPHENICOL RESIDUES IN GOAT MILK BY
GC/ECD

The presence of chloramphenicol residues in goat milk can cause toxics effects
in the population. The present work consisted of the optimization and validation
of analytical methodology for determination of chloramphenicol residues in goat
milk by GC/ECD. The extraction was made with ethyl acetate and the clean-up
with hexane washes and with SPE-C18 cleaning. The identification was made
by comparison of retention time and GC/MS, and the quantification by external
standard. The method was selective, linear (0.998), precise (5.8-13.4%), exact
(69.87-73.71%) and robust. The LOD and LOQ of method were 0.030 and
0.100pg/kg, respectively. The method was efficiently for analysis of

chloramphenicol in goat milk.

Keywords: chloramphenicol residues; goat milk; GC/ECD.
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1. INTRODUCAO

Os antibiéticos e outros medicamentos administrados aos animais por via
oral, injetados, ou adicionados aos alimentos caracterizam perigos
relacionados ao risco de enfermidades de origem alimentar aos humanos
(ANVISA, 2003; EUROPEAN COMMISSION, 2003). A monitoracao de residuos
de antibiéticos em alimentos é uma area de preocupacao crescente devido ao
seu potencial impacto a saude humana (GATICA & GESCHE, 2007).

Na pratica veterinaria e/ou durante processamento, cloranfenicol (CAP)
pode ser utilizado como antibiético contra bactérias infecciosas devido a seu
amplo espectro de acdo e baixo custo (Figura 1) (KEUKENS et al, 1986;
AKHTAR et al, 1995; NEUHAUS et al, 2002). Em humanos, CAP a uma
concentracdo plasmatica de 25 ug/mL, j4 possui uma agao téxica, induzindo
aplasia medular, e, a depender do nivel e tempo de exposicdo pode culminar
em um quadro de anemia aplasica (WHO, 2004; MEDSCAPE, 2008). A
inducdo de resisténcia bacteriana caracteriza mais um risco ao ser humano
(TENDENCIA & PENA, 2001; SANTOS et al, 2007).

CHCl,

O,N
Figura1. Estrutura quimica do CAP.

A comprovada presenca de residuos de antibidticos no leite torna
necessaria a existéncia de regulamentacées e métodos analiticos para
controlar esta pratica (VASIL, 1999; OMBUI et al, 2000; SCHLEGELOVA et al,
2002; SHITANDI & STERNESJO, 2004). Em 2007 foram isoladas de amostras
de leite do Rio de Janeiro diversas espécies de enterococos (E. faecalis, E.
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casseliflavus, E. faccium, E. gallinamm, E. durans e E. gilvus) multiresistentes a
antimicrobianos (FRACALANZZA et al, 2007).

Relatos semelhantes foram determinantes para proibir o uso de CAP em
animais que sao destinados ou que geram produtos para a alimentacéo
humana em muitos paises (ALOMIRAH et al, 2007). Na UE, EUA e Canada o
uso de CAP nao é autorizado. A Organizacdao Mundial da Saude também
preconiza a nao utilizacado (WHO, 2004). Para o cloranfenicol os limites
maximos de residuos (LMR) estabelecidos para UE, EUA e Brasil € zero (FDA,
1997; BRASIL, 1998; COMMISSION REGULATION, 1998; SANTOS &
RAMOS, 2006).

No Brasil, a Portaria 448/98 do MAPA proibe o uso de CAP em animais
destinados a alimentacao humana (BRASIL, 1998). Em 2003, a ANVISA (RDC
n° 253) criou o Programa Nacional de Analise de Residuos de Medicamentos
Veterinarios em Alimentos Expostos ao Consumo (PAMVet) que visa avaliar o
potencial de exposicdo do consumidor a residuos de medicamentos
veterinarios pela ingestdo de alimentos de origem animal (BRASIL, 1998;
ANVISA, 2003; BRASIL, 2003b).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) o rebanho
nacional de caprinos em 2007 foi estimado em mais que 9 milhdes de cabecas.
Neste contexto a Bahia destaca-se ocupando o primeiro lugar seguido do
Pernambuco e Piaui (IBGE, 2007).

A produgéo brasileira de leite de cabra alcanga 137 mil toneladas (FAO,
2007). Este tem sido recomendado para criancas, pessoas idosas e
convalescentes, devido ao alto valor nutricional, boa digestibilidade e baixo
potencial alergénico (RIBEIRO & RIBEIRO, 2001). Estas recomendacdes
evidenciam a necessidade de um monitoramento dos residuos de CAP, assim
como o desenvolvimento de métodos eficazes para a determinacdo deste
residuo na matriz.

Uma grande variedade de estratégias analiticas para extragcdo e
determinacdo de residuo de CAP de matrizes alimenticias tem sido
recentemente empregada. O nivel de residuo aceito esta diretamente
relacionado ao limite de deteccdo do método (GATICA & GESCHE, 2007).
Métodos que utilizam a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de ultravioleta (CLAE/UV) detectam niveis de até 4,0 ug/kg (LONG et
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al, 1990; MORETTI et al, 1992; LEE et al, 2007; SHI et al, 2007). Por
cromatografia gasosa (CG) detectam-se niveis menores de 1,0 ug/kg
(PFENNING et al, 1998; SNIEGOCKI et al, 2006). Métodos que associam a
CLAE com a técnica de espectrometria de massa-massa em Tandem
(CL/IEM/EM) detectam valores de até 0,02 ug/kg (SORENSEN et al, 2003;
STOREY et al, 2003; SNIEGOCKI et al, 2007).

Os métodos existentes para a analise de residuo de CAP em leite tém sido
desenvolvidos para leite bovino (GAUDIN & MARIS, 2001; HORMAZABAL &
YNDESTAD, 2001; AGUI et al, 2002; ALTHAUS et al, 2002; ALTHAUS et al,
2003; RAMIREZ et al, 2003; FERGUSON et al, 2005; LIN et al, 2005;
SCORTICHINI et al, 2005; CHAI et al, 2006; PEZZA et al, 2006; SONG et al,
2007), nao sendo validados para leite caprino. Portanto, o objetivo do presente
estudo foi otimizar e validar, no nivel intralaboratorial, a determinagdo do
residuo de CAP em leite de cabra, utilizando a técnica de cromatografia gasosa
com deteccao por captura de elétrons (CG/DCE).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Reagentes e Solventes

O padrao de CAP utilizado foi obtido da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO 63103
USA). O acetato de etila, hexano e ciclohexano (Mallinckrodt Chemicals, USA)
e metanol, acetonitrila e cloroférmio (Mallinkrodt Baker, Mexico) utilizados,
foram grau pesticida. O cloreto de sodio (QUIMEX, Brasil) e o sulfato de sodio
(VETEC, Brasil) utilizados foram grau p.a.. A agua foi purificada usando um
sistema Milli-Q (Millipore, USA). Os cartuchos de SPE-C18 de 500 mg foram
adquiridos da J. T. Baker.
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2.2. Equipamentos Cromatograficos

Foram utilizados um cromatdgrafo gasoso CP3800 Varian (CG-DCE) com
software StarWorkstation versdo 6.41; um cromatografo gasoso Clarus 500
PerkinElmer (CG-EM) com software TurboMass versédo 4.5.0 e biblioteca NIST
98, e injetores split/splitless.

2.3. Aquisicao de Amostras

Para a otimizacéo e validacao da metodologia, foram utilizadas amostras de
leite de cabra UHT adquiridas em supermercados de Salvador/BA. As amostras
foram identificadas, registradas e armazenadas a -18 °C até o momento da
andlise, conforme descrito pelo MERCOSUL e Codex Alimentarius (CODEX
ALIMENTARIUS, 1993; MERCOSUL, 1994).

2.4. Solucoes de CAP

A solugcdo padrao estoque foi preparada pela derivagdo de 1,5 mg do
padrao de CAP liofilizado (24 h) com 0,5 mL do reagente Sigma SIL-A
(trimetilclorosilano : hexametildisilazano : piridina; 1:3:9; v/v/v) em vial ambar
previamente seco em estufa e mantido em dessecador com silica ativada. A
reacao se processou por 15 min a 80 °C em estufa. O extrato de CAP derivado
foi seco com fluxo de N e diluido com 1,5 mL de ciclohexano:hexano (60:40;
v/v) obtendo-se uma solucao de 1000 mg/L de CAP silanizado. A partir da
diluicdo desta solugao obteve-se uma solucao intermediaria de 50 ug/L. Por
diluicbes sucessivas desta solu¢cdo com ciclohexano:hexano (60:40; v/v)
obteve-se as solucdes padrbes nas concentragdes de 0,3125; 0,625; 1,25; 2,5
e 5,0 pg/L.

A solucéo de fortificacdo para os ensaios de recuperacao foi preparada pela
diluicdo do padrdo de CAP néo silanizado em metanol na concentracao de 0,15
Mg/mL.

As solucdes foram acondicionadas em frasco de vidro &mbar, mantidas sob
atmosfera inerte (N) e protegidas da luz a -18 °C, até o momento da analise.
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2.5. Extracao do analito da matriz

A metodologia de extracao do residuo de CAP foi adaptada a matriz leite
caprino com base na metodologia oficial 203/01 do MAPA que segue as
normas do MERCOSUL e Codex Alimentarius (MAPA, 2002). Foram
preparadas aliquotas de 10 + 0,1 g de amostra. O analito foi extraido por duas
particbes consecutivas com 20 mL de acetato de etila e agitagdo em vortex por
6 min, e centrifugacdo a 4400 rpm a 15 °C por 3 min para separar o extrato. O
extrato obtido foi evaporado sob fluxo de N» a 50 £ 5 °C até aproximadamente
1 mL, e 5 mL de solucdo de NaCl 4% foram adicionados, seguida de agitacao
em vortex (1 min). O restante de acetato de etila foi seco com N,. Este residuo
foi lavado 3 vezes com 10 mL de hexano (Figura 2).

2.6. Purificacao

A solucao salina obtida foi aplicada em cartucho C18 previamente ativado
com 5 mL de metanol, 5 mL de cloroférmio, 5 mL de metanol e 10 mL de agua.
Apos a aplicagéo o cartucho foi lavado com 10 mL de agua e 5 mL de solugéo
de metanol 20%. O analito foi eluido com 3 mL de acetonitrila para um tubo de
vidro (Figura 2).

2.7. Derivacao

O extrato purificado foi evaporado até a secura com N> a 50 £+ 5 °C e
silanizado com 100 pL de trimetilclorosilano : hexametildisilazano : piridina
(1:3:9; v/iv/v) , a 80 °C por 15 min. Apds a derivacdo, o extrato silanizado foi
seco sob fluxo de N2 a 50 + 5 °C e, rapidamente, dissolvido em 0,5mL de
ciclohexano:hexano (60:40 v/v). O extrato de CAP silanizado foi agitado em
vortex por 1 min e centrifugado por 3 min a 4400 rpm e 15 °C, seguindo para a
andlise por CG/DCE (Figura 2).
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10 £ 0,1 g de amostra

10 ¢ NaQSO4

20 mL de Acetato de etila

Agitar 6 min em vortex

Centrifugar 6 min a 15°C em 4400rpm
I

Transferir extrato para tubo de polipropileno de 50mL

|
Repetir os 4 passos anteriores
I

Evaporar o extrato até 1 mL a 50 + 5°C sob fluxo de N,

5 mL de solucdo de NaCl 4%

Agitar 1 min em vortex e continuar a evaporacao

10 mL de Hexano

Agitar 5 min em vortex
l
Descartar a fase de Hexano
I
Repetir os 3 dltimos passos 2 vezes
l
Aplicar o extrato no cartucho C18 ativado
I
Lavar com 10 mL de agua
l
Lavar com 5 mL de Metanol:Agua (20:80; v/v)
I

Eluir o CAP com 3 mL de Acetonitrila para tubo de vidro

I
Evaporar o extrato a 50 £ 5°C sob fluxo de N,

100 yL do reagente de

cilanizaran

Aquecer em estufa a 80°C por 15 min
|
Evaporar o extrato a 50 £ 5°C sob fluxo de N,

0,5 mL de Ciclohexano:Hexano
(60:40; v/v)

Agitar 1 min em vortex
I
Centrifugar 3 min a 15°C em 4400rpm
I
Injetar 1 yL no CG/DCE e no CG/EM

Figura2. Fluxograma dos procedimentos de extracdo, purificacdo e derivagao de CAP

em amostras de leite caprino.
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2.8. Confirmacao da derivacao por CG/EM

As condigcbes cromatograficas para a identificacdo conclusiva do CAP
silanizado foram: injecdo de 1 uL no modo de injecéo splitless com liner de 2
mm; separag¢ao em coluna capilar DB-1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) a 80 °C
por 1 min, aumentando a 30 °C/min até 230 °C, permanecendo por 14 min,
totalizando 20 min de corrida. O gas de arraste foi Hélio a 1 mL/min. A
fragmentacao das moléculas foi obtida por ionizacdo por impacto de elétrons
(El) com energia de 70 eV. O espectrdmetro de massas foi programado para
varredura na faixa de 50 a 550 m/z. As temperaturas da linha de transferéncia
e da fonte de ionizacao foram, respectivamente, 200 e 180 °C.

2.9. Separacao, deteccao, identificacao por comparacao de Tr e
quantificacao

A metodologia para separagdo e determinacado do analito por CG/DCE foi
otimizada com base no método 203/03 do MAPA que segue as normas
MERCOSUL e USDA (USDA, 1991; MERCOSUL, 1994; USDA, 1998; MAPA,
1999).

Foi injetado 1uL do extrato silanizado no modo de injecdo splitless no
CG/DCE. No injetor foi utilizado um liner com 2 mm de didmetro interno. A
separacéo foi realizada com coluna capilar DB-1 (60 m x 0,25 mm x 0,25 um)
sob as seguintes condi¢des: 90 °C durante 1 min aumentando a 60 °C/min até
200 °C e permanecendo por 3 min, 5 °C/min até atingir 230 °C e
permanecendo por 3 min e, por fim, aumentando 5 °C/min até 260 °C onde
permaneceu por 35,17 min, totalizando 60 min de corrida. O gas de arraste
utilizado foi Hélio a 1 mL/min. As temperaturas do injetor e detector foram
respectivamente 280 e 320 °C. A identificacdo do residuo foi realizada por
comparacao de tempo de retencdo (Tr) e a quantificacdo foi realizada por

padronizacao externa.
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2.10. Procedimentos de validacao

Os ensaios de validacao foram realizados por CG/DCE seguindo os
parametros descritos pelas normas brasileiras e internacionais (CODEX
ALIMENTARIUS, 1993; MERCOSUL, 1994; BRASIL, 2003a).

Para a linearidade (curva padrao externo) foram empregadas solucbes de
CAP silanizado a 0,3125; 0,6250; 1,250; 2,500 e 5,000 pg/L, injetadas em
triplicata. A origem foi incluida na curva padrao (BRASIL, 2003a; LANCAS,
2004).

Foram pesadas aliquotas de 10 £ 0,1 g de amostras de leite caprino e estas
foram fortificadas, em trés repeticdes, com 20, 100 e 200 pyL da solucédo de
CAP de 0,15 pg/mL, equivalentes a contaminagdes de 0,30; 1,5 e 3,0 ug/kg,
respectivamente. A cada grupo de amostras fortificadas destinadas a analise
foi incluida uma amostra em branco (ndo fortificada) para confirmacéao da nao
deteccdo do analito. Através destes ensaios foi avaliada a seletividade,
exatidao, precisdao e robustez do método (BRASIL, 2003a). A precisdo foi
avaliada em dois niveis: precisdo intra-dia (repetitividade) com triplicatas em
trés concentracdes distintas; e precisdo intermediaria com as variaveis
analistas e dias também em triplicatas.

Para determinar os limites de detec¢do e quantificagdo do método foram
realizados ensaios com amostras fortificadas em concentracées decrescentes
a partir de 0,30 pug/kg (BRASIL, 2003a; RIBANI et al, 2004).

Para a robustez foram avaliadas duas varidveis: a massa de sulfato de
sédio (7,10 e 13 g) e o tempo de derivacao do extrato (10, 15 e 20 min) (Figura
2).

Os resultados obtidos foram avaliados pelo tratamento estatistico da
ANOVA pelo software Microsoft Office Excel 2003.

2.11. Valores de referéncia
Os valores adotados como referéncia para avaliacao da exatidao e precisao

foram os estabelecidos como aceitaveis pelo MERCOSUL e Codex
Alimentarius (Tabela 1).
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Tabela 1. Valores de referéncia adotados para exatiddo e precisao
segundo a faixa de concentracdo de residuo estabelecida pelo Codex
Alimentarius e MERCOSUL.

Concentracao Exatidao Precisao

(ng’kg ou L) (%) (%RSD)
<1 50 a 120 35
1a10 60 a 120 30

Fonte: (CODEX ALIMENTARIUS, 1993; MERCOSUL, 1994)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre 2004-2005 o PAMVet fez o monitoramento de CAP em 306 amostras
de leite bovino em pé e UHT coletadas em diversos estados do Brasil por
métodos de imunoensaoios, encontrando 22 amostras contaminadas. Isto
demonstra a necessidade da validagdo de métodos alternativos que permitem
a determinagéo do residuo (ANVISA, 2006). O PAMVet indica a utilizagdo das
técnicas de CG/DCE e CG/EM para a determinacao de CAP em leite bovino
(ANVISA, 2003), porém para leite caprino este € o primeiro estudo de
validacao.

3.1. Extracao do analito da matriz

O hexano foi o solvente usado para a remocado dos lipidios do extrato
(Figura 2). Conforme observado em outros estudos com leite bovino e outras
matrizes (LI et al, 2001; PEREZ et al, 2002; GANTVERG et al, 20083;
RODZIEWICZ & ZAWADZKA, 2008), constatou-se também no presente
trabalho que as etapas de extracdo com hexano foram suficientes para a
purificacdo do extrato, obtendo-se extratos extremamente limpidos, sem
residuos de gorduras, possibilitando o desenvolvimento de um procedimento
simples para a retirada da gordura por particao.

A maioria dos métodos existentes para a determinacao de residuos de CAP
nas mais diferentes matrizes faz a extracao da parte lipidica das amostras com

solventes organicos apolares (SIQUEIRA, 2007). Este processo geralmente é
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realizado utilizando-se hexano, cloroférmio e/ou heptano (WHO, 2004;
SIQUEIRA, 2007). Esta etapa é crucial, pois a presenca de gorduras pode
diminuir a eficiéncia do processo de purificagcdo devido a competicao entre os
lipidios e o CAP pelos sitios ativos da coluna C18.

Para a purificacao por SPE C18 é importante que as etapas de lavagem e
eluicdo do cartucho se processem sob acédo da gravidade (MAPA, 1999). A
reducdo da pressdao com o auxilio de uma bomba de vacuo somente foi
utilizada apos a lavagem com agua para auxiliar a secagem do cartucho.

Em todas as etapas de secagem dos extratos a evaporacao deve ser feita
sob um fluxo brando de N. e sob constante observacdo (MAPA, 1999), pois a

secagem excessiva pode acarretar na perda do CAP.

3.2. Anadlise qualitativa

O CG/EM com EI nao possui sensibilidade compativel ao CG/DCE. O DCE
€ mais sensivel permitindo detectar niveis inferiores a 1 ug/kg de CAP.
Portanto, nas condi¢cdes cromatogréaficas definidas para o CG/EM foi possivel
detectar CAP silanizado somente na concentracao de 3 mg/mL resultando um
Tr de 13,5 min. Esta concentracdo é 6 x 10° vezes maior que a maior
concentracdo (5 pg/L) usada na curva de calibracido do CG/DCE. A
identificacdo foi confirmada pela comparacdo entre o espectro de massas
obtido com o espectro da biblioteca NIST. Pela analise do espectro obtido
constatou-se que o método de derivacdo do CAP é eficaz, obtendo-se o O,0O-
Bis-(Tri-Metil-Silil)-Cloranfenicol como produto da silanizagao (Figura 3).

As solucdes de CAP, os extratos da matriz em branco e fortificado depois
de silanizados foram analisados por CG/DCE. Sob as condicbes
cromatograficas definidas o valor do Tr do CAP silanizado foi de 36,6 min, e

nestas condi¢cbes nenhum co-eluente foi identificado (Figura 4).
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Figura 3. Identificacdo do CAP silanizado por CG/EM: (A) Cromatograma da solugéao
padrdo CAP silanizado (3 mg/mL); (B) Espectro de massas obtido e estrutura do CAP Bis-

silanizado.
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Figura4. Cromatogramas obtidos por CG/DCE da amostra leite de cabra: (A) Amostra
fortificada com 1,50 pug/kg de CAP; (B) Amostra em branco; (C) Padrao de 1,25ug/kg de CAP

silanizado.

3.3. Validacao do método analitico

3.3.1. Especificidade

De acordo com os cromatogramas do branco da matriz, do padrao de CAP,
e da matriz fortificada evidencia-se a seletividade do método, pela auséncia da
deteccdo de picos no Tr do analito (Figura 4). O método proposto demonstrou
ser seletivo e especifico, ndo sendo afetado pelos outros constituintes da

matriz ou por interferentes dos reagentes e solventes.
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3.3.2. Linearidade

Para a quantificacdo empregou-se o método da padronizacdao externa
visando obter analises com menores custo e tempo de analise. A linearidade
de um método mostra quanto os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais a concentracdo do analito, dentro de um intervalo especificado
(BRASIL, 2003a).

Os valores das areas dos picos das solucoes de CAP silanizado versus as
concentracdes foram utilizados para aplicar a regressao linear via método dos
minimos quadrados. A curva padrdo externo obtida no CG/DCE com cinco
niveis de calibracao injetados em triplicata resultou uma equacao de reta (y =
5200,3x - 382,43) com coeficiente de correlagdo (R?) de 0,998 (Figura 5). De
acordo com os critérios de aceitabilidade dos resultados o coeficiente de
correlagdo da curva de calibracdo (R? deve ser > 0,995 (CODEX
ALIMENTARIUS, 1993; MERCOSUL, 1994; BRASIL, 2003a). Os valores de
linearidade obtidos em outros métodos que fizeram a quantificacdo por
padronizacdo interna sao similares (Tabela 2). Portanto, o valor do coeficiente
de correlacao obtido por padronizacao externa (0,998) é satisfatério.

30000

20000
©
g
<

10000 -

0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6
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Figura5. Curva de calibracdo padrdo externo de CAP silanizado (area x concentragao
em pg/kg) obtida por CG/DCE. y = 5200,3x — 382,43 e R® = 0,998.
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3.3.3. Precisao e exatidao

A precisao do método foi determinada pela variacdo entre resultados
obtidos em medidas sucessivas do teor de CAP no leite caprino fortificado,
sendo avaliada pelo desvio padrao relativo (RSD) ou também chamado de
coeficiente de variacdo (CV) (LANCAS, 2004). Segundo o MERCOSUL (1994)
e 0 Codex Alimentarius (1993), para as faixas de concentracées analisadas o
RSD indicado pode atingir 35% para concentragées menores que 1 ug/kg, e até
30% para concentracdes entre 1 e 10 ug/kg. Para a repetitividade, o método
apresentou-se preciso nos trés niveis de concentracao avaliados, obtendo-se
valores de RSD inferiores a 14% (Tabela 3). Por comparagdo dos dados de
precisdo (5,8 a 13,4%) e exatidao (69,87 a 73,71%) deste estudo com os
obtidos em outros métodos de validagao de residuo de CAP em leite bovino por
técnicas mais sensiveis, constata-se similaridade (2,1 a 25 %) (Tabela 2).
Portanto evidencia-se que o emprego do CG-DCE nas condicdes utilizadas no
presente método de validacao permite atingir niveis de sensibilidade préximos
a métodos que utilizam técnicas como CL/EM/EM e CG/EM/EM.
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Tabela 2. Comparacao entre os parametros de validagédo obtidos pelo presente método para leite caprino e os valores encontrados na literatura para
leite bovino.
N Técnica x I 2 Exatidao Precisédo LD LQ
Referéncia Aplicada Extracao Purificacao R (%) (%RSD) (ug/L) (ug/L)
Presente Estudo CG/DCE? Acetato de Etila SPE C18 0,998 69,87 - 73,71 5,8-13,4 0,030 0,100
PFENNING et al (1998) CG/DCE? Acetonitrila SPE C18 0,9995 76,4 - 99,8 1,8-10,9 1,0 5,0
SNIE((EZ%(C)JgI etal CG/EM/EMP Acetonitrila SPE C18 0,979 61,9-78 78-15 0,083 0,140
SNIE((32(())(C)J7K)I etal CL/EM/EM® Acetonitrila SPE C18 0,9605 91,3-92,1 29-15.2 0,110 0,150
ZEVOVRSEKVXK(;ZZOS(S) CLEMEM®  Acetato de Etila Nzo utilizou 0,998 . 12-15 0,090 0,110
NIC(?;.(I)%; etal CL/EM/EM°® Acetato de Etila N&o utilizou 0,980 80,57 -107,72 2,76 - 16,76 0,050 0,090
RON(’;:)NOCGE) etal CL/EM/EM® Acetonitrila N&o utilizou 0,999 - 12-25 0,020 0,040
GUY etal(2004)  CLEMEMe ~Addoltricioroacetico SPE HLB 0,999 98 - 112 i 0,020 0,030
SOR'%'Z\‘OSO%')\' etal  cpemEme SPE C18 Oxido Neutro de Aluminio 0,999 90 2.8-43 : 0,030
HUANG et al (2006) CLUEM®  Tampao 4F85fat° PH PMNE® 0,098 93,4 - 100 21-89 0040 0,14
HORMAZABAL & CL/EM® Acetonitrila SPE LMS 0,999 95 -99 0,5-1,5 0,5 1,000

YNDESTAD (2001)

& Cromatografia Gasosa com Detecgao por Captura de Elétrons

® Cromatografia Gasosa com Deteccéo por Espectrometria de Massas em Tandem
¢ Cromatografia Liquida com Deteccéo por Espectrometria de Massas em Tandem
4 Cromatografia Liquida com Deteccao por Espectrometria de Massas

¢ Micro-extracdo com Polimero Monolitico

- Dados néo fornecidos.
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Tabela 3. Comparacado da exatiddo e da precisdo intra-dia obtidas com valores de

referéncia adotados.

Nivel de Exatidao Precisao Exatidao de Precisao de
fortificacao Média intra-dia Referéncia* Referéncia*
(ng/kg) (%) (%RSD) (%) (%RSD)
0,30 73,71 6,54 50-120 35

1,50 69,87 5,80
60 - 120 30
3,00 70,40 13,40

* (CODEX ALIMENTARIUS, 1993; MERCOSUL, 1994)

Para a precisao intermediaria (Tabela 4), os resultados entre diferentes dias
e analistas foram avaliados pelo tratamento estatistico ANOVA. Para os dois
parametros o valor do P foi maior que 0,05, indicando que o método nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os dados das duas
variaveis testadas com 95 % de confianca.

Tabela 4. Avaliacdo da precisédo intermediaria pelas variaveis “dia”

e “analista”.
o Média *
Variaveis (%RSD) P

Dia 1 73,71 0,617965

2 70,41

_ 1 70,41
Analista 0,93223

2 69,87

* P>0,05 — Sem diferencga significativa.

A exatiddo de um método mede quanto o resultado de um dado método
analitico se aproxima do resultado real previamente definido (RIBANI et al,
2004). Para a validagdao do método de residuo de CAP em leite de cabra a
exatiddo foi medida através da porcentagem de recuperacdo do composto de
interesse que foram adicionados na amostra nas concentragées de 0,30; 1,50 e
3,00 pg/kg. Nos ensaios com amostras fortificadas, as recuperacées médias
obtidas variaram de 69,87 a 73,71 % (Tabela 3). De acordo com os critérios de
aceitabilidade dos resultados estabelecidos pela literatura (CODEX
ALIMENTARIUS, 1993; MERCOSUL, 1994; BRASIL, 2003a), a porcentagem
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de recuperacdo obtida pela metodologia implantada esta dentro dos limites
exigidos pelas normas (Tabela 3).

Comparando-se os dados da exatiddao com os dados obtidos em outros
métodos de validagao de residuo de CAP em leite bovino por CL/EM/EM e
CG/EM/EM, constatam-se valores similares (61,9 a 92 %) (Tabela 2).
Recuperacbes entre 60 e 90 % sao normais e esperadas em métodos que
envolvem etapas de derivacdo, como as necessarias para a analise de CAP
por CG, que podem acarretar em maior perda do analito durante preparo da
amostra culminando em uma menor exatiddo (PFENNING et al, 1998;
SNIEGOCKI et al, 2006). O contrario é observado para os métodos que
utilizam a técnica de cromatografia liquida (80,57 a 112 %), onde nao é
necessaria a realizacdo da derivacdo do CAP (SORENSEN et al, 2003; GUY et
al, 2004; HUANG et al, 2006; JUNIOR et al, 2006; NICOLICH et al, 2006).

3.3.4. Limites de deteccao e quantificacao

O limite de deteccao (LD) determinado através da razdo entre sinal:ruido
(3:1) foi de 0,03 pg/kg, e o limite de quantificacdo (LQ) determinado pela
relagao sinal:ruido (10:1) foi de 0,10 ug/kg.

Os valores do LD e LQ obtidos sédo similares aos resultados obtidos por
outros métodos para a matriz leite bovino por CL/EM/EM e CG/EM/EM, que
estdo na faixa de 0,02 a 0,11 pg/kg para o LD e de 0,03 a 1 pg/kg para o LQ
(Tabela 2). Foram encontrados apenas que trés métodos que resultaram um
LD e LQ menores que o do presente estudo. Vale ressaltar, que estes métodos
empregaram procedimentos de extracao diferentes (particdo com acetonitrila
(RONNING et al, 2006), particdo com &cido tricloroacético 10% (GUY et al,
2004) e SPE C18 (SORENSEN et al, 2003)), e os procedimentos de purificacao
também foram distintos (SPE HLB (GUY et al, 2004) e Oxido Neutro de
Aluminio (SORENSEN et al, 2003)) ou ausentes (RONNING et al, 2006). Estas
modificacdes podem ter influenciado a capacidade de recuperacdo do analito
tendo em vista que os valores da exatiddo também foram superiores e,
consequentemente, os da deteccao.

Comparando-se os dados de LD e LQ obtidos neste estudo com os dados
da unica referéncia encontrada que utilizou a técnica de CG/DCE para a
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determinacao de CAP em leite bovino (PFENNING, 1998) (Tabela 2), observa-
se que o LD e LQ obtidos no presente estudo (0,03 e 0,1 ug/kg) séo cerca de

30 vezes maior para o LD e 50 vezes maior para o LQ.

3.3.5. Robustez

Um método robusto tem a habilidade de fornecer resultados inalterados
quando sujeito a pequenas mudancas. Pela andlise estatistica dos resultados
foi verificado que o valor obtido para o F calculado foi maior que o F tabelado
para a variavel massa de sulfato de sddio empregado na etapa de extragcéao
(Figura 2), demonstrando que este & um ponto critico para 0 método proposto
de determinacao de residuo de CAP em leite de cabra (Tabela 5). Para a
variavel tempo de derivacao do extrato o valor obtido para o F calculado foi
inferior ao do F tabelado, determinando com 95% de confianca que o método é

robusto para esta variavel (Tabela 5).

Tabela 5. Avaliacdo estatistica da robustez pelas varidveis “massa de Na,SO,” e “tempo

de derivacdo do extrato”.

P Recuperacao F tabelado
Variaveis Média + CV* (%) F calculado (0,95)
7 72,53 + 2,92
Mass'(z ‘ieo'\f)‘QSO“ 10 73,71 + 6,54 27,30801
Tempo de derivacao 10 74,62 £ 4,19
P (min) ¢ 15 73,71+ 6,54 0,304138
20 72,29 + 3,86

* CV - Coeficiente de variagéo de triplicatas.

Os resultados da presente validacao para a quantificacdo por CG/DCE de
residuos de CAP de leite caprino mostraram que os parametros de validacao
(especificidade, linearidade, exatidao, precisdo, LD, LQ e robustez) sao
similares aos obtidos por métodos que usam técnicas mais sensiveis como a
CL/EM/EM e CG/EM/EM para leite bovino. O método proposto reduz os custos
e a demanda de tempo da analise por utilizar padronizacdo externa. Além
disso, deve-se considerar que a técnica de CG/DCE é mais amplamente
difundida nos laboratérios de analises. Portanto, o presente estudo demonstra
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que é possivel a determinacdo de CAP em leite caprino por CG/DCE de modo
compativel com as técnicas de CL/EM/EM e CG/EM/EM, reduzindo a
necessidade de investimentos para aquisicdo de novos equipamentos e para
treinamento de profissionais. O método desenvolvido possui sensibilidade
compativel com as técnicas CL/EM/EM e CG/EM/EM, podendo ser utilizado
como uma técnica altamente sensivel para determinacéao de residuos de CAP

em leite caprino.

4. CONCLUSAO

Foi desenvolvido e validado intralaboratorialmente um método alternativo
utilizando a técnica de CG/DCE para a determinagédo quantitativa de residuo de
cloranfenicol em matriz de leite caprino. O procedimento analitico proposto
mostrou-se preciso, exato, atendendo aos critérios de aceitabilidade
estabelecidos pelo MERCOSUL e Codex Alimentarius. O método proposto
utiliza a vantagem da alta sensibilidade do DCE para compostos halogenados,
sendo uma alternativa para monitoramento e/ou screening de residuos de CAP
em leite caprino para laboratérios que nao possuem as técnicas CL/EM/EM ou
CG/EM/EM de alto custo de aquisicao.
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CONCLUSOES GERAIS

O cloranfenicol € um composto com efeitos toxicolégicos graves que
restringem o seu uso tanto na terapéutica humana quanto para fins
veterinarios. Entretanto, seu uso indiscriminado resulta em residuos em
alimentos e favorece o surgimento de microorganismos resistentes,
representando riscos para saude humana. Portanto, é justificavel monitorar a
presenca dos seus residuos em alimentos. Assim, no Brasil foram criados
programas nacionais como o0 PNCR pelo Ministério da Agricultura e o PAMVet
pela Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria do Ministério da Saude
(ANVISA).

No presente estudo foi desenvolvido um método analitico para a
determinacao de residuos de CAP para matrizes alimentares que ndo possuem
métodos descritos na literatura (carnes caprinas e ovinas e leite caprino). O
método desenvolvido utiliza extragdo do CAP com acetato de etila, remocéao
dos lipideos do extrato por lavagens com hexano e purificagdo com SPE-C18.
Para a identificacao foram utilizadas as técnicas de CG/EM e CG/DCE, e para
a quantificacdo o método da padronizacao externa por CG/DCE. O método foi
validado para a matriz leite caprino sendo especifico, linear (R® = 0,998),
preciso (RSD < 15%), exato e robusto, apresentando elevada sensibilidade (LD
0,03 pg/L e LQ 0,10 pg/L). O método proposto funciona como uma alternativa
para o monitoramento e/ou screening de residuos de CAP para laboratérios,
reduzindo os custos de investimentos para aquisicdo de equipamentos que
utilizam técnicas de espectrometria de massas em tandem. Isto da suporte a
consolidacdo dos programas nacionais para analise e controle de residuos de
medicamentos veterinarios. E indicada a realizagdo de estudos de validagao

para as matrizes de carnes caprinas e ovinas.
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Anexo . Fluxograma da metodologia oficial 203/01 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento para analise de residuos de CAP em musculo (aves, bovinos, eqliinos e suinos)
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector Ultravioleta (CLAE/UV).

| 10,0 +0,1 g de amostra

| 10 g sulfato de sédio anidro |————

| 20 mL acetato de etila

F———

Agitar em vortex por 3 min
1

Centrifugar por 5 min de 3000 a 4000 rpm
1

Tranferir para extrato tubo de polipropileno 50
mL ou bal&o p/ rotaevaporador

| 20 mL acetato de etila

I—

Agitar em vortex por 3 min
1

Centrifugar por 5 min de 3000 a 4000 rpm
1

Juntar ao extrato anterior
1

Evaporar todo o extrato em banho-maria a 50
+ 5 °C com fluxo de N2 ou em rotaevaporador

Ativacao da silica

| 5 mL diclorometano

I—

Aplicar o extrato em cartucho

de silica ativado

Lavar 2x com 5 mL de
diclorometano

gel: 5 mL de
acetonitrila 20 %; 5
mL de acetonitrila;
5 mL de
diclorometano.
Secar o cartucho

1
Secar o cartucho por 30
min sob fluxo de N2

por 30 min.

Eluir o cloranfenicol ¢/ 5 mL de acetonitrila 20 % p/ tubo de

centrifuga de 15 mL

| 1 mL acetato de etila

F———

Agitar em vortex por 1 min
1

Tranferir o acetato de etila

Se formar emulsao
adicionar pequena
quantidade de

para outro tubo de 15 mL NaCl
1
Repetir os 3 ultimos
procedimentos 2x
1
Evaporar todo o extrato a 50
+5 °C sob fluxo de N2
| 1 mL de fase moével —
Filtrar em membrana de 0,45um
1
Analise cromatografica:
CLAE/UV
. Condicao Il
Condicéo | L1
Coluna: Lichrosorb RP8 (200 Coluna: Lichrosorb RP18
mm x 4,6 mm x 5 um) (200 mm x 4,6 mm x 10 ym)
Detector: UV (278 nm) Detector: UV (278 nm)
Fase movel: acetonitrila : agua Fase moyg:: r.n(::-tanol ’
(30:70: v/v) Condigio II acetonitrila : agua

Fluxo: 1,3 mL/min
Volume de injecdo: 50 pL

Coluna: Lichrosorb RP18
(200 mm x 4,6 mm x 10 pym)
Detector: UV (278 nm)
Fase movel: metanol :
acetonitrila : agua
(20:30:50; v/v/v)
Fluxo: 0,9 mL/min
Volume de injecao: 50 yL

(20:30:50; v/v/v)
Fluxo: 0,9 mL/min
Volume de injecdo: 50 uL
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Anexo Il. Fluxograma da metodologia oficial 203/03 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento para analise de residuos de CAP em musculo (aves, bovinos, eqliinos e suinos)
por cromatografia gasosa com detector de captura eletrénica (CG/DCE).

10,0 £ 0,1 gde
amostra

15 mL de solugéo tampéao fosfato
(pH 6.8)

200 pL de Solucao de beta-
glucuronidase (800u)

Agitar em vortex por
1

Incubar por 90 min a
1

Armazenar sob refrigeracéo por 12 h

———

Agitar em vortex por
1

| 15 mL acetato de etila

Centrifugar por 2 min de 2000 rpm a 15 °C
1

Tranferir para extrato tubo de 50 mL

I
Evaporar o extrato em banho-maria a
60 £ 5 °C com fluxo de N2

I—
I—

Agitar 5 min em vortex
1

| 5 mL cloreto de sddio 4%

[ 10 mL hexano

Retirar e descartar a fase de hexano

I
Repetir 1x a lavagem com hexano
1

Aplicar o extrato
aquoso em cartucho
C18 ativado

1

Lavar 2x com 1 mL de

Ativacao: 5 mL de
metanol; 5 mL de
cloroférmio; 5 mL de
metanol; 10 mL agua

MilliQ
agua MilliQ .
1
Lavar com 2 mL de
metanol : agua
(20:80, v/v)
1
Eluir o cloranfenicol com 2 x 1,5 mL de
acetonitrila p/ tubo de vidro
1
190 }'”_- Evaporar o extrato a 60 + 5 °C sob fluxo de
hexametildisilazano: N2
clorotrimetilsilano: ]
piridina Aquecer em estufa de 80 °C / 15 min
(3:1:9; v/iviv)
Evaporar o extrato a 60 =5 °C sob fluxo de
0,5mL N2
ciclohexano:hexano ]
60:40 (v/v) CG/DCE
Condicao Il
Condicao | Temperatura do injetor: 280 °C

Temperatura do injetor: 280 °C
Modo de injecao: splitless
Coluna: Empacotada OV-101 2 %
(1,8 m x 2,0 mm)

Temperatura da coluna: 180 °C
Detector: DCE a 300 °C
Gas de arraste: N2
Fluxo: 32 mL/min

Modo de injecao: splitless
Coluna: Capilar DB1
(30 m x 0,25 mm x 0,25 uym)
Temperatura da coluna: 80 °C/ 1 min,
aquecendo 30 °C/min até 260 °C
permanecendo por 10 min
Detector: DCE a 320 °C
Gas de arraste: He
Fluxo: 28 cm/s
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Anexo lll - Cromatograma da matriz mel obtido nas seguintes condigées de temperatura da coluna DB1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym): temperatura inicial 80

°C /1 min, 10 °C / min até 230 °C / 24 min. Tempo total de corrida: 40 min.

Volts

1,00 |

|

Co-eluentes
(Tr = 25,1 min)

v

20
minutos
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Anexo IV — Cromatograma da matriz mel obtido nas seguintes condi¢cdes de temperatura da coluna DB1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym): temperatura inicial 90
°C /1 min, 30 °C / min até 260 °C / 26,33 min. Tempo total de corrida: 33 min.

1,00 |

Co-eluentes
(Tr = 10,7 min)

) v

Volts
|

'10 '20 '30
minutos
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Anexo V — Cromatograma da matriz mel obtido nas seguintes condigées de temperatura da coluna DB1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym): temperatura inicial 90
°C /1 min, 60 °C / min até 200 °C /7 min. 5 °C / min até 260 °C / 18,16 min. Tempo total de corrida: 40 min.

1,00 | I | |l N\J |

0,75 |
& /7 [
E | Co-eluente_s
> 0,50 (Tr = 19,8 min)

0,25

)
10 20 '30 40

minutos
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Anexo VI — Cromatograma da matriz camardo obtido nas seguintes condi¢des de temperatura da coluna DB1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym): temperatura
inicial 90 °C / 1 min, 30 °C / min até 260 °C / 13,33 min. Tempo total de corrida: 20 min.

100

mYyolt
1
o|

YN
Co-eluentes
(Tr = 10,7 min)

UMM

'5 10 15 120
minutos

257
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Anexo VII — Cromatograma da matriz camardo obtido nas seguintes condi¢des de temperatura da coluna DB1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym): temperatura
inicial 90 °C / 1 min, 60 °C / min até 150 °C / 7 min, 10 °C / min até 260 °C / 20 min. Tempo total de corrida: 40 min.

100

Co-eluentes
(Tr = 21,6 min)

75 | U R

mVyolt
|

20
minutos
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Anexo VIII - Cromatograma da matriz camardo obtido nas seguintes condigbes de temperatura da coluna DB1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 ym): temperatura
inicial 90 °C / 1 min, 60 °C / min até 150 °C /7 min, 5 °C / min até 260 °C / 29 min. Tempo total de corrida: 60 min.

mvolt

100 |

75 |

A

|

\V/
Co-eluentes
(Tr = 29,5 min)

15 130 '45 160
minutos
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Anexo IX — Cromatograma da matriz camardo obtido nas seguintes condi¢des de temperatura da coluna DB1 (30 m x 0,25 mm x 0,25 pym): temperatura
inicial 90 °C / 1 min, 60 °C / min até 200 °C / 7 min, 5 °C / min até 260 °C / 18 min. Tempo total de corrida: 40 min.

100

mVolt
|

R

\/
Co-eluentes

(Tr = 19,8 min)

A

10 120 '30 140
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