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GENERAL ABSTRACT

INTRODUCTION. Tetracyclines are a large spectrum class of antibiotic, widely used
in prevention and treatment of infection in dairy cattle. Though its indiscriminate use
and the disrespect to the withdraw period may result residues in milk, which can cause
bacteria resistance, allergies, and economic losses to producers of milk and dairy
products. Therefore, surveillance and monitoring of the presence of antibiotics in milk
are needed to ensure consumer safety and avoid financial losses. For that, several
methods have been used, and the high performance liquid chromatography is preferred
by presenting analysis speed, selectivity, accuracy and reproducibility. Moreover, laws
of several countries have established safe limits of residues in food (LMR).

OBJECTIVES. (I) Provide information about the methods used in the determination of
tetracyclines in milk reported in the literature. (1) Validate a multiresidue method for
the determination of tetracyclines (oxytetracycline, tetracycline, chlortetracycline and
doxycycline) in bovine milk by high performance liquid chromatography with UV-VIS
detector according to analytical criteria defined by European Commission 2002/657/EC.
(I1) Investigate the occurrence of tetracyclines residue in bovine pasteurized milk by
high performance liquid chromatography detection system with UV/VIS. (IV)
Assessment the population exposure to antimicrobial residues in milk commercialized
in the State of Parana, Brazil.

MATERIAL AND METHODS. A review of analythical methods for determination of
tetracyclines reported in the literature was performed. Validation of an extraction
method, wherein the milk samples were deproteinated with Mcllvaine buffer and 20%
trichloroacetic acid and cleanup carried out in C18 columns. Tetracyclines have been
separated into a high efficiency liquid chromatograph with UV/VIS detector set at 365
nm by a gradient composed of oxalic acid 0.01 mol/L, acetonitrile and triethylamine in
C8 column. To investigate the occurrence of tetracyclines, 100 samples were collected
in the State of Parana, between March/2010 and October/2011, and analyzed by the
validated method. To evaluate the exposure to the tetracyclines residue, it was
calculated the Estimated Daily Intake (EDI) according to the JECFA. The EDI was
compared to the Acceptable Daily Intake (ADI) from 0 to 0.03 mg/kg body weight
(bw).

RESULTS AND DISCUSSION. The steps for determining antibiotic residues in milk
are: extraction, cleanup, identification/quantification and confirmation. The main
problem with this analysis due the matrix effect that may interfere with the
determination of these residues. Therefore, we have investigated methods of extraction
and cleanup witch consist of deproteinization and removal of these components, but that
are simple and quick. Thus, many researchers have used to solutions and acidic buffers,
and solid phase columns. For identification and quantification, the most used techniques
are high performance liquid chromatography and capillary electrophoresis, which show
precise results and the confirmation is generally made by mass spectrometry. The
validated method in this work presented the limits of detection and quantification from
42.3 to 75.8 and 43.2 to 76.4 pg/kg, respectively. The decision limit (CCa) and
detection capability (CCB) varied from 114.2 to 143.7 and 129.3 to 188.7 pg/kg,
respectively. Recoveries of tetracyclines in fortified samples were above 82.5%. Of 100
samples analyzed, three were contaminated with values of 121.8 pg/kg for
oxytetracycline, 93.5 pg/kg for tetracycline and 134.6 pg/kg for chlortetracycline (61.6
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pg/kg) and doxycycline (73.0 pg/kg). The median of residues of tetracyclines found in
the samples was 42.3 pg/kg and EDI was 0.05 pg/kg bw/day for Brazil, 0.08 pg/kg
bw/day for the Southern region and 0.07 pg/kg bw/day for the State of Parana.

CONCLUSIONS. Among the analytical techniques for the determination of
tetracyclines residue in milk, the most commonly used is the high performance liquid
chromatography (HPLC) with ultraviolet detection system (UV) or diode array.
Although there are techniques which have good results, but with lower sensitivity such
as capillary electrophoresis, but allows a rapid and less polluting analysis. The method
validated in this study for determination of tetracyclines in pasteurized bovine milk,
according to regulation 2002/657/EC of the European Union, presented linearity,
specificity, selectivity, precision and accuracy. Therefore, this method showed
efficiency enough for the monitoring of tetracyclines in milk. Results of analysis of the
collected samples showed that the occurrence of tetracylines in milk was low (3%), but
had samples above the MRL (2%), and the risk to the population to these residues in the
milk was regarded as negligible (<1% ADI).

Keywords: Bovine milk, Veterinary drug residues, Tetracyclines, HPLC, Food safety,
Validation.
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RESUMO GERAL

INTRODUCAO. As tetraciclinas sdo uma classe de antibiGticos de largo espectro,
muito utilizadas na prevencdo e tratamento de infec¢bes no gado leiteiro. Porém seu uso
indiscriminado e o ndo respeito ao periodo de caréncia podem gerar residuos no leite,
que podem causar resisténcia a bactérias, alergias e perdas econdmicas aos produtores
de leite e seus derivados. Dessa forma, fiscalizagdo e monitoramento da presenca desses
antimicrobianos em leite sdo necessarios a fim de garantir a seguranca dos
consumidores e evitar prejuizos financeiros. Para isso, vérias metodologias tém sido
utilizadas, sendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia a preferida por apresentar
rapidez na analise, seletividade, exatiddo e reprodutibilidade. Aliado a isso, legislaces
de diversos paises ja estabelecem limites seguros desses residuos em alimentos (LMR).

OBJETIVOS. (I) Fornecer informacbes a respeito dos métodos empregados na
determinagdo de tetraciclinas em leite relatadas na literatura cientifica. (I1) Validar um
meétodo multirresiduo para determinacdo de tetraciclinas (oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina) em leite bovino por cromatografia liquida de alta
eficiéncia com deteccdo UV-VIS de acordo com os critérios analiticos definidos pela
Comissdo Européia 2002/657/EC. (Ill) Investigar a ocorréncia de residuos de
tetraciclinas em leite bovino pasteurizado por cromatografia liquida de alta eficiéncia
com sistema de deteccdo UV/VIS. (IV) Avaliar a exposi¢do da populacdo aos residuos
desses antimicrobianos no leite comercializado no Estado do Parana.

MATERIAL E METODOS. Foi realizada uma revisdo das metodologias analiticas
para determinacdo de tetraciclinas relatadas na literatura cientifica. A validacdo
consistiu de um método de extracdo, em que as amostras de leite foram desproteinizadas
com solucdo tampdo Mcllvaine e &cido tricloroacético 20% e a limpeza ocorreu em
colunas C18. As tetraciclinas foram determinadas em um cromatografo liquido de alta
eficiéncia com deteccdo UV/VIS a 365 nm. A fase movel em gradiente consistiu de
acido oxalico 0,01 mol/L, acetonitrila e trietilamina. Foi utilizada coluna C8. Para
investigacdo da ocorréncia de tetraciclinas, 100 amostras foram coletadas no Estado do
Parand, no periodo entre Margo/2010 e Outubro/2011, e analisadas pelo método
validado. Para avaliar a exposigdo aos residuos de tetraciclinas foi calculada a Ingestdo
Diaria Estimada (IDE) segundo o JECFA. A IDE foi comparada com a Ingestdo Diaria
Aceitavel de grupo (IDA) de 0-0,03 mg/kg peso corpdreo (p.c.), estabelecidas para
somatoria da presenca das tetraciclinas (oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e
doxiciclina).

RESULTADOS E DISCUSSAO. As etapas para determinacio de residuos de
antibioticos no leite sdo: extracdo, limpeza, identificacdo/quantificacdo e confirmacédo
da identidade dos analitos, sendo a primeira, o principal problema dessa anélise devido
a matriz conter altos teores de proteinas e lipidios que podem interferir na determinacéo
desses residuos. Dessa forma, tem-se pesquisado métodos de extracdo e limpeza que
consistem em desproteinizacéo e retirada desses componentes, mas que sejam simples e
rapidos. Assim, muitos pesquisadores optam por solucdes e tampdes acidos, e colunas
de fase solida. Para identificacdo e quantificacdo, as técnicas mais utilizadas séo
cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar, que apresentam resultados
semelhantes e a confirmacdo geralmente é feita por espectrometria de massas. O método
validado nesse trabalho apresentou limites de detecgéo e quantificacdo de 42,3 a 75,8 e
43,2 a 76,4 pg/kg, respectivamente. O limite de decisédo (CCa) e capacidade de detecgdo
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(CCp) variaram de 114,2 a 143,7 e 129,3 a 188,7, respectivamente. Recuperacdes de
tetraciclinas em amostras fortificadas ficaram acima de 82,5%. Das 100 amostras
analisadas, trés estavam contaminadas com valores de 121,8 pg/kg para oxitetraciclina,
93,5 pg/kg para tetraciclina e 134,6 pg/kg para clortetraciclina (61,6 pg/kg) e
doxiciclina (73,0 pg/kg). A concentragdo mediana de residuos de tetraciclinas
encontrada nas amostras foi de 42,3 pg/kg e a IDE foi de 0,05 pg/kg p.c./dia para o
Brasil, 0,08 pg/kg p.c./dia para a regido Sul do pais e 0,07 pg/kg p.c./dia para o Estado
do Parana.

CONCLUSOES. Dentre as técnicas analiticas para determinagdo de residuos de
tetraciclinas em leite, a mais utilizada é a cromatografia em fase liquida de alta
eficiéncia (CLAE) com sistema de detecgdo por absor¢do no ultravioleta (UV) ou por
arranjo de diodos. O método validado neste trabalho para determinacdo de tetraciclinas
em leite bovino pasteurizado, segundo a regulamentacdo 2002/657/EC da Unido
Européia, apresentou-se linear, especifico, seletivo, preciso e exato. Portanto, este
meétodo apresentou eficiéncia suficiente para 0 monitoramento de tetraciclinas em leite
de acordo com os requisitos da Unido Européia. E os resultados das andlises das
amostras coletadas demonstraram que a ocorréncia de tetraciclinas em leite no Brasil foi
baixa (3%), porém foram encontradas amostras acima do LMR (2%), e o risco da
populacéo a estes residuos no leite considerado negligenciavel (<1%IDA).

Palavras chaves: Leite bovino, Residuos de medicamentos veterinarios, Tetraciclinas,
CLAE, Seguranca alimentar, Validacéo.
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Metodologia analitica para determinacgéo de residuos de tetraciclinas
em leite: Uma revisao

Analytical methodology for determination of tetracyclines residues in milk:

A review

Carolina Kato PRADO, Miguel MACHINSKI JUNIOR”

!Laboratério de Toxicologia, Departamento de Ciéncias Bésicas da Sadde, Universidade

Estadual de Maringa. Maringa, PR, Brasil

*Endereco para correspondéncia: Universidade Estadual de Maringd4, Departamento de
Ciéncias Bésicas da Saude, Laboratdrio de Toxicologia. Av. Colombo, 5790. Zona 07.
CEP 87020-900. Maringa, PR, Brasil. E-mail: mmjunior@uem.br

RESUMO
As tetraciclinas s&o um grupo de antimicrobianos amplamente utilizados no tratamento

e prevencgdo de doengas infecciosas em gado leiteiro no Brasil; porém o uso incorreto e
0 ndo respeito ao periodo de caréncia podem resultar em residuos destes medicamentos
no leite. A presenca de residuos no leite pode causar o desenvolvimento de reacbes
alérgicas nos consumidores desses produtos, resisténcia em bactérias e prejuizos na
producdo de produtos lacteos fermentados. Com a finalidade de fornecer informagfes a
respeito dos métodos empregados na determinacdo de tetraciclinas em leite, foi

realizada uma revisdo das metodologias analiticas relatadas na literatura cientifica.
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Neste estudo sdo abordadas as metodologias cromatogréficas e de eletroforese capilar,

que tém sido as mais utilizadas.

Palavras-chave. tetraciclinas, cromatografia, eletroforese capilar, leite.

ABSTRACT
Tetracyclines are a group of antibiotics drugs widely used in the treatment and

prevention of infectious diseases in dairy cattle in Brazil. Intervals between tetracyclines
administration and the withdrawal period should be complied with, in order to avoid the
drug residues in milk. Milk containing antimicrobial residues might cause allergic
reactions, occurrence of resistant bacteria and losses in manufacturing fermented dairy
products. The present paper reviews the analytical methodology currently described in
the literature for the determination of tetracyclines in milk. This study reviewed the
chromatographic and the capillary electrophoresis, which have been the widely utilized

methods.

Keywords. tetracyclines, chromatography, capillary electrophoresis, milk.

INTRODUCAO

As tetraciclinas sdo uma classe de antibidticos que agem contra uma grande
variedade de microrganismos, desde bactérias gram-positivas até gram-negativas, e séo
utilizadas na medicina veterinaria no tratamento e profilaxia de infeccdes'. A primeira
tetraciclina descoberta foi a clortetraciclina a partir do Streptomyces aureofaciens, em

19482 Existem oito tetraciclinas comercializadas atualmente, sendo qguatro mais
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comumente utilizadas em tratamentos de animais destinados a alimentagdo humana:

oxitetraciclina, tetraciclina, doxiciclina e clortetraciclina® (Figura 1).

Tetraciclinas R, R, R,
Oxitetraciclina H OH OH
Tetraciclina H OH H
Clortetraciclina Cl OH H

Doxiciclina H H OH

Figura 1 - Estrutura quimica das tetraciclinas

O uso de antimicrobianos em vacas pode levar a presenca de residuos no leite,
podendo causar reagdes alérgicas em consumidores®, induzir resisténcia em bactérias ou
ainda afetar o desenvolvimento de culturas utilizadas na obtencdo de produtos
fermentados®. Desta forma, é importante que se identifique os niveis desses residuos em
leite para manté-los dentro dos limites recomendados e controlar a qualidade de
produtos lacteos®. Para tanto, testes de inibicdo microbiolégica tem sido usados para a
triagem de residuos de fArmacos veterindrios em alimentos, porém ndo sdo capazes de
identifica-los e quantifica-los, assim como os testes imunolégicos (ELISA e outros) que
apresentam resultados falso positivos ou falso negativos, sendo necessérias ferramentas

analiticas especificas’.

As etapas envolvidas no procedimento analitico para determinacdo de residuos
de antimicrobianos em leite compreendem: extracao, limpeza,
identificagdo/quantificacdo e confirmagdo. A presente revisdo apresenta informagdes
sobre a metodologia analitica para a determinacéo de residuos de tetraciclinas em leite.

Tais métodos sdo necessérios para a fiscalizacdo, monitoramento e pesquisa nos seus
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Varios aspectos, seja na andlise de alimentos, estudos epidemioldgicos, verificacdo da

estabilidade durante o processamento de alimentos e condigdes para descontaminagao.

Extracgéo de tetraciclinas da matriz leite

A extragdo consiste em um dos principais problemas na determinagdo de
residuos de antibiéticos em leite, pois essa matriz contém altos teores de proteinas e
lipidios, que podem interferir na analise dos residuos®. Logo, para resolver esse
problema, tém-se realizado uma desproteinizacdo utilizando-se &cidos, como o &cido
tricloroacético™®, acido acético e metanol®®, acido oxalico e acetonitrila®?, acido
perclérico’?, seguida de centrifugagio. A retirada da gordura de amostras de leite pode
ser realizada com pipetas de Pasteur ou centrifugagdo, congelando-se as amostras e em
seguida descongelando-as, a temperatura ambiente ou em banho de 4gua com agitacéo a
aproximadamente 50°C™. A presenca de gordura no leite pode obstruir a coluna de
extracdo de fase solida utilizada na etapa de limpeza e aumentar o tempo deste

processo™®. A Tabela 1 apresenta a evolugdo dos principais métodos de extracéo,

limpeza e identificagdo/quantificacdo de residuos de tetraciclinas em leite.

Samanidou et al', para otimizar a extragdo de tetraciclinas do leite, testaram
acido tricloroacético, &cido trifluoracético, acetona e acetonitrila como agentes
desproteinizantes e verificaram que os dois primeiros tiveram melhores resultados na

recuperacdo dos analitos em amostras adicionadas dos mesmos.



Tabela 1 — Levantamento dos principais métodos analiticos para determinagdo de residuos de tetraciclinas em leite.

Tetraciclinas Extragéo Limpeza  Equipamento Fase movel Coluna Detector Limite de Limite de Recuperagéo Referéncia
Deteccdo quantificacdo (%)
(ng/mL) (ng/mL)
OTC, TC,CTC, TCA10%e C18 HPLC Ac. oxalico C8 (5um; DAD - - 80,3-93,3 19
DC tampdo 0,01mol/L - MeOH-  250x4,6mm) (365nm)
Mcllvaine ACN (60:25:15)
OTC, TC, CTC, - C8 HPLC ACN-4c. acético 7% C8 (5um; DAD - - 80,8 -95,5 21
DC (35:65) 250x4,6mm) (267 ¢
361nm)
OTC, TC,CTC Tampéao Resina de HPLC Ac. oxalico 0,01 C18 (5 um; uv-VviIs 10-40 10-50 79,7 -90,5 13
succinato de  Sepharose mol/L -ACN-MeOH  150x4,6mm) (355nm)
sodio (72:20:8)
OTC, TC, CTC Acido C18 HPLC Ac. oxalico 0,01 C8 (5 um; UV-VIS - 50 79,8 - 87,7 16
succinico mol/L-ACN-MeOH  150x4,6mm) (370nm)
(75:18:7)
MNC, OTC, TC, Tampdo C18 HPLC MeOH-Ac. C8 (5 um; ESI-MS 1,5-10 50 74,4-101 34
CTC, DMC, DC, Mcllvaine trifluoracético 150x2,1mm)
MTC, 4-EOTC, 0,01 mol/L
4-ETC, 4-ECTC
OTC, TC, CTC, TCA 20% C18 HPLC Fase A: 1% de éc. C18 (3um; MS 5-25 7,1-29,4 93,5-99,0 9
DC, 4-EQTC, 4- formico. Fase B: 150x2,1mm)
ETC, 4-ECTC MeOH-ACN
(70:30)
TC, OTC, 4-ETC Tampdo C18 HPLC Ac. oxalico 0,01 C18 (5 pm; DAD (365 2 - 71,5-915 14
Mcllvaine/ mol/L-ACN-MeOH  250x4,6mm) e 280 nm)
EDTA (150:20:20)
MNC, TC, OTC, Tampdo C18 HPLC Ac. oxalico 0,01 C18 (5 pm; DAD - - 93,8 -107,2 15
MTC, DMC, oxalato e mol/L-ACN 250x4mm) (355 nm)
CTC,DC TCA 20%
CTC, OTC, TC TCA20% e C18 HPLC Fase A: Ac. oxalico  C18 (3,5 um; ESI-MS 0,5-3 - 72-106 25
tampédo 0,01 mol/L em 5% 150x2,1mm)
Mecllvaine ACN. Fase B: Ac.
oxalico 0,01 mol/L
em 95% ACN
OTC, DC, TC, Tampdo C18 HPLC AC. Oxalico 0,01 C8 (3,5 um; FL (Em 5,1-34,7 50 65-110 33
CTC, ETC Mcllvaine mol/L — ACN 150x4,6mm) 500; Ex

385 nm)



TC, OTC, CTC

OTC, TC, CTC,
DC
OTC, DC, CTC,
DMC, TC, MTC,
4-EOTC, 4-ETC,
4-EACTC, 4-
ECTC, ACTC,
ICTC, a-AOTC,
B-AOTC, ATC,
4-EATC
OTC, TC, CTC,
DC, EOTC, ETC,
ECTC

TC, CTC, OTC.

TC, OTC, DC

TC, CTC, DC,
OTC, MTC

OTC, DC, TC,
CTC
OTC, DC, TC,
CTC

TC

Tampéao
Mcllvaine
Tampéao
Mcllvaine
Ac. oxalico
0,01 Mem
ACN

TCA20% e
tampdo
Mcllvaine

TCA 30%
em MeOH e
tampdo
Mcllvaine

Tampéao
Mcllvaine

TCA 20%

Ac.
Perclorico
ACNe
Sulfato de
magnésio,
TCA

C18

C8

C18

C18

C18

C18

C18

C18

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

HPLC

CE

HPLC

HPLC

HPLC

CE

Tris, ac. féormico,
MeOH, ACN
Ac. Oxalico 0,01
mol/L - ACN
Fase A: Agua.
Fase B: ACN.
Fase C: MeOH

Fase A: ac. Férmico
0,2%. Fase B: ACN
em 0,2% de 4c.
formico
Fase A: cloreto de
célcio 0,075 mol/L,
acetato de sodio
0,035 mol/L e
EDTA.

Fase B: MeOH-
ACN (75:25)
Ac. citrico 20
nmol/L e Na,HPO,
40 nmol/L
ACN-ac. oxalico
0,01 mol/L

Ac. oxalico 0,010
mol/L - ACN
Ac. oxalico 0,01
mol/L - ACN

NaOH 0,01 mol/L e
borato 0,02 mol/L

C18 DAD
(268nm)
C18 (5um; FL
250x4,6 mm)
C18 (3um; MS
100x2mm)
C18 (3 um; MS
150x2,1mm)
DAD
(385nm)
Capilar de DAD
silica fundida (295nm)
(64,5x75 pum)

C18 (1,7 um; DAD

50x 2,1mm) (380, 268,
229 nm)
C18 (5 um; DAD
150x4,6mm) (360nm)
C18 (5 um; DAD
150x4,5mm) (360nm)
Capilar de DAD
silica fundida (200nm)

7,14-149

20

05-1

0,004 - 0,022

7,9-353

0,13-0,51

0,24

0,95-12,2

60

1-2

0,02-0,08

0,72

89,83 -105,2
50-90

>88,6

94 -103

83 -107

81,8-99,1

55,2-92

98,2 -102,9

95,0 -104,6

36

18

11

17

20

22

26

28

12

35
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Legenda: OTC - oxitetraciclina; TC - tetraciclina ; CTC - clortetraciclina ; DC — doxiciclina; MNC — minociclina; DMC - demeclociclina; MTC - metaciclina; 4-EOTC — 4-epi-oxitetraciclina; 4-ETC — 4-epi-
tetraciclina; 4-ECTC - 4-epi-clotetraciclina; 4-EACTC — 4-epianidroclortetraciclina; ACTC — anidroclortetraciclina; ICTC — isoclortetraciclina; a-AOTC — alfa-apo-oxitetraciclina; f-AOTC — beta-apo-oxitetraciclina;
ATC - anidrotetraciclina; 4-EATC - 4-epianidrotetraciclina; EOTC - epioxitetraciclina; ETC — epitetraciclina; ECTC — epiclortetraciclina; TCA — &cido tricloroacético; HPLC — cromatografia liquida de alta eficiéncia,

CE - Eletroforese capilar; MeOH — metanol; ACN — acetronitrila; NaOH — hidréxido de sédio; DAD — detector de arranjo de diodos; MS — espectrometria de massas; ESI — lonizacéo por eletrospray; FL —

fluorescéncia; pum — micrémetro; mm - milimetro; ng — nanograma; mL — mililitro; nm — nandmetro. Referéncias apresentadas em ordem cronolégica.
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As tetraciclinas sdo sollveis em acidos, bases, alcodis e solventes organicos
polares, sendo extraidas com solventes organicos como n-butanol, acetato de etila,

acetona e acetonitrila®. Andersen et al*®

ao trabalharem com determinagéo de residuos
de tetraciclinas em amostras de leite e camarédo utilizaram como solvente da etapa de
extracdo do leite o &cido succinico, obtendo bons resultados de recuperacdo para

oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina (86; 87,7 e 79,8%, respectivamente).

6,14,17,18,19,20

Muitos estudos tém utilizado a solucdo tamp&o Mcllvaine para extrair

tetraciclinas de amostras de leite. Alguns autores®!**82!

afirmam que esse tampao reduz
a complexacdo das tetraciclinas com ions metalicos e com grupos silandis. A solucdo
tampdo é composta por 0,07 mol/L &cido citrico monohidratado, 0,1 mol/L
hidrogenofosfato dissodico dihidratado, 0,01 mol/L acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) diluidos em um litro de &gua e o pH € ajustado a faixa que se deseja com acido

fosforico ou hidroxido de sodio®. As tetraciclinas séo facilmente destruidas em solucdes

alcalinas, por isso se justifica ajustar o pH da solugéo tampéo para acido?.

Chico et al*®

testaram o efeito do pH e a da concentragédo de EDTA na solugéo
tampéo Mcllvaine e verificaram que ao diminuir o pH de 5,0 para 3,5 ocorre um
aumento das taxas de recuperacédo e reprodutibilidade, porém em pH muito baixo pode
ocorrer a precipitagdo do EDTA na solucdo. As concentragfes de EDTA afetam de
forma dréstica a recuperacdo de tetraciclina e oxitetraciclina, verificando-se que a taxa
de recuperacdo de oxitetraciclina aumentou de 20 para 60% quando a concentragdo de

EDTA foi de 0,01 para 0,1 mol/L. Entretanto, altas concentracGes desse acido podem

causar problemas de solubilidade.

A procura por procedimentos de extragdo que utilizem pouco ou nenhum

reagente toxico levou Furusawa® a desenvolver um método de separacdo de
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tetraciclinas do leite bovino, diluindo suas amostras em &gua a concentragdo de cinco
vezes e passando por coluna de extragdo de fase solida diretamente, resultando em
amostras livres de compostos interferentes e sem necessidade da etapa de purificacdo.
Essa metodologia permitiu taxas de recuperacdo maiores de 80% com desvios padroes

variando de 1,3 a 4,8.

Etapa de limpeza de extratos para tetraciclinas

Para reduzir interferentes e proteinas, e selecionar a concentragdo de analitos de
interesse, € necessario que os extratos passem por uma etapa de limpeza antes da
determinagdo das tetraciclinas™ *. Essa etapa é de extrema importancia, pois influencia

na reprodutibilidade e taxas de recuperagéo®.

As técnicas mais utilizadas para purificacdo de antibidticos séo extracéo liquido-
liquido e extragdo por colunas de fase solida, porém a segunda tem recebido maior
atencdo por realizar extracdo e purificacdo, simultaneamente, em matrizes bioldgicas
devido a sua simplicidade, tempo de operagdo curto e utilizagdo de quantidades menores

de solventes organicos®.

Tsai et al'?

trabalharam com extracéo liquido-liquido com parti¢éo induzida por
sal (salting-out) utilizando Na,SO4 e NaCl e em seguida fizeram uma coprecipitagdo
com hidréxido de magnésio, ajustando com &gua deionizada ao volume de 200 pL e

filtrando em membrana de 0,45 pum, podendo ser diretamente injetado no cromatografo

liquido de alta eficiéncia (CLAE).

Wang e Li?® determinaram simultaneamente 10 residuos de antimicrobianos em

leite e avaliaram diversas colunas comerciais na etapa de purificagdo. As colunas foram
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pré-lavadas com 5 mL de metanol e 5 mL de &gua ultra pura. A coluna empacotada com
particulas C-8 (ENVI-8) resultou em menores recuperacbes de oxitetraciclina e
tetraciclina do que as colunas do tipo C-18, tendo a coluna HLB (balango hidrofilico-
lipofilico) apresentado as melhores taxas de recuperacdo (acima de 80%) para todos 0s
10 antibioticos avaliados. Nesse mesmo trabalho, os autores testaram quatro reagentes
de eluicdo (metanol e &cido oxalico em metanol nas concentragdes de 5, 10, 15 mmol/L)
e verificaram que todos resultaram em uma eficiéncia maior que 80,1%, sendo
escolhido para o estudo 4 mL de metanol, ndo sendo necessaria acidificagdo como

recomendado por Gentili et al*’.

No entanto, Tong et al*?

ndo conseguiram boa recuperacdo ao eluir as amostras
da coluna de extracdo fase solida com metanol, pois houve elui¢do de interferentes da
matriz. Para corrigir este problema, diferentes proporcdes de metanol-4gua foram
testadas, verificando-se que quanto maior a concentracdo de &gua, menos interferentes
eram eluidos, porém altas concentragdes de agua dificultam o processo de concentracéo
sob fluxo de nitrogénio. Desta forma, os autores testaram misturas de acetona e
diclorometano como solvente de eluicdo e concluiram que acetona-diclorometano na

proporcdo de 4:6 (v/v) resulta em boa recuperacdo para tetraciclina, doxiciclina e

oxitetraciclina, eliminando as substancias interferentes.

Identificagao/quantificacéo de tetraciclinas

A deteccdo e quantificacdo de residuos de tetraciclinas em amostras de leite sdo
realizadas principalmente por técnicas cromatogréficas e a eletroforese capilar. Dentre

as mais utilizadas estdo a cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia (CLAE) com

19,21

sistema de detecgdo por absorgdo no ultravioleta (UV) ou por arranjo de diodos®®. A
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cromatografia em fase gasosa, apesar de possuir alta resolugdo, necessita de uma etapa
de derivagdo para determinacéo de antibioticos, por estes serem polares e ndo volatilizar

suficientemente ou serem instaveis termicamente?,

Cromatografia em camada delgada e cromatografia em camada delgada de alta

eficiéncia

Husain et al*® estudaram o comportamento cromatogréfico de antibi6ticos em
camada delgada de troca ibnica inorganica, silicato de titanio, com fases moveis
organica, aquosa e mistura aquosa e organica e concluiram que houve uma boa

resolucéo dos antimicrobianos.

Segundo Toldré e Reig®!, as vantagens da cromatografia em camada delgada de
alta eficiéncia para detecgdo de antibioticos sdo o grande nimero de amostras para um
Unico analito a ser analisado, o tempo reduzido para obtencdo de resultados, a
possibilidade de automagcdo, a sensibilidade do método, a especificidade dependendo da
técnica de deteccdo e os analitos separados podem ser recuperados para as analises
confirmatorias. A visualizacdo dos componentes pode ser feita por agente cromogénico
ou luz UV. Com o uso de densitbmetro é possivel realizar uma analise quantitativa

medindo-se a intensidade relativa da mancha na placa e comparando-se com um padréo.

Apesar de ser uma técnica eficiente para detectar residuos de antibiéticos, tem-se
procurado por métodos que possibilitem a identificagdo e quantificacdo de forma mais

direta e sensivel.
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Cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia

As colunas analiticas tipicamente usadas na separacéo de tetraciclinas séo as de
fase reversa Ci3 ou Cg, sendo as mais comuns as empacotadas esféricas e irregulares,
geralmente com “end-capping™®®. As colunas de fase reversa com “end-capping” sdo
utilizadas preferencialmente pela sua habilidade intrinseca de reduzir interaces
silandis. As tetraciclinas, devida a suas duplas ligacbes, oxigénio e nitrogénio
substituintes, reagem com silandis e tracos de metais presentes no material de

empacotamento de silica e podem produzir picos com cauda®.

As fases moveis mais utilizadas na eluicdo gradiente para tetraciclinas séo
compostas por 0,01 mol/L de 4cido oxélico e acetonitrila®®, ou CaCl,-acetato de sédio-
EDTA e metanol-acetonitrila (75:25, v/v)*® ou 4gua e mistura de metanol/acetonitrila’.
Enquanto que na elui¢do isocratica podem ser utilizados é&cido oxalico 0,01 mol/L-

acetonitrila-metanol em diferentes proporgdes™*.

Zhenfeng et al** utilizaram a coluna Cg para separacéo de 7 tetraciclinas e 3
produtos de biotransformagéo, com taxa de vazéo de 0,3 mL/min com baixa presséo da
coluna. Nesse estudo todas as tetraciclinas e seus produtos de biotransformacéo foram
separados com o gradiente de metanol e solugdo aquosa de 0,01 mol/L de &cido

trifluoroacético.

As tetraciclinas apresentam forte absorcdo UV entre 270 e 360 nm em pH &cido e
neutro, entdo o sistema de deteccdo mais comum é a absorcdo UVS. Porém outros
detectores acoplados a cromatografia liquida de alta eficiéncia podem ser utilizados para
determinacdo de residuos de tetraciclinas, como o detector eletroquimico testado por
Casella e Picerno®. Nesse trabalho, os autores testaram o detector amperométrico

usando eletrodo de ouro policristalino operando sob condicbes de deteccédo
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amperométrica e deteccdo amperométrica pulsada, verificando que em condicBes
amperométricas a 1,6 V a determinacdo de tetraciclinas em amostras de leite foi
eficiente, enquanto que em condicbes amperométricas pulsada produziu uma linha base
instvel e larga na regido cromatogréfica proxima a do solvente e onde as tetraciclinas
foram eluidas, podendo ser resultado da presenca de interferentes de matriz com

pronunciada atividade eletroquimica.

A determinacdo de multiresiduos (tetraciclinas, sulfonamidas e cloranfenicol)
em leite bovino foi realizada por Mamani et al®® usando cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector de arranjo de diodos, em que os limites de deteccdo e
quantificagdo foram de 20 e 60 ng/mL, respectivamente para todos os antimicrobianos,
podendo concluir que o método desenvolvido foi adequado para determinagdo de
residuo de antibidticos em leite e ainda pode-se verificar que a estabilidade das
tetraciclinas depende da estrutura quimica de cada uma, ou seja, a clortetraciclina sob
condic@es de estresse alcalino foi a menos estavel e a oxitetraciclina foi a menos estavel
a0 4cido e oxidantes. Tsai et al®® também analisaram amostra de leite por cromatografia
em fase liquida de alta eficiéncia com deteccdo de arranjo de diodos e encontraram
limites de deteccdo entre 7,9 e 35,3 ng/g para quatro tetraciclinas (oxitetraciclina,

tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina).

A fluorescéncia das tetraciclinas depende da sua forma molecular, logo para
aumentar a sensibilidade do método, € necessdrio fazer uma derivacdo pos-coluna
baseada em complexagdo de metais. Para analisar tetraciclinas em amostras de leite
bovino por cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia com detector de

33
|

fluorescéncia, Spisso et al®* utilizaram Mg?* em solucdo de dimetilformaldeido

(alcalino) e obtiveram o méaximo de fluorescéncia quando utilizaram uma taxa de vazéo
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de 0,6 mL/min. Nesse trabalho, os autores obtiveram limites de detecgédo de 5,1; 9,7 e
34,7 ug/kg para oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina, respectivamente, e limites
de quantificacdo de 50 pg/kg para as trés tetraciclinas. Este método foi capaz de

confirmar a presenga de tetraciclinas em amostras de leite.

A CLAE é uma das técnicas mais utilizadas por apresentar alta sensibilidade e
possibilitar uma analise qualitativa e quantitativa eficiente, sendo possivel ainda
trabalhar com determinacdo simultanea de residuos. Além disso, possibilita 0 uso do
detector UV-Vis, ndo sendo necessario utilizar reagentes p/ derivagdo como no caso do
detector de fluorescéncia. Dessa forma, os detectores UV-Vis e de arranjo de diodos

tem sido preferidos em analises de residuos de tetraciclinas.

Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar € uma técnica analitica de separacdo muito utilizada por
sua habilidade para determinar diferentes analitos simultaneamente e com alta eficiéncia

e resolugéo®.

As vantagens da eletroforese capilar na determinacéo de residuos de tetraciclinas
sdo simplicidade, rapidez, pouco consumo de solventes, pequena quantidade de
amostra, baixa contaminacdo ambiental, entre outras. Portanto, tem sido considerada
uma alternativa efetiva ao método de CLAE, porém a eletroforese capilar acoplada a
arranjo de diodos é conhecida por apresentar baixa detectabilidade devido & limitada

injecdo de amostra e a pequena janela para detecgdo™.

Residuos de tetraciclina, oxitetraciclina e clortetraciclina em leite bovino foram

determinados pela primeira vez por eletroforese capilar acoplada a espectrometro de
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massa por Wang et al”. A detectabilidade desse método foi 30 vezes maior do que no

meétodo de eletroforese capilar acoplada a arranjo de fotodiodos.

Vera-Candioti et al®*, determinando antibi6ticos em leite bovino cru por
eletroforese capilar acoplada a detector de arranjo de diodos, concluiram que o método
possui alta eficiéncia e tempo curto de analise (8 min), podendo ser utilizada para

determinagdo de residuos de antimicrobianos em amostras de leite.

A determinacdo simultanea de seis residuos de antibidticos, incluindo a
tetraciclina, foi realizada por Santos et al*’. Nesse trabalho, os autores compararam
analises feitas por eletroforese capilar e CLAE ambas acopladas a detector UV-Vis e
concluiram que os resultados de recuperagdo foram semelhantes entre as duas técnicas,
tendo obtido para tetraciclina a um nivel de fortificacdo de 2,5 pg/mL 68,8% para
CLAE e 66,1% para EC e a um nivel de fortificagdo de 5,0 pg/mL 73,3% CLAE e
73,9% para EC. Ainda foi possivel verificar que os dois métodos apresentaram boa
repetibilidade e embora a CLAE tenha apresentado menores limites de deteccdo e
quantificacdo, assim como, separagdo mais eficiente dos antibi6ticos, a EC utiliza

menores volumes de solventes orgénicos, resultando em menor impacto ambiental.

Dessa forma, verifica-se que o método por eletroforese capilar é econdmico, traz
menores prejuizos ao ambiente e pode ter bons resultados com uma simples troca de
detector, apresentando resultados semelhantes a CLAE, que é uma das técnicas mais

utilizadas para determinacéo de residuos de tetraciclinas.
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Confirmagéo da identidade das tetraciclinas

7

A etapa final da metodologia analitica é a confirmacdo da identidade das
tetraciclinas. A espectrometria de massas acoplada ao cromatografo liquido de alta
eficiéncia € um procedimento de confirmagdo altamente especifico na anélise de
tetraciclinas. Ruyck e Ridder® desenvolveram um método de determinacdo de
tetraciclinas em leite bovino utilizando a cromatografia liquida de alta eficiéncia

acoplada a um espectrdmetro de massa com uma interface de ionizacdo de elétrons, que

detectou concentragdes de residuos entre 5 e 20 ug/L.

Consideracdes finais

A determinacdo de residuos de antimicrobianos em leite € necesséria por se
tratar de farmacos amplamente utilizados na medicina veterinaria no Brasil e que podem
trazer prejuizos para a saude do consumidor, além de prejuizos econdmicos para o
produtor e os fabricantes de produtos lacteos. H& muitos fatores limitantes na
determinagdo de tetraciclinas em leite, portanto todas as etapas merecem atengdo e
cuidado. Recuperagdes melhores tém sido obtidas com o uso do tamp&o Mcllvaine e
colunas de fase solida (Cig) nas etapas de extracdo e limpeza. Dentre as técnicas
analiticas, a mais utilizada € a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
sistema de detecgdo por absorgdo no ultravioleta (UV) ou por arranjo de diodos, embora
existam técnicas que apresentem bons resultados, porém com menor sensibilidade como
é 0 caso da eletroforese capilar, que ainda permite uma anélise rapida e menos poluente.
Muitos autores tém desenvolvido trabalhos para analise de tetraciclinas em leite, porém
ainda hd uma enorme busca e sdo necessarios melhoramentos para se alcancar

metodologias rapidas, faceis, acessiveis economica e ecologicamente corretas.
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VALIDATION OF A HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
METHOD FOR THE DETERMINATION OF OXYTETRACYCLINE,
TETRACYCLINE, CHLORTETRACYCLINE AND DOXYCYCLINE IN
PASTEURIZED BOVINE MILK. A method to determine tetracyclines residues in
pasteurized bovine milk was validate, using HPLC-UV/VIS, at 365 nm. The extraction
consisted of a deproteinization followed by a clean up in C1g columns. The analites were
separated by a gradient system consisting of 0.01 mol/L oxalic acid, acetonitrile and
triethilamine in Cg column. The method presented limits of detection and quantification
from 42.3 to 75.8 and 43.2 to 76.4 pg/kg, respectively. The detection limit (CCa) and
detection capability (CCp) varied from 114.2 to 143.7 and 129.3 to 188.7, respectively.
Recoveries of tetracyclines from spiked samples were higher than 82.5% and precision

was 7.1%.

Keywords: validation; tetracyclines; HPLC-UV/VIS.
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INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo administrados no gado leiteiro para tratamento e
prevencdo de doencas, além de serem usados como promotores de crescimento." No
entanto, 0 uso desses farmacos veterinarios pode resultar em residuos no leite, que
causam prejuizos na saude dos consumidores, induzindo resisténcia bacteriana, reaces
alérgicas, tais como: nauseas, vomitos e irritagdo géstrica em individuos hipersensiveis.?
Além disso, a presenca de residuos de antibidticos causa retardo ou inibicdo do
crescimento de bactérias fermentadoras resultando em perdas econdmicas para a
industria l4ctea.®

Pontes Netto et al.* ao realizarem levantamento dos principais medicamentos
usados no rebanho leiteiro no Estado do Parand no periodo de setembro a outubro de
2003, verificaram que as tetraciclinas foram o terceiro principal grupo utilizado. No
entanto, isoladamente a oxitetraciclina foi o antimicrobiano mais usado pelos
pecuaristas paranaenses. Bando et al.”> e Zanella et al.® investigaram a ocorréncia de
residuos de antimicrobianos em amostras de leite do Estado do Parand utilizando
imunoensaios enzimaticos no periodo de Margo de 2005 a Abril de 2006 e Janeiro de
2006 a Junho de 2007, respectivamente, e verificaram que o grupo das tetraciclinas foi o
que apresentou maior prevaléncia entre os antimicrobianos encontrados nas amostras
analisadas.

As tetraciclinas sdo uma classe de antibidticos de largo espectro, que agem
contra bactérias Gram positivas e negativas." A primeira tetraciclina descoberta foi a
clortetraciclina, a partir do Streptomyces aureofaciens, por Duggar em 1948.
Atualmente, ha oito tetraciclinas comercializadas, dentre elas quatro sdo mais comuns
em tratamentos de animais destinados a alimentagdo humana: oxitetraciclina,

tetraciclina, doxiciclina e clortetraciclina.?
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Nas legislacBes sanitirias dos paises desenvolvidos estd estabelecida
regulamentacdo para o uso de antimicrobianos na pecuaria, que define os limites
maximos de residuos (LMR) nos alimentos de origem animal.” O Codex Alimentarius'®
estabeleceu o LMR para tetraciclina, isolada ou combinada com outros antibidticos da
mesma classe, de 100 ug/kg de leite. A Unido Européia classifica as tetraciclinas no
grupo B (drogas veterinarias e contaminantes) e estabelece o LMR de grupo em leite de
100 pg/kg para oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina isoladas ou
combinadas.'*?

Os testes de triagem imunolégicos ou de inibicdo microbiana sdo mais
comumente utilizados para determinacdo de residuos de antimicrobianos presentes em
leite, porém ndo sdo capazes de identifica-los, sendo necessarios métodos quimicos

% como a cromatografia liquida.™*** A

especificos de identificagdo e quantificacdo,’
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) apresenta alta reprodutibilidade,
exatid&o e seletividade." As tetraciclinas apresentam forte absor¢do UV entre 270 e 360
nm em pH 4cido e neutro, ento o sistema de deteccdo mais comum é a absorgdo UV.®
Em agosto de 2002, a Unido Européia estabeleceu uma legislagdo especifica
(657/EC) para métodos analiticos usados como oficiais para controle de residuos em
produtos de origem animal, que engloba desempenho e interpretagdo de resultados
desses métodos.’® Visto isso, o objetivo desse trabalho foi validar um método
multirresiduo para determinacdo de tetraciclinas (oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina) em leite bovino por cromatografia liquida de alta

eficiéncia com deteccdo UV-VIS de acordo com os critérios analiticos definidos pela

Comissdo Européia 2002/657/EC.
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PARTE EXPERIMENTAL
Materiais e Reagentes

Foram utilizados metanol (Honeywell Burdick & Jackson, Muskegon, EUA),
acetonitrila (J.T. Baker, Cidade do México, México), trietilamina (Vetec, Rio de
Janeiro, Brasil), todos de grau cromatografico; e reagentes de grau PA: &cido citrico
(Reagen, Rio de Janeiro, Brasil), EDTA sal dissodico (Labsynth, S&o Paulo, Brasil),
acido oxalico cristal (Dinamica, Diadema, Brasil), fosfato dibasico de sddio anidro
(Nuclear, Brasil) e &cido tricloroacético (Reagen, Rio de Janeiro, Brasil). A agua
ultrapura obtida através de sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, EUA) foi utilizada no
preparo das solugdes.

Os padrdes oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina com graus
de pureza de 77%; 95%; 91,3% e 98%, respectivamente, foram adquiridos da Sigma
Aldrich (St. Louis, EUA).

Para filtracdo foram utilizados filtros e millex com membranas PTFE
modificada com 0,45 um (Millipore, Saint Louis, EUA). E para extra¢do foram usados
colunas C18 SPE HLB OASIS (Waters, Wexford, Irlanda), 3cc, 60 mg.

Os equipamentos utilizados foram ultra-centrifuga Universal 320R (Hettich
Zentrifugen, Tuttlingen, Alemanha), vortex mixer KMC - 1300V (Vision Scientific
CO., LTD, Kyeonggi-do Coréia), lavadora ultrassénica USC 700 (Unique, Indaiatuba,
Brasil), vaccum elut (Varian, Walnut Creek, USA), concentrador Tec Vap TE — 0194
(Tecnal, Piracicaba, Brasil) e balanca analitica CP225D (Sartorius, Gottingen,

Alemanha)
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Solugdes estoque e de trabalho

Para cada antibiodtico foi preparada uma solucdo padrdo estoque de 1 mg/mL,
utilizando 10 mg de padréo para 10 mL de metanol, considerando o grau de pureza de
cada padrdo de tetraciclina. Estas solugbes foram armazenadas a 4°C por
aproximadamente 30 dias. A solugdo padréo de trabalho foi preparada na concentragdo
de 10 pg/mL, a partir das solugdes padrdes estoques de cada tetraciclina. A cada dia de
trabalho foi necessario preparar uma nova solucdo de trabalho. A solucdo tampédo
Mcllvaine foi preparada utilizando 11,956 g de sodio fosfato bibasico anidro; 3,72 g de
EDTA e 13,0 g de &cido citrico monoidratado dissolvidos em agua ultrapura, segundo
Fritz e Zuo.'” A soluco de &cido tricloroacético 20% foi preparada dissolvendo o acido

em &gua ultrapura.

Preparo de amostras

Foram utilizados leites pasteurizados de diversas marcas adquiridos
comercialmente e submetidos a teste rapido por SNAP para tetraciclinas. As amostras
negativas constituiram o “pool” de leite utilizado para a valida¢do. As amostras foram
homogeneizadas e fortificadas, em diversas concentragdes, com a solucdo padréo de
trabalho das quatro tetraciclinas. Em seguida, 5 mL de amostra de leite foram pipetados
em um tubo de polipropileno de 50 mL, acrescentou-se 2 mL de solucdo de &cido
tricloroacético 20% e agitou-se em vortex. Apds a agitacdo, 20 mL de solugdo tampéo
Mcllvaine foram adicionados e a mistura foi centrifugada a 1842 g por 20 minutos a
temperatura ambiente. O sobrenadante foi aplicado ao cartucho de extragéo previamente
acondicionado com 3 mL de metanol e 2 mL de agua ultrapura. Apés a passagem da
amostra, o cartucho foi lavado com 2 mL de metanol 5% em &gua e a elui¢do das

tetraciclinas com 3 mL de metanol. A amostra, entdo, foi concentrada a 35°C e, no
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momento da analise, foi reconstituida com 1 mL de metanol, homogeneizada e filtrada
em Millex antes de ser injetada no cromatégrafo liquido de alta eficiéncia (CLAE)."®
As amostras brancas (controle negativo) foram extraidas pelo mesmo

procedimento, porém sem adi¢do dos antimicrobianos.

Equipamentos e condi¢bes cromatrogréaficas

Para separacdo das tetraciclinas foi utilizado um cromatégrafo liquido modelo
Finnigan Surveyor (Thermo Scientific, San Jose, EUA) composto por um injetor
automatico acoplado a um detector UV-Vis (Thermo Scientific, San Jose, EUA) e
coluna Inersil C8-4 (GL Sciences Inc., Tokio, Japdo) de dimensfes 150x4,6mm;
particula de 5 um e tamanho de poro de 100A. As condicdes cromatogréficas foram:
fase movel 1 composta por &cido oxalico 0,01 mol/L-acetonitrila-trietilamina
(90:9,9:0,1), e fase movel 2 de acetonitrila. O cromatégrafo operou a temperatura
ambiente (25° C), num comprimento de onda de 365 nm e a corrida de cada amostra
teve duragdo de 10 minutos, no gradiente descrito no Quadro 1.

Quadro 1. Gradiente de fase mdvel utilizada na analise de tetraciclinas.

Tempo Fase movel 1 Fase movel 2 Fluxo
(Min) (%) (%) (mL/min)
0 85 15 15
0,3 70 30 1,2
1,0 70 30 15
5 85 15 15

10 85 15 15
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Validacdo do método

Os parametros da validacdo avaliados foram: seletividade e especificidade,
recuperagdo (exatiddo), precisao (repetibilidade e reprodutibilidade), limites de deteccéo
e quantificacdo, limite de decisdo (CCa) e capacidade de deteccdo (CCP), todos de

acordo com a regulamentacéo 2002/657/EC da Unido Européia.

Curvas Analiticas

As curvas analiticas avaliaram a linearidade e sensibilidade do método e com
obtengcdo dos coeficientes de determinagdo pode-se determinar a correlagdo entre as
concentracgdes utilizadas para confecgdo da curva. Para avaliar esse parametro 6 curvas
foram construidas para cada analito, com 7 pontos diferentes, incluindo o branco, sendo
eles 50, 100, 200, 400, 800, 1600 pg/kg. Cada curva foi construida adicionando-se as

quatro tetraciclinas combinadas em extratos de amostras branco.

Seletividade e especificidade
Para avaliar se no tempo de retengdo esperado de cada tetraciclina havia a

presenca de algum interferente, 20 amostras branco foram analisadas.

Limites de detecgdo (LD) e quantificacdo (LQ)

Para obter esses dois limites, 20 amostras branco foram analisadas. O limite de
deteccdo representou o teor minimo da substancia a ser analisada que pode ser detectado
numa amostra através do sinal-ruido. Calculou-se esse limite pela equagéo:

LD = Mo+ K o0
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Onde, po € a média do teor obtido pelo sinal-ruido e oo é 0 desvio padréo de po. k
é a constante de 3,3, considerando que a distribui¢do é gaussiana e para obter um nivel
de confianca de 99,7%.

O limite de quantificacdo correspondeu a minima concentracdo da substancia a
ser analisada que foi possivel quantificar. O LQ foi obtido pela equac&o:

LQ:}J.o'i'lOGo

Limite de decisdo (CCa) e capacidade de detec¢do (CCp)

Esses pardmetros foram calculados a partir de 20 amostras fortificadas ao nivel
do LMR (100 pg/kg). O CCa é o limite a partir do qual uma amostra pode ser declarada
ndo conforme com uma probabilidade de erro o igual a 5%. Calculou-se o CCa pela
equacao:

Icca = pLmr+ 1,64 X o MR

Onde, YLmr é @ média e 0 o mr € 0 desvio padrdo da amplitude de sinal do
analito no nivel do LMR. Para calcular o CCa utilizou-se uma curva de calibracado
construida em amostras branco fortificadas (50 a 1600 pg/kg) para cada tetraciclina.

O CCB é o limite a partir do qual uma substancia pode ser detectada, identificada
e/ou quantificada com uma probabilidade de erro [ igual a 5%. Representa a
concentragdo que o método é capaz de detectar no LMR com certeza estatistica de 1-,
calculada por:

Icep = Icca + 1,64 oLmr
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Recuperacéo

Nesse estudo, amostras de leite foram fortificadas nas concentragbes de 0,5, 1 e
1,5 vezes o LMR (50, 100 e 150 pg/kg), analisou-se cada uma das concentrages em 6
replicatas e calculou-se pela formula:

recuperacdo (%) = 100 x Teor medido + nivel de fortificacdo

Preciséo

A precisdo avaliou a repetibilidade e reprodutibilidade do método. Para o
primeiro trés niveis de fortificacdo (50, 100 e 150 pg/kg) foram analisadas em 6
replicatas, enquanto para o segundo as mesmas analises foram realizadas porém em trés
dias diferentes. A repetibilidade e a reprodutibilidade foram apresentadas em coeficiente
de variagdo determinado pela equagéo:

CV =d/u
Onde, o é 0 desvio padrao e p é a média dos resultados.
Os resultados de reprodutibilidade foram conflitados com a equacdo de Horwitz:
CV = 2(1-05l0g0)
Em que C representa a concentragdo, expressa em uma poténcia de 10 (por

exemplo 1 pg/mL = 10®).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na procura de um método simples e rapido para determinacdo de tetraciclinas
em leite bovino, nesse trabalho o método desenvolvido por Denobile e Nascimento™ foi
avaliado, porém ndo foi possivel obter a separacdo da oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina de forma eficaz. As fases mdveis foram mantidas, porém o

gradiente e o fluxo foram alterados e obteve-se o cromatograma apresentado na figura 1.
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Verificou-se que a amostra branco ndo apresentou interferentes nas regides em que 0s
picos de tetraciclinas foram eluidos, indicando a seletividade do método.

Foram construidas ao longo do estudo de validacdo 6 curvas analiticas para cada
tetraciclina analisada em extratos de amostras branco, com concentragdes: branco, 50,
100, 200, 400, 800 e 1600 pg/kg. A linearidade do método foi de 50-1600 pg/kg e
coeficientes de determinacdo de 0,9936; 0,9990; 0,9974 e 0,9988 para oxitetraciclina,
tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina, respectivamente. O método apresentou
linearidade e correlacdo entre as concentragdes utilizadas para a confecgéo da curva.

Na tabela 1 sdo apresentados os limites de detecgdo com seus respectivos
coeficientes de variagdo para cada uma das tetraciclinas avaliadas e na tabela 2 os
limites de quantificagdo e seus coeficientes de variagdo. Observa-se que os dois limites
encontram-se abaixo do LMR estabelecido tanto pela Unido Europeia'' quanto pelo
Codex Alimentarius,® para todas as tetraciclinas analisadas. Os limites de deteccéo
encontrados para oxitetraciclina estdo acima dos demonstrados por Furusawa® e

Rassouli et al.?*

que utilizaram cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccéo
UV-Vis para determinagdo de tetraciclinas. Ainda observou-se coeficientes de variagdo
baixos, 0 que demonstrou pequena variagao entre as amostras.

Tabela 1. Limites de deteccdo e coeficiente de variagdo do método avaliado para
tetraciclinas.

Tetraciclinas Limite de Detecgéo Coeficiente de Variagao
(Ha/kg) (%)
Oxitetraciclina 75,8 0,1
Tetraciclina 49,2 0,2
Clortetraciclina 42,3 0,3

Doxiciclina 53,4 0,3
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Branco Padrio

OTC TC CTC

Minutes

Figura 1. Cromatograma de oxitetraciclina (OTC), tetraciclina (TC), clortetraciclina (CTC) e Doxiciclina (DC). Amostra branco e amostras
branco fortificadas ao nivel de 100 ng/mL par cada tetraciclina.
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Tabela 2. Limite de quantificagdo e coeficiente de variacdo do método avaliado para
tetraciclinas.

Tetraciclinas Limite de Quantificagdo  Coeficiente de Variagéo

(Hg/kg) (%0)
Oxitetraciclina 76,4 0,1
Tetraciclina 49,8 0,2
Clortetraciclina 43,2 0,3
Doxiciclina 54,6 0,3

Em relacdo aos limites de quantificacdo, Kishida? encontrou valores de 0,01
pg/mL para oxitetraciclina e tetraciclina, 0,04 pg/mL para clortetraciclina e 0,03 pg/mL
para doxiciclina, ou seja, menores do que os encontrados no presente trabalho. Ruela et
al.,’ também encontraram valores inferiores, principalmente para oxitetraciclina. Porém,

1.2% determinando residuos de tetraciclinas, sulfonamidas e cloranfenicol em

Mamani et a
leite bovino obtiveram LQ de 60 ng/mL para oxitetraciclina, tetraciclina e
clortetraciclina, verificando-se que os valores de LQ do método validado neste trabalho
sd0 aceitaveis para determinacdo desses antibidticos.

Para determinar a recuperagdo do método, escolheu-se utilizar concentragdes de
0,5, 1e15 vezes o0 LMR ( 50, 100 e 150 pg/kg) conforme estipuladas pela Uni&o
Européia.’® Os resultados estdo apresentados na Tabela 3. Entretanto, para
oxitetraciclina e doxiciclina ndo foi possivel calcular a recuperacgéo na concentragéo de
50 pg/kg, pois os limites de quantificacdo para essas duas tetraciclinas foram maiores
do que essa concentracdo. Em geral, as recuperacOes foram satisfatorias para todas as
tetraciclinas, em todas as concentragdes variando de 70,7 a 114,5% de acordo com guias
elaborados pela "Association of Official Analytical Chemists International — AOAC™*,
em que recuperacdes entre 70 a 120% para concentragdes entre 10 e 100 pg/kg, e 70-

110% para concentraces entre 100 e 1000 pg/kg sdo aceitiveis para validagdo de

métodos multirresiduos.
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Na tabela 3 ainda é possivel verificar o coeficiente de variacdo, em que a media
das trés concentragdes das quatro tetraciclinas demonstrou a repetibilidade do método,
que seria de 7,1%, considerado aceitavel, de acordo com a Unido Europeia que
preconiza coeficiente de variagdo menores que 15-20% para concentragdes entre 10 a
1000 pg/kg, concluindo que o método apresentou boa precisdo, quando considerada a
repetibilidade.

Tabela 3. Médias de concentragdo, recuperagdo e coeficiente de variagdo para
tetraciclinas para cada nivel de fortificacéo.

Amostras de Leite

Ni Médias de
ivel de ~ ~
Tetraciclinas Fortificacao concentracao Rec,uperagao Coeficiente de
(Lg/kg) + desvio meédia - % Variaco (%)
padrédo (n=6)
(Ha/kg)
Oxitetraciclina 100 98,8 +3,1 98,8 3,1
150 127,9+8,7 85,3 6,8
Tetraciclina 50 52,2 + 3,6 104,5 6,9
100 1141 +3,1 114,5 2,7
150 140,4 + 8,6 93,6 6,1
Clortetraciclina 100 1141+ 3,1 94,2 44
150 123,4 + 12,7 82,5 10,2
Doxiciclina 100 90,8+24 90,8 2,6
150 1419+114 94,6 8,0

A tabela 4 demonstra os resultados de limite de deciséo (CCa) e capacidade de
quantificagdo (CCP) para oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina.

Cinquina et al.*®

ao determinarem o CCo para tetraciclinas por CLAE acoplado a
detector de arranjo de diodos encontraram valores de 113,2; 114,9; 121, 6 e 127 pg/kg
para oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina, respectivamente, valores
proximos aos encontrados neste trabalho. Em relacdo a CCp, no mesmo trabalho os

autores encontraram para oxitetraciclina 117,2 pg/kg, tetraciclina 120,9 pg/kg,

clortetraciclina 126,5 pg/kg e para doxiciclina 131,3 pg/kg; valores consideravelmente
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mais baixos do que os encontrados no presente trabalho, principalmente para
clortetraciclina.

A reprodutibilidade do método é apresentada na tabela 5 em termos de
coeficiente de variacdo. Segundo a regulamentacdo da Unido Européia,'® para
concentracdes abaixo de 100 pg/kg a aplicacdo da equagdo de Horwitz ndo fornece
valores aceitaveis, porque quanto menor a concentracdo maior serd o coeficiente de
variagdo determinado pela equagdo. Entdo, os resultados para concentragcbes de 50
pg/kg ndo foram apresentados na tabela.

Tabela 4. Limite de decisdo (CCa) e capacidade de quantificagdo (CCP) para
tetraciclinas.

Tetraciclinas CCa CCp
(Mg/kg) (Mg/kg)

Oxitetraciclina 114,2 129,3

Tetraciclina 138,4 176,9

Clortetraciclina 143,7 188,7

Doxiciclina 135,2 160,0

Tabela 5. Resultado de reprodutibilidade do método para tetraciclinas.

Coeficiente

Coeficiente de 2/3 do
Nivel de de Variacio CV (%) Reprodutibilidade
Tetraciclinas Fortificagdo variagao (% )Q Equacéo do método
(na/kg) ob(}ido Equaciio de _ (%)
(%) de Horwitz Horwitz
Oxitetraciclina 100 6,9
150 9,3
Tetraciclina 100 6,3
150 7,7
23 15,3 8,0
Clortetraciclina 100 12,4
150 9,4
Doxiciclina 100 3,8

150 7,8
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Na decisdo da Unido EuropeialG, o0 valor do coeficiente de variacdo ndo pode
ultrapassar 2/3 do coeficiente de variagdo determinado pela equagédo de Horwitz, nota-se
que na tabela 5 esse CV foi de 23% e 2/3 deste resultou em 15,3%; e todos os CVs para
todas as tetraciclinas determinadas apresentam-se abaixo deste. A reprodutibilidade
encontrada encontra-se abaixo do CV obtido pela equacdo de Horwitz, logo o método

apresentou boa reprodutibilidade.

CONCLUSAO

O método validado neste trabalho para determinacdo de tetraciclinas em leite
bovino pasteurizado, segundo a regulamentagcdo 2002/657/EC da Unido Europeia,
apresentou-se linear, especifico e seletivo, preciso e com exatiddo na faixa de 82,5 a
114,5%. Foram determinados limites de deteccdo entre 42,3 e 75,9 upg/kg e de
quantificacdo entre 43,2 e 76,4 pg/kg. Além disso, o limite de decisdo e a capacidade de
quantificagdo foram encontrados nas faixas de 114,2 a 143,7 pg/kg e 129,3 a 188,7
Mg/kg, respectivamente. Portanto, 0 método avaliado apresentou eficiéncia suficiente
para 0 monitoramento de tetraciclinas em leite de acordo com os requisitos da Uni&o

Européia.
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RESUMO

A ocorréncia de residuos de tetraciclinas em leite bovino pode causar efeitos adversos ao consumidor e
perdas econdmicas aos produtores. Logo, 0 objetivo desse trabalho foi investigar a ocorréncia de residuos
de tetraciclinas em leite bovino pasteurizado, utilizando cromatografia em fase liquida de alta eficiéncia
com sistema de deteccdo UV/VIS e avaliar a exposicdo da populacdo paranaense aos residuos desses
antimicrobianos. Foram analisadas 100 amostras coletadas no Estado do Parana, Brasil, das quais 3
estavam contaminadas apresentando valores de 121, 8 ug/kg para oxitetraciclina, 93,5 pg/kg para
tetraciclina e 134,6 ug/kg para a somatéria de clortetraciclina (61,6 pg/kg) e doxiciclina (73,0 pg/kg). A
concentracdo mediana de residuos de tetraciclinas encontrada nas amostras foi de 42,3 pg/kg e a Ingestdo
Diéaria Estimada foi de 0,05 pg/kg p.c./dia para o Brasil, 0,08 pg/kg p.c./dia para a regido Sul do pais e
0,07 pg/kg p.c./dia para o Estado do Parana. Os resultados demonstraram que a ocorréncia de tetraciclinas
em leite no Brasil foi baixa (3%), porém foram encontradas amostras acima do LMR (2%), e o risco da

populagéo a estes residuos no leite considerado baixo (<1%IDA).
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As tetraciclinas sdo antibidticos que atuam contra bactérias Gram negativas e positivas, organismos
atipicos como clamidia e micoplasmas, e ainda parasitas protozoarios e por isso sdo largamente utilizadas
em infecgdes animais (4). Porém, o uso indiscriminado desses antimicrobianos no gado leiteiro e o ndo
cumprimento do tempo de caréncia podem resultar em residuos no leite (15). A presenca de residuos de
antibioticos causa prejuizos econdmicos para indudstrias lacteas, devido ao retardo ou inibicdo do
crescimento de bactérias fermentadoras (6). Além do efeito nocivo a salde dos consumidores, pois
induzem a resisténcia bacteriana, um dos mais importantes problemas de Salde Publica, e reacOes
alérgicas, como: nauseas, vomitos e irritacdo gastrica (10).

Recentemente, a ocorréncia de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos tem sido um
tema de ampla discussdo internacional sobre avaliagdo de risco e estabelecimento de limites maximos de
residuo (LMR) (18). O Codex Alimentarius e a Unido Européia estabeleceram limites maximos de residuo
(LMR) de 100 pg/kg para tetraciclinas isoladas ou combinadas em leite (5,7). Portanto, ha a necessidade

de monitorar a presenca destes residuos de antibidticos nesse alimento.

Os objetivos deste artigo sdo investigar a ocorréncia de residuos de oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina e doxiciclina em leite bovino pasteurizado comercializado no Estado do Parana, Brasil,
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com sistema de deteccdo UV/VIS e avaliar a

exposicdo da populagdo paranaense aos residuos desses antimicrobianos.

MATERIAIS E METODOS

Amostras. Cem amostras de leite bovino pasteurizado foram coletadas em diferentes
estabelecimentos comerciais no Estado do Parand, Brasil, no periodo de mar¢o/2010 a outubro/2011,
transportadas ao laboratério sob gelo e armazenadas a -20°C até o0 momento da analise.

Reagentes, padrdes e equipamentos. Foram utilizados metanol (Honeywell Burdick & Jackson,
Muskegon, M), acetonitrila (J.T. Baker, Cidade do México, México), trietilamina (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil), de grau cromatografico; e os reagentes de grau analitico: acido citrico (Reagen, Rio de Janeiro,
Brasil), EDTA sal dissodico (Labsynth, S&o Paulo, Brasil), acido oxalico cristal (Dindmica, Diadema,
Brasil), fosfato de sédio bibasico anidro (Nuclear, Brasil) e &cido tricloroacético (Reagen, Rio de Janeiro,
Brasil). A agua ultrapura obtida através de sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA) foi utilizada no

preparo das solugdes. Para filtragdo foram utilizados filtros com membranas PTFE modificada com 0,45
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pm (Millipore, Bedford, MA). E para extracdo foram usadas colunas C18 SPE HLB OASIS (Waters,
Wexford, Irlanda), 3cc, 60 mg. Os padrbes de oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina
com graus de pureza de 77%; 95%; 91,3% e 98%, respectivamente, foram adquiridos da Sigma Aldrich
(St. Louis, MO).

Para cada antibidtico foi preparada uma solugdo padrdo estoque de 1 mg/mL, utilizando 10 mg
de padrdo para 10 mL de metanol. A partir da solugdo padrdo estoque, uma solugao padrao de trabalho na
concentracdo de 10 pg/mL foi obtida contendo as quatro tetraciclinas. A solucdo tampdo Mcllvaine foi

preparada de acordo com Fritz e Zuo (8).

Os equipamentos utilizados foram ultra-centrifuga Universal 320R (Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Germany), vortex mixer KMC - 1300V (Vision Scientific CO., Kyeonggi-do, Korea),
lavadora ultrassénica USC 700 (Unique, Indaiatuba, Brasil), vaccum elut (Varian, Walnut Creek, CA),
concentrador Tec Vap TE — 0194 (Tecnal, Piracicaba, Brasil), balanca analitica CP225D (Sartorius,
Gottingen, Germany). O cromatografo liquido de alta eficiéncia (CLAE) utilizado foi o Finnigan
Surveyor (Thermo Scientific, San Jose, CA) composto por um injetor automatico PLUS, Bomba

quaternaria PLUS acoplado a um detector UV-Vis PLUS (Thermo Scientific, San Jose, CA).

Extracédo e limpeza das amostras. As amostras foram homogeneizadas e 5 mL foram pipetados
em um tubo de centrifuga de polipropileno de 50 mL, acrescentou-se 2 mL de solugdo de é&cido
tricloroacético 20% em agitador mecanico durante 1 min. Apés a agitagdo, 20 mL de solucdo tampéo
Mcllvaine foram adicionados e a mistura foi centrifugada a 1842 g por 20 minutos a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi aplicado ao cartucho de extracdo C18 pré-condicionado com 3 mL de
metanol e 2 mL de &gua ultrapura. Apo6s a passagem da amostra, o cartucho foi lavado com 2 mL de
metanol 5% e a eluicdo das tetraciclinas com 3 mL de metanol. O eluato foi evaporado a 35°C sob fluxo
de nitrogénio e conservado a -20°C até o0 momento da analise por CLAE (18), no maximo 24 horas.

Determinacao dos residuos de tetraciclinas em leite por CLAE. O residuo foi reconstituido
com 1 mL de metanol, homogeneizado e filtrado em Millex antes de ser injetado no CLAE. Para
separacdo das tetraciclinas foi utilizada coluna C8 Inertsil C8-4 (GL Sciences Inc, Tokio, Japdo) de
dimensBes 150x4,6mm ID; particulas de 5 pm de poro de 100A; fase mdvel 1 composta por acido oxalico
0,01 mol/L, acetonitrila, trietilamina (90:9,9:0,1), e fase movel 2 constituida de acetonitrila, com

gradiente segundo quadro 1. As condicbes cromatograficas foram: comprimento de onda de 365 nm,
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corrida de 10 minutos para cada amostra e temperatura ambiente. Para a determinacdo da concentracgdo de
tetraciclinas foram utilizadas curvas analiticas no extrato para oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina
e doxiciclina de 50, 100, 200, 400, 800, 1600 ng/ml, com tempo de retencdo de 2,4 minutos para
oxitetraciclina, 2,9 minutos para tetraciclina, 4,5 minutos para clortetraciclina e 4,8 minutos para
doxiciclina. A adicdo das concentracdes acima foi realizada em um pool de leite sem a presenga de
tetraciclinas. Os limites de detecgdo encontrados para o método foram 42,3; 49,2; 53,4 e 75,8 ug/kg para
clortetraciclina, tetraciclina, doxiciclina e oxitetraciclina, respectivamente. As recuperaces médias
obtidas foram 90,8% para doxiciclina, 94,2% para clortetraciclina, 98,9% para oxitetraciclina e 114,5%
para tetraciclina.

Avaliagdo da exposicdo a tetraciclinas. O consumo de leite no Brasil foi estimado pela
aquisicdo domiciliar per capita anual apresentada na Pesquisa de Orgcamentos Familiares (POF 2008-
2009) feita pelo IBGE (9). Segundo essa pesquisa, a ingestdo diaria de laticinios foi de 119,75 g per
capita no pais, destes 70,25 g foram de leite bovino pasteurizado. Na regido Sul do Brasil, o consumo foi
de 117,98 g e no estado do Parana de 99,70 g. Para avaliar a exposicdo aos residuos de tetraciclinas foi
calculada a Ingestdo Diaria Estimada (IDE) segundo o JECFA (12), multiplicando a concentracdo
mediana de residuos de tetraciclinas encontrados no leite apresentados neste trabalho pelos dados de
consumo de leite (9) e dividindo pelo peso corpéreo de 60 kg. A IDE foi comparada com a Ingestéo

Diaria Aceitavel (IDA) de 0-0,03 mg/kg peso corporeo (p.c.) estabelecido pelo JECFA (11).

RESULTADOS
A freqliéncia de amostras de leite bovino positivas para tetraciclinas foi de 3%. Duas amostras
excederam o LMR (121,8 e 134,6 pg/kg). Uma amostra (1%) apresentou residuo de oxitetraciclina na
concentracdo de 121,8 pg/kg. Outra amostra (1%) continha residuo de tetraciclina no teor de 93,6 pg/kg.
Ainda, uma amostra apresentou residuos de clortetraciclina e doxiciclina combinadas em niveis de 61,6 e

73,0 pg/kg, respectivamente.

A concentracdo média de residuos de tetraciclinas encontrada nas amostras foi de 44,5 pg/kg e a
mediana de 42,3 pg/kg. Logo, a IDE para leite pasteurizado no Brasil foi de 0,05 pg/kg p.c./dia; 0,08
Mg/kg p.c./dia para a regido Sul do pais e 0,07 pg/kg p.c./dia para o Estado do Parana. O risco foi

considerado negligenciavel, uma vez que a IDE foi inferior a 1% da IDA.
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DISCUSSAO

Entre marco de 2005 a abril de 2006 e janeiro de 2006 a Junho de 2007, Bando et al. (3) e
Zanella et al. (19), respectivamente, avaliaram a ocorréncia de residuos de antimicrobianos em amostras
de leite do Estado do Parana utilizando imunoensaios enzimaticos e observaram que o grupo das
tetraciclinas foi o que apresentou maior prevaléncia entre os antibioticos encontrados nas amostras de
leite. No estudo de Bando et al. (3), 41 (27,2%) amostras de leite estavam contaminadas com esta classe
de antibioticos. Zanella et al. (19) trabalharam com um nimero maior de amostras e encontraram 48
amostras (18,5%) com residuos de tetraciclinas. Porém, devido a esses testes ndo serem capazes de
identificar e quantificar as tetraciclinas, ndo se pdde verificar quais moléculas estavam presentes nessas
amostras. A partir desses dados, nota-se que houve uma diminuicdo de amostras contaminadas no Estado
do Parana, Brasil, entre os anos de 2005 e 2011. Conflitando os resultados deste trabalho com os
anteriores, observa-se que poucas amostras apresentaram-se positivas, 0 que pode ser resultado de
melhoria da qualidade do leite ou do método analitico utilizado, a CLAE com sistema de detec¢do UV-

VIS.

Em contrapartida, Mamani et al. (13), para testar o método validado para determinagdo de
tetraciclinas, sulfonamidas e cloranfenicol usando CLAE com deteccdo por arranjo de diodos, avaliaram
16 amostras de leite pasteurizado coletadas na cidade de Campinas, Brasil, em 2006, verificando que 0s
antimicrobianos das amostras ficaram abaixo do LD do método validado (20 pg/kg), ou seja, abaixo do
LMR estabelecido pela Unido Européia. Verifica-se que esse estudo foi realizado no mesmo periodo dos
trabalhos do Estado do Parana, logo, observa-se que no Estado de S&o Paulo ndo havia prevaléncia de
contaminacdo por tetraciclinas em leites bovinos.

Alomirah et al. (2) realizaram um estudo de prevaléncia de residuos de antimicrobianos em leite
e derivados no Kuwait utilizando testes rapidos e confirmacdo para tetraciclina por CLAE acoplado a
espectrdometro de massa, e verificaram que para leites pasteurizados houve maior prevaléncia para
tetraciclinas no periodo de abril/2004 a fevereiro/2005, encontrando 7,7% de amostras de produtores
locais acima do LMR e 7,1% de amostras acima do limite para leites pasteurizados importados. Nesse
trabalho, os autores ainda fizeram confirmacdo para 4 amostras de leite, encontrando em duas residuos de

oxitetraciclina. Spisso et al. (16) em um trabalho realizado no Rio de Janeiro, Brasil, criaram um teste
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piloto para verificar a ocorréncia de residuos de tetraciclinas em leites pasteurizados comercializados na
regido metropolitana dessa cidade entre outubro/2009 a margo/2010, utilizando cromatografia liquida
acoplada a espectrometro de massa, e encontraram 14 amostras em 100 contaminadas com residuos de
oxitetraciclina e uma amostra com tetraciclina, porém nenhuma amostra apresentou concentragdes acima
do LMR. Nota-se que os antibiéticos da classe das tetraciclinas sdo utilizados em varios paises, sendo 0s
antimicrobianos de maior prevaléncia quando realizados estudos de determinacdo de multirresiduos.
Observa-se também que a oxitetraciclina é a mais encontrada dentre as tetraciclinas como mostrado

nesses estudos e no presente trabalho.

Abbasi et al. (1) analisaram amostras de leite cru, pasteurizado e esterilizado, no Ird, por
cromatrografia liquida de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia e verificaram que o leite
pasteurizado apresentou maior nimero de amostras (22/90) com residuos de tetraciclinas acima de 100
Mg/kg, sendo a clortetraciclina, o antibidtico em maior concentracdo. Verifica-se que o leite pasteurizado
apresentou maior contaminagdo por tetraciclinas e apesar da oxitetraciclina ser encontrada em trabalhos
de diversos paises como prevalente, outros antibidticos da classe também podem ter prevaléncia em

alguns paises, como no Ira.

Martins-Junior et al. (14) enfatizam a importancia de programas de monitoramento de qualidade
em alimentos ao desenvolverem um método multirresiduos em leite utilizando CLAE e deteccdo por
espectrometria de massas. Nesse trabalho, 12 amostras de leite foram analisadas, sendo 3 de leite

pasteurizado, porém nao se detectou a ocorréncia de tetraciclinas.

A regido Sul é a maior consumidora de leite pasteurizado do Brasil, porém o Parana é o estado
dessa regido com o menor consumo de leite pasteurizado (9). Em relagdo a avaliagdo de risco, verifica-se
que todos os valores encontrados para IDE para o Brasil, regido Sul e Estado do Parana encontraram-se
abaixo da IDA de 30 pg/kg p.c/dia determinada pelo JECFA (11). Vragovic et al. (17) realizaram um
trabalho de avaliacdo de risco na Croacia e encontraram valor maior para IDE (0,33 ug/kg p.c./dia) para
tetraciclinas em leite, porém também abaixo da IDA, concluindo que a ingestdo diaria provavel média
nesse pais é baixa e o risco é negligenciavel. Portanto, este estudo demonstra que o Brasil apresentou um

risco negligenciavel para residuos de tetraciclinas em leite.



65

Os resultados encontrados nesse trabalho demonstram que ha baixa ocorréncia de residuos de
tetraciclinas em leite produzido e comercializado no Estado do Parand, Brasil, 0 que pode indicar uma
melhoria na qualidade desse alimento ao longo dos anos, podendo ser devido a conscientizagdo dos
produtores sobre manejo do gado leiteiro e respeito ao periodo de caréncia. Além disso, a IDE foi baixa e
o risco considerado negligencidvel. Porém, foram encontradas amostras com presenca de residuos de
tetraciclinas acima do LMR (2%), sendo necessarios programas de monitoramento e métodos de

confirmacdo mais eficientes, como a CLAE.
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