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Níveis residuais de enrofloxacina e ciprofloxacina: efeito do processo de produção e 

fritura em fishbúrgueres preparados com filés de tilápia do nilo (Oreochromis 

niloticus) exposta a enrofloxacina. 

 

RESUMO GERAL 
 
Os antimicrobianos são aplicados mundialmente na tilapicultura para o tratamento de 

bacterioses, principais doenças que acometem esta espécie. Entre os antibióticos, a 

enrofloxacina (ENR), pertencente à família das quinolonas, é utilizada internacionalmente e 

tem demonstrado ser eficaz no tratamento de infecções bacterianas. No Brasil, seu uso na 

criação de peixes ainda não foi aprovado, mas o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) incluiu, em 2010, este fármaco no Plano Nacional de Controle de 

Resíduos e Contaminantes em Peixes (PNCRC). A ENR é biotransformada pelos animais à 

ciprofloxacina (CIP), composto este que apresenta atividade antimicrobiana e é utilizado na 

medicina humana. O processamento de alimentos tem mostrado ser um fator positivo para a 

segurança dos alimentos, devido à possível degradação de resíduos de antimicrobianos que 

poderiam causar o desenvolvimento de resistência em micro-organismos ou induzir efeitos 

adversos na saúde de seres humanos. Assim, é de grande importância, do ponto de vista da 

saúde pública e de conhecimento científico, conhecer o comportamento de resíduos de 

medicamentos veterinários nos alimentos quando submetidos ao processamento. O 

fishbúrguer, preparado com carne de tilápia, têm demonstrado elevada aceitação pelos 

consumidores. Isto reflete o novo estilo da vida em que os requisitos para a compra de um 

alimento incluem os benefícios nutricionais e também a conveniência de preparação. Para 

avaliar a diminuição dos níveis de resíduo de ENR e CIP presentes em filé de tilápia, 

durante processo de produção e fritura dos mesmos, torna-se necessário o desenvolvimento 

e validação de metodologia analítica que apresentem precisão, exatidão e sensibilidade para 

determinar este composto e seu metabólito. Portanto, os objetivos deste trabalho foram em 

filé de tilápia, bem como em um produto derivado, fishbúrguer, para avaliar a estabilidade 

dessas substâncias durante o processo de produção e fritura. Para este fim, um método 

simples, rápido e de baixo custo, utilizando LC-MS, foi desenvolvido e validado para a 
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determinação simultânea de ENF e CIP. O preparo de amostra foi baseado na precipitação 

de proteínas com ácido tricloroacético, extração com acetonitrila e limpeza do extrato com 

hexano. A separação cromatográfica foi realizada em uma coluna C18. Para ambos os 

compostos, as curvas de calibração na matriz demonstraram linearidade superior a 0,99. O 

método foi seletivo, exato (91-100% de recuperação) e preciso (coeficientes de variação 

abaixo de 5%). Limites de detecção e quantificação foram, respectivamente, 3,5 e 10,4 

µg/kg para ambos os compostos. Os valores calculados CCα e CCβ foram, respectivamente, 

107 e 114 µg/kg para ENR e 105 e 110 µg/kg para CIP (LMR estabelecido pela Comissão 

da UE é de 100 µg/kg para a soma de ENR e CIP). O método foi empregado para a 

determinação de resíduos de ENR e CIP em amostras de filés de tilápia obtidos a partir de 

peixes expostos a ENR (dose única de 40 mg/kg de peso corpóreo - administrado via 

ração). Os animais foram sacrificados após 4, 8 e 12 h de exposição. Resíduos acima do 

LMR foram encontrados mesmo após 12 h de administração do fármaco. A fim de avaliar a 

influência do processo de produção e fritura sobre os níveis residuais de ENR e CIP, 

fishbúrgueres foram preparados com filé de tilápias expostas a ENR. O método analítico 

para determinação da ENR e CIP no filé de tilápia foi adaptado e validado para a análise de 

fishbúrgueres antes e após fritura. Os métodos adaptados foram validados e mostraram-se 

linear, com coeficiente de correlação maior que 0,99, precisos (coeficiente de variação 

abaixo de 6%) e exatos (recuperação média de 90 a 106%). Foram analisadas amostras de 

fishbúrgueres (antes e após fritura) utilizando os métodos validados. Não foi verificada 

redução significativa dos níveis residuais da soma de ENR e CIP durante o preparo dos 

fishbúrgueres. No entanto, redução (p<0,05) de, aproximadamente, 10% foi verificada 

como consequência da fritura. Porém, essa redução pode ser considerada baixa em termos 

de segurança dos consumidores.  
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Influence of frying on the enrofloxacin and ciprofloxacin residue levels in fishburgers 

prepared from nile tilapia (Oreochromis niloticus) exposed to enrofloxacin 

 

SUMMARY 
 
Antimicrobials are used worldwide for the treatment of tilapicultura bacteriosis, main 

diseases that affect this species. Among the antibiotics, enrofloxacin (ENR), belonging to 

the quinolone family, is used internationally and has been shown to be effective in treating 

bacterial infections in fish. In Brazil, its use in fish farm is not yet approved, but the 

Ministry of Agriculture, Livestock and Supply (MAPA) included, in 2010, this drug in the 

National Plan for Control of Residues and Contaminants in Fish (PNCRC). ENR is 

biotransformed in the body of animals being converted to ciprofloxacin (CIP), an active 

compound used in human medicine. Food processing has shown to be a positive factor for 

the food safety, due to the possible degradation of antimicrobial agents that could 

potentially cause development of resistance in microorganisms or induce adverse health 

effects in humans. Thus, it is of great importance, from the standpoint of public health and 

scientific knowledge, to know the behavior of veterinary drugs in foods when subjected to 

processing for consumption. The fishburger, prepared with meat from tilapia, have shown 

high acceptance by the consumers. This follows the new style of life in which the 

requirements for the purchase of a food include the nutritional benefits and the convenience 

of preparation. To evaluate the degradation of ENR present in meat processed as tilapia 

fishburger, it becomes necessary to develop and validate analytical methods that present 

precision, accuracy and sensitivity to determine this compound and CIP as well. Therefore, 

the objectives of this study were to develop and validate analytical method for the 

determination of ENR and CIP in tilapia fillet, as well as in a product derived from tilapia 

meat (fishburger) and to evaluate the stability of these substances during the frying of 

fishburgers prepared from tilapias exposed to ENR. For this purpose, a simple, fast and low 

cost LC-MS method for the simultaneous determination of ENR and CIP residues in tilapia 

fillet and fishburgers was developed and validated. Sample preparation was done by protein 

precipitation with trichloroacetic acid, acetonitrile extraction and extract clean up with 
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hexane. The chromatographic separation was performed on a C18 column. For both 

compounds, matrix matched calibration curves showed linearity higher than 0.99. The 

method was selective, accurate (91-100% recovery) and precise (coefficients of variation 

below 5%). Limits of detection and quantification were, respectively, 3.5 and 10.4 µg/kg 

for both compounds. The calculated CCα and CCβ values were, respectively, 107 and 114 

µg/kg for ENR and 105 and 110 µg/kg for CIP (MRL established by the EU Commission is 

100 µg/kg for the sum of ENR and CIP). The method was employed for the determination 

of ENR and CIP residues in samples of tilapia fillets obtained from fishes exposed to ENR 

(single dose of 40 mg/kg b.w incorporated in the feed). The animals were killed after 4, 8 

and 12 h of exposure. Sum of residues of ENR and CIP above the MRL were found, even 

after 12 h of ENR administration. In order to evaluate the influence of cooking (frying) on 

the residual levels of ENR and CIP, fishburgers were formulated with fillet of tilapias 

exposed to ENR. The analytical method for the determination of ENR and CIP in tilapia 

fillet was adapted and validated for the analysis of the fishburgers before and after frying. 

Adapted and validated methods showed linearity with a correlation coefficient greater than 

0.99, selectivity, precision (coefficient of variation below 6%) and accuracy (average 

recovery of 90 to 106%). Samples of fishburgers (before and after frying) were analyzed 

using the validated methods.  A small reduction (approximately 10%) in the residual levels 

of ENR and CIP as a consequence of frying was verified, indicating that both compounds 

are stable to cooking conditions. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 

A aquicultura é um dos sistemas de produção de alimentos que mais cresce no 

mundo, sendo o Brasil um dos países que apresenta elevado potencial de exploração dessa 

atividade, com expressivas taxas de crescimento, inclusive superiores às taxas de 

crescimento da pecuária e avicultura de corte. Assim, com 12% da água doce disponível do 

planeta, um litoral de mais de oito mil quilômetros e ainda uma ampla faixa marítima, com 

mais de 3,5 milhões de km², o Brasil possui enorme potencial para a aquicultura (MPA, 

2011).  

A tilápia é a segunda espécie de água doce mais produzida no mundo, e a de maior 

representatividade no Brasil. Com carne branca, sabor e aroma delicados, apresenta 

características excelentes para a formulação de produtos processados com maior valor 

agregado e de fácil preparo como nuggets e fishbúrgueres dentre outros. Na presente 

dissertação é utilizado o termo fishbúrguer para denotar o hambúrguer preparado com carne 

de peixe. 

Pela proximidade e facilidade de transmissão de doenças, os sistemas intensivos de 

produção de animais, trazem consigo problemas sanitários. As enfermidades que mais 

acometem a piscicultura são as bacterioses, podendo provocar perdas elevadas na produção. 

Assim, as doenças de origem bacteriana apresentam-se como um dos principais obstáculos 

sanitários e produtivos dentro da tilapicultura (KUBITZA, 2000 e KUBITZA, 2005), sendo 

os antimicrobianos largamente empregados na medicina veterinária para controlar estes 

tipos de problemas. Dentre os antimicrobianos utilizados para o tratamento de enfermidades 

em peixes, encontra-se a enrofloxacina. 

A enrofloxacina é um antimicrobiano da família das quinolonas utilizado 

internacionalmente na piscicultura, tendo-se mostrado muito eficaz no tratamento de 

infecções bacterianas em peixes (DELLA ROCCA et al., 2004). Este medicamento é 

biotransformado sendo convertido à ciprofloxacina, que também possui atividade 

antimicrobiana e é utilizada na medicina humana. Por esse motivo se faz necessário o 

monitoramento das duas quinolonas para fins de fiscalização, haja vista a crescente 



6 
 

preocupação com a segurança dos alimentos e desenvolvimento de resistência bacteriana a 

antimicrobianos. 

O processamento de alimentos, ou seja, a transformação de matéria-prima em 

produtos prontos ou semiprontos para consumo tem como vantagem a praticidade e 

facilidade de consumo. Alguns trabalhos têm demonstrado que aliado a essas vantagens 

citadas, o preparo de alimentos, especificamente a cocção, tem influenciado a degradação 

de medicamentos em músculo de frango (LOLO et al., 2006), camarão (SHAKILA et al., 

2006) e peixe (MITROWSKA et al., 2007). Assim, a degradação do fármaco durante o 

processamento e preparo dos alimentos contribui para a garantia da inocuidade dos 

alimentos consumidos. 

Diante disto, o objetivo deste trabalho foi avaliar se os níveis residuais de 

enrofloxacina, e seu metabólito, a ciprofloxacina, sofrem alteração após o processamento 

do filé de tilápia do nilo em fishbúrguer pronto para o consumo. Para tanto, foi necessário o 

desenvolvimento e validação de metodologia analítica para a determinação dos analitos nas 

matrizes estudadas.  

Na literatura, são relatados diversos métodos analíticos para determinação de 

quinolonas em plasma e carne de peixe, empregando a cromatografia líquida de alta 

eficiência associada a detectores de arranjo de diodos (KOC, et al.2009), fluorescência 

(PASCHOAL, 2009) ou, ainda, associada à espectrometria de massas (LC-MS) 

(SAMANIDOU, et al., 2008). Para a quantificação desses resíduos em matrizes complexas 

(como alimentos), são preferencialmente empregadas técnicas de LC-MS, haja vista suas 

características de alta seletividade e detectabilidade. Na etapa de preparo da amostra, a 

extração de quinolonas envolve o uso de soluções ácidas juntamente com solventes 

orgânicos, seguido de etapa de limpeza do extrato (clean-up) utilizando a técnica de 

extração em fase sólida (SPE), o que demanda elevados custos e consumo de solventes 

orgânicos, além de muito tempo de extração.  

No presente estudo foi desenvolvido método simples, rápido e de baixo custo para 

extração de enrofloxacina e ciprofloxacina em filé de tilápia, baseado na extração com 

solvente orgânico acidificado seguido pela partição com hexano para remoção do material 

graxo. Este mesmo método foi adaptado para fishbúrguer cru e frito. A quantificação dos 
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analitos foi feita por cromatografia líquida associada à espectrometria de massas (LC-MS). 

Os filés contaminados foram obtidos através da administração de enrofloxacina, às tilápias, 

via ração, em uma única dosagem (40 mg/kg p.c.). Cabe mencionar que o método 

desenvolvido deverá contribuir para a expansão dos programas de controle e 

monitoramento estabelecidos pelos órgãos governamentais, assim como auxiliar as 

agências de vigilância sanitária na fiscalização de produtos processados. 
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Considerações sobre a aquicultura mundial, importância do uso de medicamentos 

veterinários e degradação de fármacos em alimentos de origem animal 

 
 
 
 
Resumo 
 
A aquicultura é um dos sistemas de produção de alimentos que mais cresce no mundo e o 

Brasil é um dos países que apresenta um elevado potencial de exploração dessa atividade, 

com expressivas taxas de crescimento. A carpa e a tilápia são as espécies de água doce mais 

produzida no mundo, e a de maior representatividade no Brasil. Sua carne apresenta 

características excelentes para formulação de produtos processados com maior valor 

agregado e fácil preparo como os fishbúrgueres. A enrofloxacina é um antimicrobiano da 

família das quinolonas utilizado internacionalmente pela sua eficácia no tratamento de 

infecções bacterianas em peixes, enfermidade de maior ocorrência na tilapicultura. O 

desenvolvimento de resistência microbiana pelo uso de antimicrobianos na produção de 

alimentos, assim como pela ingestão de resíduos de medicamentos através deles tem 

despertado preocupação de órgãos governamentais, por representar riscos à saúde humana. 

A cocção de alimentos pode promover redução dos níveis de fármacos, se apresentando 

como aliada à segurança dos alimentos. O desenvolvimento de métodos analíticos se faz 

necessário para determinação de fármacos e de seus produtos de biotransformação em filé 

de pescados e seus derivados, haja vista a ausência de metodologia oficial no Brasil nestas 

matrizes. Neste trabalho de revisão são abordados aspectos da produção aquícola mundial, 

da importância da enrofloxacina na piscicultura, da degradação de fármacos veterinários 

durante o processamento de alimentos, assim como métodos analíticos utilizados para 

determinação de enrofloxacina e ciprofloxacina em carne de pescado. 

 

 

Palavras-Chave: Piscicultura, medicamentos veterinários, enrofloxacina, processamento, 

degradação, método analítico. 
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Aquaculture production: aspects on the use of veterinary drugs, stability of drugs 

during food processing and analytical method 

 
 
 
 
Abstract 
 
Aquaculture is one of the food production systems of fastest growing in the world, and 

Brazil is a country that has a high potential for exploitation of this activity, with significant 

growth rates. Carp and tilapia are the freshwater species most produced in the world, and 

tilapia the most representative in Brazil. Its soft tissue has excellent characteristics for 

formulation of processed products with higher added value and easy to prepare as 

fishburgers. Enrofloxacin (ENF) is an antimicrobial of the quinolones family used 

internationally for its effectiveness in treating bacterial infections in fish. The development 

of microbial resistance by antibiotic use in food production, as well as the risk of induction 

of adverse health effects due to the intake of veterinary drug residues in foods has aroused 

concern of governmental agencies responsible for human and environmental health. 

Cooking of foods may promote reduced levels of veterinary drugs residues, impairing the 

safety of foods. The development of analytical methods for determination of veterinary 

drug residues and their biotransformation products in fish fillet and its derivatives is 

required, due to the lack of official methodology in Brazil for these matrices. This review 

article covers topics of world aquaculture production, the use of ENF in fish farming, the 

stability of veterinary drugs during processing of foods, as well as aspects of analytical 

methods for the determination of ENF and ciprofloxacin in fish meat. 

 
 
 

Keywords: Pisiculture, veterinary drugs, enrofloxacin, processing, degradation, analytical 
method.  
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Introdução 
 

O crescimento da população mundial tem preocupado os órgãos governamentais no 

que diz respeito ao provimento de alimentos para abastecer essa população, que hoje se 

encontra com mais de sete bilhões e estima-se que sejamos mais de 10 bilhões até o final do 

século XXI (INED, 2011). 

Segundo Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA, 2011), o 

Brasil é um dos poucos países do mundo que pode ampliar a produção de alimentos com 

ganhos reais de produtividade e mantendo a salvo suas reservas naturais. 

Um dos sistemas de produção de alimentos cárneos com maior potencial de 

desenvolvimento no mundo, e em especial no Brasil, é a aquicultura. Nosso país detém 

cerca de 12% da água doce disponível no planeta, extenso litoral e ampla faixa marítima a 

ser explorada neste tipo de cultivo (MPA, 2011). Todavia, os maiores produtores de 

pescado se encontram no continente asiático, onde se iniciou hà séculos atrás a criação de 

organismos aquáticos. 

A produção de peixes representa aproximadamente 50% da produção aquícola 

mundial, sendo a carpa e a tilápia as espécies de água doce mais produzidas. 

No Brasil, a tilápia é a espécie de água doce com maior volume de produção. Sua 

atratividade decorre do sabor e aroma delicados. Estas características se apresentam 

excelentes para formulação de produtos processados com maior valor agregado e de fácil 

preparo como nuggets e fishbúrgueres, dentre outros. 

As infecções bacterianas estão entre as enfermidades de maior preocupação na 

tilapicultura. A facilidade de transmissão de doenças e a proximidade dos animais facilitam 

a disseminação dessas doenças as quais apresentam-se como um dos principais obstáculos 

sanitários e produtivos dentro deste sistema (KUBITZA, 2000 e  KUBITZA, 2005). Assim, 

a utilização de antimicrobianos se faz necessária, tanto para prevenção como para 

tratamento dessas doenças. 

A enrofloxacina, antimicrobiano da família das quinolonas tem se mostrado muito 

eficaz no tratamento de infecções bacterianas em peixes (DELLA ROCCA et al., 2004). 

Este medicamento é biotransformado e convertido em ciprofloxacina, composto que 

apresenta atividade antimicrobiana e que é utilizada na medicina humana. 
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A ingestão não intencional de medicamentos veterinários, através dos alimentos, 

apresenta risco à saúde humana, pois pode acarretar o desenvolvimento de resistência 

bacteriana. Assim, o monitoramento de resíduos de fármacos se faz necessário, afim de 

garantir a segurança dos alimentos disponíveis ao consumidor. 

O processamento de alimentos, ou seja, a transformação de ingredientes brutos em 

produtos prontos ou semi-prontos, tem como vantagem a praticidade e facilidade de 

consumo. Alguns trabalhos têm demonstrado que o preparo de alimentos, especificamente a 

cocção, tem influenciado na degradação de medicamentos em músculo de frango (LOLO et 

al., 2006), camarão (SHAKILA et al., 2006) e peixe (MITROWSKA et al., 2007). 

Conhecer o comportamento dos resíduos de antimicrobianos durante o preparo é de 

grande importância aos órgãos de fiscalização e as empresas produtoras de alimentos, para 

garantia de alimentos seguros para o consumo. 

Os objetivos principais deste trabalho de revisão foram abordar aspectos da 

produção aquícola mundial, da importância da enrofloxacina na piscicultura, da degradação 

de fármacos veterinários durante o processamento de alimentos, assim como dos métodos 

analíticos utilizados para a determinação dos resíduos dos fármacos veterinários. 

 

Demanda de alimentos para o século XXI 
 

O crescimento populacional segundo estimativas da Organização das Nações 

Unidas para a Agricultura e Alimentação (FAO, 2011a), será maior nos países em 

desenvolvimento e menor nos desenvolvidos. A África será o continente com maior 

crescimento populacional. Até o final do século possuirá 36% da população mundial, 

contrastando com a Europa que apresentará um leve crescimento representando 5,1%. Já no 

continente americano, a América Latina apresentará o maior crescimento. 

O Brasil se encontra entre os países mais populosos do mundo perdendo apenas para 

a China, Índia, Estados Unidos e Indonésia (UNICEF, 2008). Juntos, estes países 

representam quase a metade da população mundial. Os primeiros resultados do censo 2010 

realizado no Brasil indicam que o país tem cerca de 190 milhões de habitantes (IBGE, 

2011), representando, aproximadamente, 3% da população mundial (IBGE, 2011). 
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O aumento da população por si só, tem preocupado os órgãos internacionais  

responsáveis por estimativas sobre o número de habitantes no planeta, pela elevada 

demanda de alimentos que esse crescimento irá acarretar, tornando crítica a atual 

preocupação de erradicação da fome que acomete cerca de 12% da população mundial 

(FAO, 2011b). 

Na Tabela 1 são apresentados dados da produção mundial de alimentos, nas safras 

de 2006/2007, 2007/2008 e a estimativa de 2008/2009 (FAO, 2009). Verifica-se que os 

alimentos que apresentaram maior crescimento na produção foram os grãos, trigo e cereais, 

com a aquicultura também apresentando crescimento elevado. A produção de alimentos que 

apresenta maior nível de estagnação é o da pecuária com o fornecimento de carne bovina, 

aves, suína e ovinos.  

O Fundo Internacional de Desenvolvimento Agrícola (FIDA), que é uma agência 

especializada das Nações Unidas dedicada a erradicar a pobreza e a fome nos países em 

desenvolvimento, afirma que o continente africano precisa aumentar a produção de 

alimentos em cinco vezes até 2050, apenas para acompanhar o crescimento da população. 

Para atingir o primeiro objetivo do milênio, que é erradicar a pobreza extrema e a fome, 

será necessário que o setor alimentício cresça muito mais rapidamente do que vem 

crescendo (FIDA, 2011).   

O Brasil é um dos poucos países do mundo que pode ampliar a produção de 

alimentos com ganhos reais de produtividade e mantendo a salvo suas reservas naturais. 

Isto é um ponto muito positivo, frente à necessidade que haverá decorrente do crescimento 

populacional em nosso continente.  

A Controladoria Geral da União (CGU), Órgão do Governo Federal responsável 

pela defesa do patrimônio público e do incremento da transparência da gestão relata que, 

frente às principais fontes de proteína animal, o pescado apresentou o maior crescimento 

relativo, com 15,7%; mais do que as aves (9,2%), suínos (12,9%) e a carne bovina 

(decréscimo de -8,6%), no período de 2007-2009 conforme apresentado na Figura 1 (CGU 

- BRASIL, 2010). 
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Tabela 1. Produção mundial de alimentos de 2007-2009. 
 

  2006/2007 2007/2008 2008/2009 
Crescimento (%) 

Em relação à 2006/2007 

  Milhões de Toneladas 2007/2008 2008/2009  

Cerais 2010 2128 2241 5,9 11,5 

Trigo 596 610 677 2,3 13,5 

Grãos de curso 985 1078 1114 9,4 13,1 

Arroz 428 439 450 2,5 5,0 

Mandioca 222 228 238 2,5 7,1 

Oleaginosas 417 403 430 -3,4 3,0 

Açúcar 166 169 160 2,2 -3,1 

Carne 

Bovina 66 65 65 -2,0 -1,5 

Aves 89 92 94 3,7 6,3 

Suína 103 100 101 -2,7 -2,5 

Ovinos 14 14 14 0,7 1,4 

Total 272 271 274 -0,3 0,8 

Leite 677 692 709 2,2 4,7 

Pescados e 

Produtos 

derivados 

Pescado 

Capturado 
89 91 91 2,5 1,6 

Aquicultura 48 50 53 5,0 10,0 

Total 137 141 144 7,5 11,6 

Fonte: Adaptado da FAO, 2009. 
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Figura 1. Crescimento Relativo da Pecuária e Pescados. 

Fonte: CGU-BRASIL, 2010. 
 

Assim, em vista do crescimento populacional previsto para o século XXI, a 

produção de alimentos precisa ser ampliada e intensificada e, principalmente explorar 

novos tipos de produção.   

 

Produção mundial de organismos aquáticos 
 

Aquicultura é o processo de produção de organismos cujo ciclo de vida em 

condições naturais se dá total ou parcialmente em meio aquático. Ela se subdivide 

conforme o tipo de animal. A criação de peixes de água doce é denominada piscicultura, a 

criação de peixes de água salgada, denominada maricultura, a de camarões é carcinocultura, 

e assim existem diversas outras denominações específicas. É praticada pelo ser humano há 

milhares de anos. Existem registros de que os chineses já tinham conhecimentos sobre estas 

técnicas há muitos séculos e de que os egípcios criavam a tilápia há cerca de quatro mil 

anos atrás.  

Diferentemente da aquicultura, a pesca extrativa consiste na retirada de organismos 

aquáticos da natureza sem seu prévio cultivo, proveniente tanto do mar como do continente. 

Pode-se citar a comercialização de bacalhau proveniente da Noruega, decorrente da pesca 
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extrativa. No mar deste país, existem condições específicas de desenvolvimento desta 

espécie, sendo conhecido internacionalmente pelo seu excelente sabor.  

Entre os anos de 1990 a 2009, a produção mundial de pesca extrativa somada à 

aquicultura aumentou em mais de 58,4%, conforme dados da FAO (2011b), chegando a 

produção de 162,9 milhões de toneladas em 2009 (Figura 2). Avaliando somente o 

crescimento da aquicultura, o crescimento foi de 333,8%. Este valor contrasta 

relevantemente com o pequeno crescimento da pesca extrativa de apenas 4,5%. 

A aquicultura vem se expandindo de forma sustentável, e atualmente é o segmento 

onde mais se implantam projetos, sendo o foco mais importante do setor alimentício, 

atuando como uma forma alternativa de maior viabilidade para o suprimento da demanda 

por alimentos proteicos (SEBRAE, 2008). 

Segundo o Ministério da Pesca e Aquicultura, criado em 2009 no Brasil e que é 

responsável pela implantação de uma política nacional pesqueira e aquícola, os maiores 

produtores de organismos aquáticos no mundo estão localizados no continente asiático: 

China, Indonésia e Índia (MPA, 2010). O mesmo continente detém mais de 66% de toda a 

produção mundial. Na Tabela 2 são apresentados dados da produção, nos anos de 2007 e 

2008 dos trinta países maiores produtores de pescados (pesca extrativa mais aquicultura), 

em milhões de toneladas.  

Seguida da Ásia, a América é o segundo continente com maior produção de 

organismos aquáticos com aproximadamente 13% da produção mundial (MPA, 2010). 

Destacam-se os países: Peru, Estados Unidos, Chile, México, Brasil e Argentina (Tabela 2). 

Na produção pela aquicultura destacaram-se, em 2008, o Chile, Brasil, México e Equador, 

sendo o segundo e o terceiro os que apresentaram maior crescimento na América Latina, 

em relação a produção total, entre os anos de 2007 a 2008, aproximadamente 7% (Tabela 

2). 
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Figura 2. Produção de Organismos Aquáticos nas duas últimas décadas. 
                Fonte: Adaptado da FAO, 2011b. 

 

 

Considerando somente os trinta países com maior representatividade de produção 

pesqueira, entre os anos de 2007 e 2008 a pesca extrativa apresentou crescimento de 0,24%, 

enquanto a aquicultura cresceu 5,7% (Tabela 2).  

No Brasil, a pesca extrativa para o mesmo período teve crescimento de apenas 1%, 

elevando sua produção de 783,2 para 791,1 mil toneladas. Já a aquicultura apresentou 

crescimento de 26%, superior ao crescimento mundial, elevando sua produção de 289,1 

para 365,4 mil toneladas em 2008 (Tabela 3). Isto reflete a significativa importância do 

crescimento da aquicultura para o aumento da produção de organismos aquáticos e maior 

provimento de alimentos protéicos (MPA, 2010). 
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Tabela 2. Produção Mundial de Pescados anos de 2007-2008 em milhões de toneladas. 

Países 
2007 2008 

Pesca 
Extrativa 

Aquicultura 
Produção 

Total 
Pesca 

Extrativa 
Aquicultura 

Produção 
Total 

1° China 15,0 41,2 56,2 15,2 42,7 57,8 
2° Indonésia 5,1 3,1 8,2 5,0 3,9 8,8 
3° Índia 3,9 3,1 7,0 4,1 3,5 7,6 
4° Peru 7,2 0,1 7,3 7,4 0,03 7,4 
5° Japão 4,4 1,3 5,7 4,4 1,2 5,5 
6° Filipinas 2,5 2,2 4,7 2,6 2,4 5,0 
7° EUA 4,8 0,5 5,3 4,4 0,5 4,9 
8° Chile 4,1 0,8 4,9 3,9 0,9 4,8 
9° Vietnã 2,0 2,1 4,1 2,1 2,5 4,6 

10° Tailândia 2,3 1,4 3,7 2,5 1,4 3,8 
11° Rússia 3,5 0,1 3,6 3,4 0,1 3,5 
12° Coréia do Sul 1,9 1,4 3,3 2,0 1,4 3,4 
13° Noruega 2,5 0,8 3,4 2,4 0,8 3,3 
14° Mianmar 2,2 0,6 2,8 2,5 0,7 3,2 
15° Bangladesh 1,5 0,9 2,4 1,6 1,0 2,6 
16° Malásia 1,4 0,3 1,6 1,4 0,4 1,8 
17° México 1,5 0,1 1,6 1,6 0,2 1,7 
18° Taiwan 1,2 0,3 1,5 1,0 0,3 1,3 
19° Islândia 1,4 0,03 1,4 1,3 0,0 1,3 
20° Espanha 0,8 0,3 1,1 0,9 0,2 1,2 
21° Brasil 0,8 0,3 1,1 0,8 0,4 1,2 
22° Canadá 1,0 0,2 1,2 0,9 0,1 1,1 
23° Egito 0,4 0,6 1,0 0,4 0,7 1,1 
24° Marrocos 0,9 0,0 0,9 1,0 0,0 1,0 
25° Argentina 1,0 0,0 1,0 1,0 0,0 1,0 
26° Reino Unido 0,6 0,2 0,8 0,6 0,2 0,8 
27° França 0,6 0,2 0,8 0,5 0,2 0,7 
28° Dinamarca 0,7 0,0 0,7 0,7 0,02 0,7 

29° 
Coréia do 

Norte 
0,2 0,5 0,7 0,2 0,5 0,7 

30° Nigéria 0,5 0,1 0,6 0,5 0,1 0,7 
Fonte: MPA, 2010. 
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Tabela 3. Produção de organismos aquáticos no Brasil no período de 2007 a 2009. 

 

Pesca extrativa Aquicultura Produção total 

Produção 

(mil 

toneladas) 

Porcentagem 

de Crescimento 

Produção 

(mil 

toneladas) 

Crescimen

to 

Produção 

(t) 

Porcentagem 

de 

Crescimento 

2007 783,2 - 289,1 - 1.072,3 - 

2008 791,1 1,01% 365,4 26,37% 1.156,4 7,85% 

2009 825,2 4,32% 415,6 13,76% 1.241,0 7,30% 

Fonte: MPA, 2010. 

 

Aquicultura mundial 
 

O consumo mundial per capita de peixe tem aumentado de forma constante nas 

últimas 5 décadas ( Figura 3). Partiu de uma média de 9,9 kg em 1960 e chegou em 2006 à 

16,7 Kg de consumo aparente per capita. Uma das exceções foi o Brasil, onde o consumo 

se manteve estabilizado em aproximadamente 9 kg/habitante/ano, bem abaixo dos 12,0 kg 

recomendados pela Organização Mundial da Saúde (FAO, 2009 e WHO, 2007). 

 
Figura 3. Consumo de pescados de 1960 – 2006. 

Fonte: FAO, 2009; WHO, 2007. 
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A demanda por alimentos e a mudança por hábitos mais saudáveis tem 

impulsionado o crescimento e o desenvolvimento da aquicultura, visto que a oferta da pesca 

extrativa não está atendendo a demanda.  

Nas últimas duas décadas (Figura 2) a aquicultura cresceu aproximadamente 300%, 

partindo de uma pequena produção mundial de 16,8 em 1990 para 73,0 milhões de 

toneladas no ano de 2009. Partindo-se de uma representatividade de apenas 16,4% em 

1990, para 44,9% em 2009, estimava-se que a produção mundial da aquicultura 

ultrapassassee a pesca extrativa em 2013. Porém, segundo dados do Ministério da Pesca e 

Aquicultura, isto já aconteceu no ano de 2011 (MPA, 2011). 

Segundo dados da FAO (2010), no ano de 2008 foram atingidos 68,8 milhões de 

toneladas na produção pela aquicultura, sendo que a produção de peixes correspondeu à 

49,0% da produção mundial, as plantas aquáticas 23,0%, crustáceos 19,2%, moluscos 7,3% 

e outros 0,94%,.  

 

Potencialidade da expansão da aquicultura no Brasil 
 

O sistema de produção aquícola se apresenta como o mais promissor dos sistemas 

fornecedores de proteína animal no século XXI, sendo que este tipo de cultivo ainda tem 

muito a ser explorado, visto que o Brasil possui 12% do total de água doce disponível no 

planeta, um litoral de mais de oito mil quilômetros e ainda uma faixa marítima, com 

aproximadamente de 3,5 milhões de km². Ainda, o clima tropical do país possibilita a 

implantação de diversos sistemas intensivos de criação aquícola, peixes, crustáceos, 

moluscos e algas, entre outros seres vivos.  

Cabe destacar que o consumo de alimentos derivados da aquicultura encontra-se em 

expansão, sendo excelente mercado para a produção interna. Seu principal atrativo é a 

alimentação saudável proporcionada e cada vez mais procurada pela população, em todas 

as faixas de renda. O programa “Mais Pesca e Aquicultura” do Ministério da Pesca e 

Aquicultura (MPA), previa o consumo de 9 kg por habitante/ano apenas em 2011.  

Portanto, esta meta foi atingida com dois anos de antecedência.   

Segundo a FAO, o Brasil poderá se tornar um dos maiores produtores do mundo até 

2030, ano em que a produção pesqueira nacional teria condições de atingir 20 milhões de 
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toneladas (MPA, 2011), sendo que o Brasil é um dos poucos países que tem condições de 

atender à crescente demanda mundial por produtos de origem pesqueira, sobretudo por 

meio da aquicultura. 

 

Piscicultura mundial 
 
A produção de peixes representa quase metade da produção oriunda da aquicultura. 

Em 2008 esta produção chegou à 32,9 milhões de toneladas, sendo 84,8% de peixes de 

água doce e 15,2% de água salgada.  Dentre os peixes de água doce, as carpas representam 

71,6%, as tilápias 9,7% e outros tipos de peixes somados representam 18,6% da produção 

(FAO, 2011b). 

A produção de peixes de água doce expandiu 77,9% em 1999 chegando a produção 

total de 31,0 milhões de toneladas em 2009 (Figura 4). A produção de carpas cresceu 

45,7% e a de tilápia no mesmo período apresentou crescimento de 195,2%, o qual reflete 

seu potencial produtivo que ainda tem muito a ser explorado.  

 

Figura 4. Produção de peixes de água doce. 
Fonte: FAO, 2011b. 
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Produção de tilápia 
 

As tilápias são excelentes peixes para criação, pois apresentam carne saborosa, com 

poucos espinhos, e são extremamente resistentes às condições adversas do meio e às 

enfermidades. Estas características fazem da tilápia um peixe que se ajusta aos mais 

variados preparos (KUBITZA, 2000), atingindo cerca de 400 a 600 g no período de seis a 

oito meses de criação. 

Sendo predominantemente de águas quentes, a temperatura da água de criação pode 

variar de 20 a 30°C, embora possam tolerar temperaturas de aproximadamente 12°C. As 

tilápias têm várias características que elevam seu potencial para a piscicultura: alimentam-

se dos itens básicos da cadeia alimentar, aceitam uma grande variedade de alimentos, 

respondem com a mesma eficiência à ingestão de proteínas de origem vegetal e animal, 

apresentam resposta positiva à fertilização (adubação) dos viveiros, são resistentes a 

doenças, superpovoamento e baixos teores de oxigênio dissolvido, e desovam durante todo 

o ano nas regiões mais quentes do país. 

Existem cerca de 70 espécies de tilápias distribuídas em quatro gêneros: 

Oreochromis, Saratherodon,Tilápia e Danakilia. No Brasil, a espécie mais difundida é a 

tilápia do nilo (Oreochromis niloticus) que, assim como as demais têm sua origem em rios 

e lagos do continente africano (PROENÇA e BITTENCOURT, 1994).  

O continente asiático foi o maior produtor de tilápias em 2009, seguido dos 

continentes, Africano, Americano, Europeu e por último a Oceania. A China foi o país que 

mais produziu tilápias em 2009 com produção de 1.257.978 toneladas. No continente 

africano o Egito se destacou com produção de 481.570 toneladas. No continente americano, 

o Brasil e o México se destacaram produzindo juntos 258.927 toneladas, correspondendo a 

70% da produção deste continente (FAO, 2011a). 

 

Considerações sobre a tilápia  
. 

A tilápia tem sido considerada o “novo pescado branco”. A espécie apresenta os 

requisitos típicos dos peixes preferidos pelo mercado consumidor, tais como carne branca 

de textura firme, sabor delicado e fácil filetagem, não apresenta espinhos em “Y” nem odor 
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desagradável. Possui, além disso, características que a coloca no pódio das principais 

espécies produzidas comercialmente, a saber: facilidade de reprodução e obtenção de 

alevinos; possibilidade de manipulação hormonal do sexo para obtenção de população 

monossexo masculina (homogênea); aceitação de diversos alimentos e capacidade de 

aproveitar alimentos naturais em viveiros; excelente conversão alimentar; rápido 

crescimento em sistemas intensivos de produção; grande rusticidade e resistência a doenças 

(TURRA, et al, 2010). 

As diversas vantagens da produção de tilápia têm despertado interesse de 

pesquisadores e incentivado produtores na produção, industrialização e processamento da 

carne de tilápia e seus resíduos para consumo humano. Estes produtos industrializados 

agregam valor ao peixe, aumentam o retorno financeiro para o produtor, e promovem maior 

aproveitamento do alimento. Estima-se também que a oferta de produtos derivados do 

pescado estimule o aumento e incremento no consumo de peixes (SEBRAE, 2008). Vale 

destacar que a nova tendência dos produtos nas gôndolas dos mercados é a de fácil preparo 

e existência de vantagens nutricionais. Esta tendência é influenciada pelo novo estilo de 

vida das pessoas e a diversificação de produtos, alterando o estilo de consumo de alimentos 

(OETERER, 2002).  

Com o objetivo de atender essa demanda de produtos alimentícios práticos e de 

excelente valor nutricional, diversas pesquisas têm sido realizadas no desenvolvimento e 

formulação de produtos a partir da carne de pescado e seus resíduos. Dentre eles, embutido 

tipo presunto (MACARI, 2007), empanado (BEIRÃO et al., 2004), fishbúrguer 

(CARVALHO, 2004, SIMÕES et al., 1998, MARENGONI, 2009), surimi (DAL-BO, 

1999), filé defumado (MINOZZO, 2003, SOUZA et al., 2004,) e patê (MINOZZO, 2004). 

Dentre as diversas possibilidades de utilização de carne mecanicamente separada 

(CMS), a produção de fishbúrguer surge como uma alternativa viável a substituição dos 

tradicionais hambúrgueres de carne bovina, atendendo ao novo estilo de vida, mais 

saudável da população. Marengoni et al., (2009), Sary et al., (2009) e Melo (2009) 

avaliaram a aceitação sensorial e composição centesimal de fishbúrguer de carne de tilápia 

do nilo. Seus resultados demonstraram uma excelente aceitabilidade e elevado valor 

nutricional.  
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Produção de fishbúrguer 
 
O hambúrguer de peixe popularmente conhecido como fishbúrguer, é obtido do 

músculo de pescado picado ou do “surimi”, termo japonês usado para carne 

mecanicamente separada (CMS), adicionados de condimentos, acondicionado em porções 

individuais e congelado rapidamente (BORDERIAS & TEJADA, 1987).  

A utilização de filé na preparação dos fishbúrgueres origina produtos superiores aos 

preparados com carne mecanicamente separada (CMS). Vale ressaltar que a lavagem da 

carne mecanicamente separada, conduz a perdas de proteínas, vitaminas solúveis, minerais 

e ácidos graxos livres. Cabe citar ainda que esses produtos apresentam rápida deterioração 

pela exposição dos fluidos decorrentes do rompimento celular da extração realizada pelos 

despolpadores utilizados na extração de CMS (KIRSCHNIK, 2007).  

Marengoni et al., (2009) avaliaram a aceitação sensorial de fishbúrguer de tilápia do 

nilo, tendo como objetivo avaliar a influência dos seguintes ingredientes: gordura vegetal, 

amido de milho e farinha de aveia. Tinham como formulação base CMS, água, sal e 

condimentos. Obtiveram resultados de aceitabilidade semelhante para todas as formulações, 

indicando que a aceitação do produto não dependeu da presença destes ingredientes. 

Sary et al., (2009) avaliaram a aceitação sensorial e a composição centesimal de 

fishbúrguer de tilápia do nilo. Tinham como formulação base CMS, farinha de rosca, sal, 

proteína texturizada de soja, condimentos e óleo vegetal e verificaram a influência do 

número de lavagens da CMS na aceitação sensorial dos produtos e na composição 

centesimal. Seus resultados mostraram que o número de lavagens promoveu perda de 

lipídeos, proteínas e cinzas, porém não afetou a aceitação sensorial. 

Durães (2009) utilizou CMS de bagre africano e obteve melhor aceitabilidade para 

os produtos formulados com CMS lavada em comparação a não lavada. Concluiu que os 

consumidores preferem fishbúrgueres com coloração mais clara. 

Vale ressaltar que os produtos de pescado destacam-se pelo seu valor nutricional 

altamente protéico, baixo valor calórico, fácil digestão, além de ser uma excelente fonte de 

vitaminas e minerais (OGAWA & MAIA,1999). Essas características tornam o pescado 

mais atrativo em Uso de medicamentos veterinários na piscicultura relação aos demais 

alimentos protéicos de origem animal disponíveis no mercado.  
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Uso de medicamentos veterinários na piscicultura 
 

A piscicultura caracteriza-se pela criação de peixes de água doce. Este tipo de 

criação pode ocorrer de maneira extensiva, onde são criados sem alimentação externa, 

somente a natural contida no próprio tanque ou viveiro, semi-intensivo em açudes onde há 

suplementação com ração e ainda os sistemas intensivos. Nestes últimos a alimentação é 

inteiramente disponibilizada pelo homem através de ração e sua criação ocorre em tanques 

ou gaiolas, com densidade populacional elevada (BARJA & ESTEVEZ-TORANZO, 1988). 

A elevada densidade populacional afeta diretamente a sanidade e promove queda de 

resistência nos animais. Este fator aliado ao manejo inadequado e baixa qualidade da água 

acabam favorecendo o aparecimento de doenças virais, bacterianas, fúngicas e parasitárias 

(KUBITZA, 2005).   

As doenças de origem bacteriana apresentam-se como um dos principais obstáculos 

sanitários e produtivos dentro da tilapicultura. Estes micro-organismos encontram-se 

naturalmente no meio aquático, porém o estresse dos animais associado a fatores 

ambientais, nutricionais, genéticos e sanitários, torna as tilápias mais vulneráveis à ação 

destes micro-organismos. Antes coexistiam sem causar danos, agora passam a agir 

oportunisticamente, desencadeando doenças (RANZANI-PAIVA, 2004).   

Os peixes infectados por bactérias podem apresentar escurecimento do corpo, 

dificuldade respiratória, letargia, natação irregular ou espiralada, dentre outras alterações 

comportamentais. Geralmente perdem o apetite, o que dificulta o tratamento da doença com 

o uso de antibióticos adicionados na ração (FIGUEIREDO et al., 2007).  

Dentre as principais bacterioses que acometem a tilapicultura, destacam-se as 

infecções causadas por Aeromonas hydrofila , Strepetococcus spp, Pseudomonas 

flurescens, Edwardsiella tarda, Flavobacterium columnare, Vibrio cholerae, e 

Piscirickettsia salmonis (KUBITZA 2000, KUBTIZA 2005, ALBINATI et al., 2006, 

FIGUEIREDO et al., 2007, FIGUEIREDO et al., e 2009 e SEBASTIÃO et al., 2010). 

Dessa forma, a utilização de medicamentos veterinários se faz necessária na 

prevenção dessas doenças, no tratamento de doenças diagnosticadas clinicamente e no 

desenvolvimento dos animais para ganho rápido de peso. 
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Enrofloxacina na piscicultura 
 

A enrofloxacina é um antimicrobiano da segunda geração das quinolonas, que são 

compostos sintéticos.  É altamente ativo contra bactérias gram negativas e gram positivas. 

Sua utilização ocorre exclusivamente na medicina veterinária, não sendo utilizada na 

medicina humana.  

Sua eficácia decorre da adição de um átomo de flúor na posição seis do núcleo das 

quinolonas de primeira geração. As quinolonas de segunda geração foram denominadas de 

fluorquinolonas, apresentando-se como compostos com maior espectro de ação, melhor 

farmacocinética e menor nível de toxicidade ao organismo tratado. Assim, a eficácia no 

tratamento de doenças na piscicultura tem chamado a atenção para a enrofloxacina. Este 

antimicrobiano foi comprovado muito efetivo contra infecção sistêmica bacteriana em 

peixes (DALSGAAD & BJERRGAARD, 1991, DELA ROCCA et al., 2004).  

A ciprofloxacina foi identificada como seu metabólito principal em animais de 

produção, apresentando-se como um composto que contribui à atividade da enrofloxacina 

sendo, por si só, um potente agente antimicrobiano (WHO, 1998).  

As estruturas da enrofloxacina e do seu metabólito, ciprofloxacina, são apresentadas 

na Tabela 4, assim como suas propriedades físico-químicas.   

Na Comunidade Europeia, a enrofloxacina tem sido muito utilizada no tratamento 

de bacterioses em peixes. Neste continente a utilização deste antimicrobiano já está 

legalizada e sua eficácia tem se comprovado amplamente na profilaxia e terapêutica de 

doenças bacterianas (REIMLINGER et al., 2010; SAMUELSEN, 2006). 
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Tabela 4. Estruturas e propriedades físico-químicas da enrofloxacina e seu metabólito. 
 

Quinolona 
MM 

(g/mol) 
pka*1 pka*2 

 

359,40 6,12 7,68 

Enrofloxacina 

 

331,35 6,13 8,66 

Ciprofloxacina 

Fonte: adaptado de Vázquez et al. 2001. 
 * constante de equilíbrio químico. 

 

 
Aspectos regulatórios do uso de enrofloxacina 

 
Os medicamentos utilizados em animais destinados à consumo humano precisam 

seguir regulamentações nas quais são determinadas a quantidade máxima de resíduos que 

pode remanescer nos alimentos. Assim, estabeleceu-se o limite máximo de resíduo (LMR), 

que tem por definição ser a concentração máxima de resíduo tolerável no alimento, 

resultante do seu uso. Baseia-se no tipo e quantidade de resíduo que não induz efeito 

adverso à saúde humana. Considera-se a Ingestão Diária Aceitável (IDA) do composto, a 

quantidade de uma substância que pode ser ingerida diariamente, durante toda a vida, sem 
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que provoque danos à saúde. É expressa em mg/kg de massa corpórea e basea-se em 

informações toxicológicas disponíveis do composto na época da avaliação (JECFA, 2007). 

Para que essas quantidades máximas não sejam ultrapassadas, faz-se necessário o 

cumprimento às Boas Práticas Veterinárias, respeitando o período de carência de cada 

medicamento, pois estes valores já são determinados com base no tempo de absorção, 

metabolização e excreção dos fármacos dos tecidos.  

O Comitê FAO/WHO de Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA) estabelece 

valores seguros para os níveis de ingestão diária de alguns antimicrobianos após avaliação 

dos estudos toxicológicos dos mesmos. O JECFA é o órgão científico que assessora o 

Codex Alimentarius em assuntos relacionados aos resíduos de medicamentos veterinários 

em alimentos, e que estabelece valores de Ingestão Diária Aceitável (IDA) e de Limites 

Máximos de Resíduos (LMR) para fármacos veterinários em alimentos de origem animal. 

As recomendações do JECFA são adotadas pelo Codex Alimentarius com o intuito 

de proteger a saúde dos consumidores e desenvolver o comércio global de alimentos. Essas 

recomendações são úteis para as agências governamentais e de saúde pública definirem 

medidas de vigilância sanitária a serem adotadas pelo País. Atualmente, poucos países 

estabelecem LMRs para medicamentos veterinários em peixes. Portanto, o monitoramento 

dos níveis de resíduos em produtos derivados da piscicultura, comercializado nos países e 

exportados, é de fundamental importância para assegurar não somente a saúde dos 

consumidores como também para evitar barreiras às exportações, proporcionando o 

desenvolvimento da atividade aquícola no Brasil e, em conseqüência, da população 

envolvida na cadeia. 

Na Comunidade Européia, o Comitê para Produtos Medicinais de Uso Veterinário 

(CVMP) da Agência de Avaliação Medicinal Européia (EMEA, 2008) é o órgão 

responsável pelo estabelecimento dos LMR para fármacos veterinários em alimentos de 

origem animal (Regulação do Conselho 90/2377/EEC) (ANADÓN, 1990). No caso de 

substâncias proibidas e consequentemente para as quais não há um LMR estabelecido, a 

Comunidade Européia (Diretiva 2002/657/EC) propõe o estabelecimento de um limite 

mínimo de desempenho requerido (LMPR), que representa a mínima quantidade da(s) 

substância(s) na amostra que pode ser detectada e confirmada (EC, 2002).  
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No Brasil, em 1995, o Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) criou o Plano Nacional de Controle de Resíduos em Produtos de Origem Animal – 

PNCRC. Este plano previa a adoção de programas setoriais de controle de remanescentes 

residuais em carne, leite, mel e pescado, em decorrência do uso de agrotóxicos e 

medicamentos veterinários, ou por acidentes envolvendo contaminantes ambientais. No 

entanto, até o início de 2006, dos programas setoriais elaborados, somente o de controle em 

carne estava implementado. A Portaria Ministerial nº 50, de 20/02/2006, estendeu a 

implementação do PNCR também para as outras fontes de carne (bovina, aves, suína e 

eqüina), leite, mel, ovos e pescado para o exercício de 2006.   

No início dos trabalhos do PNCRC com peixes, em 2007, segundo Instrução 

Normativa nº 9, de 30/03/2007, as substâncias alvo de controle eram apenas: nitrofurazona, 

furazolidona, furaltadona, nitrofurantoina e cloranfenicol. Em 2010, a enrofloxacina foi 

inserida neste plano. 

Também atento à importância da questão da presença de resíduos de contaminantes 

em alimentos para a saúde pública, o Ministério da Saúde (MS), através da Agência 

Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) criou, em 2003, o Programa Nacional de 

Análise de Resíduos de Medicamentos Veterinários em Alimentos Expostos ao Consumo 

(PAMVET). Este programa prevê o controle de resíduos de medicamentos veterinários em 

alimentos de origem animal expostos aos consumidores. Vale ressaltar que este programa 

não progrediu tanto quanto o realizado pelo MAPA. 

O LMR estabelecido para enrofloxacina na Comunidade Europeia, onde seu uso é 

legalizado, corresponde a 100 µg/kg. Este valor se refere à análise em músculo e pele em 

proporções naturais, devendo ser expresso como a somatória da enrofloxacina e 

ciprofloxacina, visto que este metabólito possui atividade antimicrobiana e é utilizado na 

medicina humana.  

O conhecimento das regulamentações Europeias é importante para países 

interessados na exportação de seus produtos para a comunidade. Neste continente se 

encontram grandes importadores de pescados tais como França e Espanha (FAO, 2011b). 

Em 2009, os países da Comunidade Europeia foram responsáveis por 35,1% das 

importações mundiais de pescados (FAO, 2011b). 
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Nos Estados Unidos e no Japão, países que importaram respectivamente 23,5% e 

1,4% da produção mundial em 2009 (FAO, 2011b), não existem valores regulamentados 

para resíduos de enrofloxacina em carne de pescado, pois este antimicrobiano ainda não foi 

regulamentado nestes países. Vale ressaltar que mesmo não sendo legalizado o uso de 

fluorquinolonas em pescados foi divulgado nos Estados Unidos um método desenvolvido 

para quantificação de fluorquinolonas em salmão e camarão (FDA, 2011a).  

No Brasil, o MAPA determinou apenas para fins de fiscalização, visto que este 

antimicrobiano não foi legalizado para uso no Brasil, um valor de LMR de 100 µg/kg. Este 

mesmo valor também foi estabelecido para resíduos de seu metabólito, a ciprofloxacina. 

Os LMRs estabelecidos na Comunidade Européia, Estados Unidos, Japão e Brasil 

para enrofloxacina e ciprofloxacina em diversas matrizes, são apresentados na Tabela 5. 
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Tabela 5. LMRs estabelecidos para enrofloxacina e ciprofloxacina em alguns países e órgãos internacionais. 

Quinolona 
Resíduo 
marcador 

Espécie Matriz 
MAPA 
(2010) 
(µg/kg) 

EMEA 
(2008) 
(µg/kg) 

FDA 
(2010) 
(µg/kg) 

Japão1 
(2010) 
(µg/kg) 

enrofloxacina  

Somatório de 
enrofloxacina e 
ciprofloxacina 

Aves de 
capoeira 

músculo 100 100 - 50 

pele e músculo - 200 - 50 

fígado - 2500 - 100 

rim - 750 - 100 

Somatório de 
enrofloxacina e 
ciprofloxacina 

 

Bovinos 

músculo - 200 - 50 

pele - - - 50 

fígado - 3000 100000 100 

rim - 300 - 100 

leite - - - 50 

Somatório de 
enrofloxacina e 
ciprofloxacina 

Suínos 

músculo - 300 - 50 

pele e músculo - 500 - 50 

fígado - 2000 500 100 

rim - 500 - 100 

Somatório de 
enrofloxacina e 
ciprofloxacina 

Outras 
espécies 

produtoras de 
alimentos 

pele e músculo - 100 - - 

pele - 200 - - 

fígado - 2000 - - 
rim - 300 - - 

Somatório de 
enrofloxacina e 
ciprofloxacina 

Pescado pele e músculo - 100 - - 

enrofloxacina Pescado músculo 100 - - - 

ciprofloxacina ciprofloxacina Pescado músculo 100 - - - 
 1 Japan Food Chemical Research Foundatio

2 

 
2

3
3

2
3

2
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Processamento e degradação de resíduos 
 
A presença de resíduos de fármacos veterinários em alimentos é um tema de elevada 

importância para a saúde dos consumidores. Sua ingestão em doses diárias e sem prévio 

conhecimento, pode levar à seleção de formas resistentes de bactérias no organismo (WHO, 

2004). Também tem sido relatado que podem resultar em problemas alérgicos, choque 

anafilático, efeitos tóxicos, resistência microbiana e efeitos colaterais secundários 

(VÁSQUEZ et al., 2001). 

Alguns autores têm estudado a degradação dos fármacos durante o processamento 

de alimentos (XU et al., 1996; ROSE et al., 1998; SHAKILA et al., 2006; TARBIN et al., 

2005; UNO et al., 2006; MITROWSKA et al., 2007). Estes estudos têm demonstrado 

susceptibilidade dos resíduos frente ao processamento ,elevando a temperatura de preparo 

dos produtos e variando a fonte de calor. 

O processamento dos alimentos pode alterar as características dos produtos in 

natura, pois: inicialmente ocorre a perda de água, que promove a concentração dos 

nutrientes; seguido da incorporação de substâncias provenientes do meio de cocção (ex. 

óleo, água, temperos) e também perdas para esse meio. O calor, por si só, produz diversas 

modificações nos componentes químicos, incluindo alteração de ácidos graxos, teores de 

vitaminas, conteúdo de colesterol, teores e forma das proteínas (BADIANI et al., 2002; 

ROSA, 2009). 

Os tratamentos mais utilizados para avaliar a degradação de fármacos em alimentos 

de origem animal são; cozimento sob fervura, fritura, grelhamento e submissão a micro-

ondas. A variação do tempo dos tratamentos é um fator de grande influência nos níveis de 

degradação.  

Uno et al., (2006) aplicaram, oxitetraciclina em camarão Black tiger e o submeteram 

à fervura por 2, 4, 6, 8 e 10 minutos, cozimento à 200ºC por 4 min e fritura à 180ºC por 1 

minuto. As amostras foram resfriadas à 4ºC e analisadas 24 horas depois. Obtiveram 

reduções de 35-80% sob cozimento à 100ºC, 30-40% sob cozimento à 200ºC e 50-60% sob 

fritura. Os autores demonstraram que quanto maior o tempo de cozimento, à 100ºC, maior é 

a degradação do fármaco, que chegou à 80% de degradação quando submetido pelo período 

de 10 minutos. 
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Shakila et al., (2006) contaminaram carne de camarão Penaeus indicus com solução 

de cloranfenicol e avaliaram sua degradação frente ao cozimento por 100ºC por 10, 20 e 30 

minutos, e autoclavagem à 121ºC por 10 e 15 minutos. Obtiveram perdas de 6%, 12% e 

29% para o cozimento e 9% e 16% para autoclavagem, verificando instabilidade do 

fármaco frente à elevação da temperatura e o tempo de aquecimento respectivamente. 

Mitrowska et al., (2007), submeteram carpas ao banho com verde de malaquita por 

3 horas e, em seguida as abateram para avaliar a degradação pelo efeito do cozimento à 

100ºC e por micro-ondas. Foram detectadas degradações em diferentes níveis sendo as 

maiores taxas sob cozimento (54%) e sob micro-ondas (61%).  

Lolo et al., (2006), avaliaram a degradação de enrofloxacina em tecido de frango.  O 

tecido contaminado com o fármaco foi cozido, frito, grelhado e cozido no micro-ondas. 

Apenas o grelhamento não apresentou degradação, os outros tratamentos apresentaram 

degradação de mais de 60% do antimicrobiano, relatando instabilidade da enrofloxacina 

sob altas temperaturas no tecido estudado. 

A degradação de resíduos pelo processamento se torna um aliado à inocuidade dos 

alimentos, podendo ser mais uma fonte de garantia de alimentos seguros aos consumidores.  

Na Tabela 6 é apresentada a taxa de degradação de alguns fármacos  veterinários conforme 

relatado na literatura. 

 
Obtenção de matrizes contaminadas 

 
Na avaliação da degradação de resíduos frente ao processamento, torna-se 

necessário a contaminação da matriz a ser analisada, sendo de maior credibilidade analítica, 

que o fármaco se encontre no interior das células. Para isso o medicamento precisa ser 

administrado ao animal para então, ser utilizado nos ensaios de degradação. 
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Na obtenção de tecidos musculares com resíduos de fármacos, para avaliar a 

degradação após processamento, Xu et al. (1996). Promoveram o tratamento de catfish com 

ormetoprim e sulfadimethoxina como se estivessem tratando uma bacteriose. Para isto 

medicaram os peixes por cinco dias e após 18 horas da administração da última dose, 

todoas os animais foram abatidos. Lolo et al. (2006), utilizaram o mesmo procedimento e 

aplicaram por cinco dias, 15 mg de enrofloxacina intramuscular em frangos. 

Diferentemente, Shakila et al. (2006), apenas fortificaram as amostras com quantidades 

conhecidas do antibiótico: clorafenicol, utilizando padrão do fármaco. 

Uno et al. (2006), administraram em camarões oxitetraciclina via intravenoso e oral. 

A dosagem intravenosa foi administrada conforme o peso dos camarões, aplicando 

10mg/kg de massa corpórea e coletaram, 0,5, 1, 2, 4, 7, 10, 24, 48, 72, 96 e 120 h após a 

administração.  A dosagem via oral atingiu a concentração de 50 mg/kg de massa corpórea 

e os autores realizaram diversas coletas, para avaliar a degradação em diferentes 

concentrações do antibiótico: 1, 2, 4, 7, 10, 24, 48, 72, 96 e 120 h após a administração. 

Rose et al. (1998), trabalharam com salmão, dentre outras espécies animais, e 

medicaram os peixes com ivermectina uma vez por semana. Durante nove semanas, para 

conseguir elevado teor residual no tecido cru. O mesmo critério foi utilizado por Tarbin et 

al. (2005) para avaliar a degradação de nitrocarbazina em tecido e ovo de frango.  

Luchetti et al. (2004), determinaram o período de carência da enrofloxacina e seu 

metabólito ciprofloxacina em trutas (Oncorhynchus mykiss). Peixes com peso de 250 g 

receberam medicação via ração na dose de 40 mg/kg, durante 5 dias, tendo sido mantidos à 

12 °C. Nas primeiras 12 horas após o término do tratamento, em que a concentração 

determinada no tecido foi a mais alta, os autores verificaram a presença de 16 mg/kg para a 

soma de enrofloxacina e ciprofloxacina, após 12 h. 

Xu et al. (2006) também determinaram o período de carência da enrofloxacina e seu 

metabólito, porém em tilápia do nilo (Oreochromis niloticus).  Os peixes possuíam peso 

entre 160 e 240g e foram medicados com enrofloxacina à 50 mg/kg, durante 7 dias, à 17°C. 

A concentração máxima quantificada no músculo foi de 3,6 mg/kg de enrofloxacina e 0,22 

mg/kg de ciprofloxacina, no primeiro dia após o tratamento com o antibiótico. 
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Diante do que foi apresentado, na obtenção de tecido muscular, deve-se conhecer o 

residual frente à dose administrada e como se processa a metabolização no organismo de 

cada animal. 

 
Métodos analíticos 
 

Analisar amostras de tecidos para avaliar a presença de resíduos, requer uma 

metodologia específica de análise. Quando existem métodos oficiais, estes devem ser 

seguidos. No Brasil, não existe metodologia oficial para a determinação de enrofloxacina 

em filé de tilápia. Desta forma, para avaliar a degradação de resíduos de enrofloxacina e 

seu metabólito nesta matriz, e também em um produto mais complexo como o fishbúrguer, 

se faz necessário o desenvolvimento ou ainda adaptação de outras metodologias existentes 

na literatura. 

O desenvolvimento de metodologia está alicerçado no estudo das características 

químicas, físicas e físico-químicas das moléculas estudadas. Com base nestas 

características faz-se o preparo de amostra para obtenção de extrato representativo, escolhe-

se o método de identificação e por fim garante-se a confiabilidade das análises através da 

validação do método. 

 

Preparo de amostra 
 

O preparo da amostra consiste na obtenção de extrato representativo da mesma. 

Deve ser conduzido de modo a extrair o máximo do analito de interesse sem perdas e 

alterações em sua estrutura química. A homogeneização é a primeira etapa em qualquer 

análise, pois a alíquota analisada precisa representar o todo amostral, sendo uma etapa 

indispensável.  

A fim de evitar qualquer degradação decorrente do calor gerado durante a trituração 

e homogeneização, utiliza-se a amostra congelada ou parcialmente congelada. Desta forma 

evita-se a degradação dos analitos de interesse (KOWALSKI et al., 2005). 

Seguido à homogeneização, a tomada de alíquota significativa deve ser realizada, 

para dar início à extração do composto de interesse. Deve-se utilizar a menor quantidade de 

amostra representativa, de modo a reduzir o volume de solvente e reagente necessários. 
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Existem poucos artigos publicados para extração de enrofloxacina e seu metabólito, 

a ciprofloxacina, em carne de peixe. Baseiam-se na utilização de uma solução extratora, 

limpeza do extrato e concentração da amostra para a determinação de quinolonas em carne 

de peixe e estão sendo apresentados na Tabela 7. 

As quinolonas são solúveis em solventes polares, em meios básicos e ácidos 

aquosos ou aquoso-orgânicos. Assim sua extração pode ocorrer com solventes orgânicos de 

média e alta polaridade como a acetonitrila e o metanol (LI et al., 2009; LUCCHETTI et 

al., 2004), partição entre uma amostra homogeneizada em solução tampão aquosa com 

solvente orgânico (SU et al., 2003) e extração com misturas aquoso-orgânicas, soluções 

ácidas ou básicas, ou ainda soluções aquosas tamponadas (HERNANDO et al., 2006; 

LUCCHETTI et al., 2004; PASCHOAL, 2009; RAMOS et al., 2003; SAMANIDOU et al., 

2008; SU et al., 2003). Verifica-se a prevalência de extrações em meio aquoso-orgânico 

ácido, pois este promove maior limpeza da amostra por auxiliar na precipitação de 

proteínas e outros compostos biológicos.  

Seguido à solubilização e remoção do analito da matriz, procede-se a limpeza do 

extrato, para a retirada de diversos outros compostos, que podem vir a interferir no sistema 

de detecção. Em geral, os procedimentos de limpeza para a determinação de quinolonas 

utilizam a técnica de extração em fase sólida (SPE), sendo aplicada após extração das 

quinolonas com solventes polares. Para matrizes com elevado teor lipídico, a remoção de 

gordura com hexano é realizada antes da SPE (PASCHOAL, 2009). Cartuchos de fase 

reversa, principalmente C18, são comumente utilizados na determinação de quinolonas 

(Tabela 7). 

Têm sido relatados na literatura métodos sem realização de clean-up, com injeção 

direta do extrato no sistema cromatográfico, após precipitação das proteínas e centrifugação 

(YORKE & FROC, 2000). Foram aplicados a amostras de tecido de frango com detecção 

por fluorescência ou massas, que são detectores seletivos. 

Seguido à extração, remoção de impurezas e interferentes pode-se, ou não, 

promover a concentração do extrato. Esta etapa é realizada quando a concentração do 

analito é muito baixa, para melhorar as condições de detecção.  
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A ressuspenção do extrato seco concentrado, quando assim se proceder, é realizada 

com a própria fase móvel, seguido de agitação e ultrassonificação.  

 
Sistemas de detecção e quantificação 

 
Na quantificação dos resíduos de fármacos em carne de peixe, têm-se utilizado 

cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) associada à detecção por fluorescência, 

detecção por arranjo de diodos (DAD) ou espectrometria de massas, após clean-up com 

SPE (ROSE et al., 1998; UNO et al., 2006; MITROWSKA et al., 2007; TARBIN et al., 

2005). 

Dos diversos métodos analíticos relatados na literatura científica envolvendo 

determinação de quinolonas em carne de peixe, muitos fazem uso da cromatografia líquida 

de alta eficiência associada à detecção por fluorescência e por espectrometria de massas, 

poucos fazem uso do detector por arranjo de diodos, haja vista a baixa especificidade deste 

equipamento (Tabela 7).  

Segundo Chiaradia et al. (2008), a espectrometria de massas permite quantificar e 

detectar menores concentrações das quinolonas em comparação ao UV e à fluorescência. 

Apresenta também reduzidos tempos de corrida analítica, haja vista a elevada 

especificidade do equipamento, maior sensibilidade, o que permite quantificar e detectar 

menores concentrações. 

 

Validação do método analítico 

O desenvolvimento de métodos analíticos na análise de alimentos tem como alicerce 

a validação do método para garantir a confiabilidade nos resultados. Dessa forma, pode-se 

definir a validação como sendo a comprovação, através do fornecimento de evidência 

objetiva, de que os requisitos para uma aplicação ou uso específicos pretendidos foram 

atendidos (INMETRO, 2007). 
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Tabela 7. Métodos de extração de quinolonas em carne de peixe. 

Analitos Extração Clean-up Coluna  
Analítica 

Instrumento Bibliografia 

ácido oxolínico, flumequina e 
enrofloxacina ACN e ácido acético 0,1% SPE 

C18 (250 x 3 
mm, 5 �m) 

MS 
(ToF) 

HERNANDO 
et al. (2006) 

enrofloxacina,ciprofloxacina 
Ácido tricloroacético 

(20%m/v) e metanol (9:1 
v/v) 

SPE 
X terra-A 
(Waters) 

LC-MS-QTof PASCHOAL (2009) 

ácido oxolínico, flumequina e 
enrofloxacina , ciprofloxacina, 
danofloxacina e sarafloxacina 

CAN C18 (SPE) 
C18 (150 x 2,1 

mm, 5 �m) 
MS/MS 
(QQQ) 

JOHNSTON 
et al. (2002) 

enrofloxacina, ciprofloxacina 
Metanol: Ácido acético 

(98:2) 
C18 (SPE) 

PLPR-S (Church 
Stretton) 

FLU 
LUCCHETTI et al. 

(2004) 

ácido oxolínico, flumequina e 
enrofloxacina , danofloxacina e 

sarafloxacina 
ACN e Tampão fosfato  C18 (SPE) 

C18 (250 x 4,6 
mm, 5 �m) 

DAD e FLU 
SU et al 
(2003) 

enrofloxacina, ciprofloxacina, 
sarafloxacina, ácido oxolinico, 

flumequina 

Tampão fosfato pH 7.4 
(0,05M) 

DSC18 
(SPE) 

Symmetry C18 
(waters) 

FLU RAMOS et al. (2003) 

19 quinolonas ACN 
SPE 

 

C18 (150 x 2,1 
mm, 5 �m) 

Agilent 

MS/MS 
(QQQ) 

LI et al. (2009) 

ciprofloxacina, enrofloxacina, 
sarafloxacina, danofloxacina, ácido 

oxolínico, flumequina e ácido nalidíxico  
NaOH 0,1M e NaCl 

SPE 
 

C18 (250 x 4,0 
mm, 5 �m) 

MS/MS 
(QQQ) 

SAMANIDOU et al. 
(2008) 

40 

 
4

0
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Os métodos destinados à determinação de resíduos de contaminantes tóxicos em 

alimentos requerem considerações técnicas especiais quando comparados a métodos 

delineados para outros fins, como em análises de medicamentos, por exemplo. Os LMRs 

específicos para cada analito alvo, devem ser levados em consideração no estabelecimento 

de um protocolo para validação da metodologia analítica a ser empregada na determinação 

desses resíduos nos alimentos.  

No Brasil, os procedimentos de validação adotados baseiam-se em guias 

disponibilizados por órgãos credenciadores nacionais como a Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA, 2003), e o Instituto Nacional de Metrologia, Normalização 

e Qualidade Industrial (INMETRO, 2007) e MAPA (MAPA, 2009).  

Em julho de 2009, através da Instrução Normativa número 24, Anexo II, o 

Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) divulgou o “Guia para 

Validação de Métodos Analíticos e Controle de Qualidade Interna das Análises de 

Monitoramento do Plano Nacional de Controle de Resíduos e Contaminantes – PNCRC”, 

que estabelece os requisitos e critérios específicos a serem atendidos para a organização e 

funcionamento dos Laboratórios de Análises de Resíduos e Contaminantes em Alimentos, 

conforme as necessidades e prioridades do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento. De acordo com esse guia, os procedimentos mínimos requeridos como 

evidência objetiva da validação do método analítico incluem os seguintes parâmetros: 

linearidade, seletividade e efeito matriz, recuperação, exatidão, precisão, limite de decisão 

(CCα) e capacidade de detecção (CCβ), além de estudos de estabilidade.   

Há ainda órgãos internacionais como União Internacional de Química Pura e 

Aplicada (IUPAC), Organização Internacional para Padronização (ISO), Conferência 

Internacional de Harmonização (ICH), Comunidade Europeia, Organização das Nações 

Unidas para Alimentos e Agricultura (FAO), a Agência Norte-Americana de Administração 

de Drogas e Alimentos (FDA), que também estabelecem procedimentos de validação como 

critério fundamental no credenciamento de laboratórios (PASCHOAL et al., 2008).  

Os parâmetros analíticos normalmente utilizados na validação de métodos analíticos 

são: seletividade; linearidade e faixa de aplicação; precisão; exatidão; limite de detecção; 

limite de quantificação e robustez (RIBANI et al., 2004). Em métodos com detecção por 
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espectrometria de massas, o efeito matriz deve ser avaliado para garantir precisão, 

seletividade e sensibilidade, uma vez que compostos presentes na amostra podem interferir 

na eficiência de ionização e, consequentemente, pode ocorrer alteração na eficiência do 

método (ROGATSKY & STEIN, 2005). 

 

 

Considerações finais 

 
A aquicultura é um dos sistemas de produção de alimentos de origem animal que 

mais cresce no Brasil e no mundo. Assim como em outros sistemas agropecuários, o uso de 

medicamentos veterinários é uma importante ferramenta para assegurar a alta produtividade 

dos sistemas de produção intensiva. A enrofloxacina tem mostrado uma excelente 

efetividade no tratamento de bacterioses na piscicultura, principalmente na tilapicultura, 

onde esses tipos de infecções são responsáveis por grandes perdas na produção.  A ingestão 

de resíduos de fármacos veterinários que possam estar presentes nos alimentos acima dos 

valores dos LMRs estabelecidos, oferecem um sério risco à saúde pública. A degradação 

desses resíduos pode ser influenciada pelo processamento, em particular pelo processo 

térmico aplicado no preparo do alimento, sendo assim um fator positivo à inocuidade do 

mesmo. Na quantificação e análise de resíduos de contaminantes em amostras de alimentos, 

é necessário a utilização de métodos validados e que apresentem conformidade para o 

propósito a que se destinam, sendo mais adequado o uso de cromatografia líquida acoplada 

à espectrometria de massas.  
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Desenvolvimento analítico para determinação de enrofloxacina e 

ciprofloxacina em filé de tilápia do nilo (Oreochromis niloticus) 

 
 
 
 
Resumo 

 
Neste trabalho objetivou-se o desenvolvimento de um método analítico simples, rápido e de 

baixo custo para quantificação de enrofloxacina e ciprofloxacina em filé de tilápia do nilo, 

utilizando a cromatografia líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas. O 

preparo de amostra foi baseado na precipitação das proteínas da amostra com ácido 

tricloroacético, extração dos analitos com acetonitrila e limpeza do extrato com hexano. A 

separação cromatográfica foi realizada em uma coluna de fase reversa, C18. Para ambos os 

compostos, as curvas de calibração na matriz demonstraram linearidade superior a 0,99. O 

método se apresentou seletivo, exato (91-100% de recuperação) e preciso (coeficientes de 

variação abaixo de 5%). Os limites de detecção e quantificação encontrados foram de 3,5 e 

10,4 µg/kg, respectivamente, para ambos os compostos. Os valores calculados CCα e CCβ 

foram, respectivamente, 107 e 114 µg/kg para ENR e 105 e 110 µg/kg para CIP. O método 

foi empregado para a determinação de resíduos de ENR e CIP em amostras de filés de 

tilápia obtidos a partir de peixes expostos a ENR (dose única de 40 mg/kg de peso corporal 

- administrado via ração). Os animais foram sacrificados após 4, 8 e 12 h de exposição. 

Resíduos acima do LMR foram encontrados mesmo após 12 h de administração do 

fármaco. 

 
 
 
 

 
 
 
 
Palavras-chave: aquicultura, medicamentos veterinários, enrofloxacina, desenvolvimento 

analítico, análise de resíduos, tilápia do nilo.    
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Method development for the determination of enrofloxacin and 

ciprofloxacin in fillet from nile tilapia (Oreochromis niloticus) 

 
 
 
 
Abstract 
 
A simple, fast and low cost LC-MS analytical method for the simultaneous determination 

of enrofloxacin (ENR) and ciprofloxacin (CIP) residues in tilapia fillet is presented. Sample 

preparation was done by protein precipitation with trichloroacetic acid, acetonitrile 

extraction and extract clean up with hexane. The chromatographic separation was 

performed on a C18 column. For both compounds, matrix matched calibration curves 

showed linearity higher than 0.99. The method was selective, accurate (91-100% recovery) 

and precise (coefficients of variation below 5%). Limits of detection and quantification 

were, respectively, 3.5 and 10.4 µg/kg for both compounds. The calculated decision limit  

(CCα) and  detection capability (CCβ) values were, respectively, 107 and 114 µg/kg for 

ENR and 105 and 110 µg/kg for CIP (MRL established by the EU Commission is 100 

µg/kg for the sum of ENR and CIP). The method was employed for the determination of 

ENR and CIP residues in samples of tilapia fillets obtained from fishes exposed to ENR 

(single dose of 40 mg/kg b.w incorporated in the feed). The animals were killed after 4, 8 

and 12 h of exposure. Sum of residues of ENR and CIP above the MRL were found, even 

after 12 h of ENR administration.  

 
 
 
 
 
 
 
 

Keywords: aquaculture, veterinary drugs, enrofloxacin, ciprofloxacin, analytical 

development, residue analysis, nile tilapia.  
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Introdução  

A aquicultura é um dos sistemas de produção que vem apresentando maior 

desenvolvimento, com índices superiores aos de crescimento da população (FAO, 2009). 

Os sistemas intensivos de produção de pescado têm sido considerados como as futuras 

fontes de proteína de alta qualidade, tanto em países desenvolvidos, quanto nos em 

desenvolvimento. A produção de pescados representa metade da produção mundial de 

organismos aquáticos, sendo a carpa e a tilápia as espécies de água doce mais produzidas 

(FAO, 2009).  

Os medicamentos veterinários são uma importante ferramenta para assegurar a alta 

produtividade nos sistemas de produção intensiva. A enrofloxacina (ENR) (Figura1), um 

antimicrobiano da família das quinolonas utilizado internacionalmente na piscicultura, tem 

se mostrado muito eficaz no tratamento de infecções bacterianas em peixes (DELLA 

ROCCA et al., 2004), principais doenças que acometem a tilapicultura. Este medicamento é 

metabolizado no organismo dos peixes e convertido a ciprofloxacina (CIP) (Figura 1), que 

também possui atividade antimicrobiana e é aplicado na medicina humana.  

 

 

 

Figura 1. Estrutura química e massa molecular da enrofloxacina (A) e 
ciprofloxacina (B). 

 
A determinação de resíduos de contaminantes se faz importante à fiscalização de 

alimentos, pois o consumo indireto de medicamentos utilizados na criação de animais 

promove o desenvolvimento de alergia, choque anafilático, efeitos tóxicos, resistência 

microbiana e efeitos colaterais secundários (VÁSQUEZ, 2001).  

MM = 359,4 g/mol MM = 332,4 g/mol 

A B 



54 
 

O limite máximo de resíduo (LMR) permitido para a soma dos resíduos de ENR e 

CIP em carne de pescado na Comunidade Europeia, onde seu uso é legalizado, corresponde 

a 100 µg/kg. Este valor se refere à análise em músculo e pele em proporções naturais (EC, 

2002). 

No Brasil, o Ministério da Agricultura Pecuária e Abastecimento (MAPA) 

estabeleceu o LMR de 100 µg/kg para a soma dos resíduos de ENR e CIP apenas para fins 

de fiscalização, visto que o uso deste antimicrobiano não está legalizado para uso na 

piscicultura. O mesmo valor de LMR foi estabelecido para resíduos de seu metabólito, a 

CIP. 

Diversos métodos analíticos têm sido desenvolvidos para determinação de resíduos 

de ENR e CIP em carne de peixe empregando a cromatografia líquida de alta eficiência, 

associada a detectores de arranjo de diodos (KOC, et al.2009),  fluorescência  

(PASCHOAL, 2007) e espectrometria de massas (SAMANIDOU, et al., 2008). Porém 

tratando-se de resíduos, os métodos que utilizam a espectrometria de massas são 

preferencialmente empregados pelas suas vantagens de alta seletividade e detectabilidade, 

além de permitir a quantificação e confirmação da identidade simultaneamente. 

Na análise de resíduos, a etapa mais crítica é a de preparo da amostra, pois demanda 

um longo tempo de manuseio até a análise cromatográfica. Normalmente, as etapas 

envolvidas são a extração do analito da matriz que pode envolver diferentes técnicas 

(refluxo, ultrassom, extração assistida por micro-ondas, entre outras) seguida de uma etapa 

de limpeza do extrato, onde as técnicas mais empregadas são a extração em fase sólida 

(SPE) e a extração líquido-líquido (LLE). 

A maioria dos procedimentos de preparo de amostra para determinação de ENR, 

envolve a extração do analito com solventes orgânicos acidificados e posterior limpeza do 

extrato com cartuchos de extração em fase sólida (HERNANDO, et al., 2006; JONHSTON, 

et al., 2002; LI, et al.,2009; LUCCHETTI, et al., 2004; PASCHOAL, et al., 2007; RAMOS, 

et al., 2003; SAMANIDOU, et al., 2008; SU et al., 2003), o que torna a análise demorada e 

custosa, além de gerar grande quantidade de resíduos de descarte. Diante disso, o 

desenvolvimento de metodologia simples, com menor consumo de solventes orgânicos, que 
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seja de fácil execução, rápida e de baixo custo, se faz necessário à aplicação de análises 

com fins rotineiros e de fiscalização.  

A comprovação da capacidade analítica quando se desenvolve uma métodologia, 

ocorre pela verificação de alguns parâmetros. Existem guias que são publicados 

internacionalmente como “International Organization for Standartization” (ISO) e 

“Internacional Conference on Harmonization” (ICH) e também guias regionais como os 

publicados pela Comunidade Europeia, ou ainda os nacionais como os publicados pelos 

Estados Unidos, Food and Drug Administration (FDA).  

No Brasil, a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA, 2003), o Instituto 

Nacional de Metrologia (INMETRO, 2007) e o Ministério da Agricultura Pecuária e 

Abastecimento (MAPA, 2009), disponibilizam guias para orientar os procedimentos que 

precisam ser realizados na validação de métodos analíticos. Em julho de 2009, através da 

Instrução Normativa número 24, Anexo II, o Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA) divulgou o “Guia para Validação de Métodos Analíticos e 

Controle de Qualidade Interna das Análises de Monitoramento do Plano Nacional de 

Controle de Resíduos e Contaminantes – PNCRC”, o qual estabelece os requisitos e 

critérios específicos a serem atendidos para a organização e funcionamento dos 

Laboratórios de Análises de Resíduos e Contaminantes em Alimentos, conforme as 

necessidades e prioridades do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento. 

De acordo com esse guia, os procedimentos mínimos requeridos como evidência 

objetiva da validação do método analítico incluem os seguintes parâmetros: linearidade, 

seletividade e efeito matriz, recuperação, exatidão, precisão, limite de decisão (CCα) e 

capacidade de detecção (CCβ), além de estudos de estabilidade.   

Em métodos com detecção por espectrometria de massas, o efeito matriz deve ser 

avaliado para garantir precisão, seletividade e sensibilidade, uma vez que componentes da 

amostra podem causar supressão da eficiência de ionização e, consequentemente, pode 

ocorrer redução na sensibilidade do método (ROGATSKY e STEIN, 2005). 

Diante do que foi apresentado, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar 

um método analítico de simples execução, rápido e de baixo custo para a determinação de 
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resíduos de ENR e CIP em filé de tilápia do nilo, atendendo aos limites estabelecidos pelo 

MAPA (2009).  

Materiais e Métodos 
Solventes e Reagentes 

Os padrões analíticos de ENR, CIP e o padrão interno, ofloxacina (OFL), 

empregados neste trabalho foram obtidos da Sigma (Sigma-Aldrich, EUA), todos com 

pureza superior a 98%. A acetonitrila utilizada foi adquirida da J.T. Baker (J.T. Baker, 

USA), de grau HPLC. O ácido fórmico, grau analítico, foi obtido da Acros (Acros 

Organics, EUA). Foram utilizados também ácido tricloroacético (Synth, Brasil) e hexano 

(Carlo Erba, Itália) na limpeza do extrato. A água utilizada foi purificada em sistema Mili-

Q modelo plus (Milipore, EUA). 

Membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) e politetrafluoretileno (PTFE) 

(Milipore, EUA), ambas com 0,22 µm de porosidade, para filtração da fase móvel e as 

unidades filtrantes de PVDF 0,22 µm para filtração das soluções amostras e padrões. 

 
Equipamentos 

As análises cromatográficas foram realizadas em um equipamento de cromatografia 

líquida de alta eficiência Alliance Waters composto por sistema quaternário de bombas, 

injetor automático 2695 (Waters, EUA), forno para aquecimento de colunas e detector de 

massas Waters 3100 (Waters, EUA). Empregou-se fonte de ionização electrospray (ESI) 

operando no modo positivo para monitoramento dos íons [M+H]+ de m/z 332 (CIP), 362 

(ENR) e 360 (OFL). A aquisição de dados foi realizada mediante o programa 

computacional Empower®. 

As amostras foram pesadas analiticamente em balança modelo BL 2105 (Sartorius, 

Alemanha) e homogeneizadas em processador doméstico Walita modelo RI 2044 (Philips, 

Brasil). A extração dos analitos da matriz empregou agitador de tubos tipo vortex modelo 

AP-56 (Phoenix, Brasil), banho utltrassônico modelo 08895-10 (Cole Parmer, USA) e 

centrífuga Himac modelo CR 21 (HITACHI, Japão) e evaporada em evaporador rotativo 

modelo MA 120 (Marconi, Brasil). 
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Preparo de soluções 

Soluções estoque individual dos analitos (ENR e CIP) e do padrão interno ( (OFL), 

foram preparadas em acetonitrila (ACN) na concentração aproximada de 1000 µg/mL, 

armazenadas em frasco âmbar e mantidas em freezer (-20ºC). Soluções intermediárias de 

100 µg/mL e 10 µg/mL para a ENR e CIP, e 100 µg/mL e 25 µg/mL para o padrão interno 

(OFL), foram preparadas pela diluição das soluções estoques dos analitos em ácido fórmico 

0,1 % v/v. Estas e as soluções de trabalho foram preparadas diariamente. 

 

Branco da matriz 

As amostras branco da matriz peixe foram fornecidas pelo Centro de Aquicultura da 

UNESP, Jaboticabal SP. E analisadas previamente tendo-se verificado ausência dos analitos 

em estudo, através da certificação de que nenhum composto era identificado com o mesmo 

tempo de retenção e massa dos analitos de interesse.  

As amostras foram homogeneizadas, divididas em porções de 100 g, identificadas e 

armazenadas em sacos de polipropileno e mantidas a -20ºC.  

 
Tratamento dos animais 

Tilápias do nilo (Oreochromis niloticus) com massa corpórea de, aproximadamente, 

250 g, mantidas em caixas de fibra de vidro à temperatura de 28 ºC com aeração constante, 

na quantidade total de 40 animais, foram utilizadas no ensaio . O estudo foi desenvolvido 

no Laboratório de Patologia de Organismos Aquáticos do Centro de Aquicultura da 

UNESP, Jaboticabal, SP. A realização do ensaio foi aprovada pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais da UNICAMP, Protocolo nº2493-1 (ANEXO 1).  

A ENR foi administrada aos peixes (n = 40) em dose única (40 mg/kg de peso 

corpóreo) através de ração revestida. Os peixes foram insensibilizados por choque térmico, 

nos tempos: 0, 4, 8 e 12 horas após ingestão da ração, tendo sido coletados 10 peixes para 

cada período. Os filés obtidos neste ensaio foram denominados F 4h, F 8h e F 12h, 

respectivamente. Após evisceração e filetagem as amostras de filé foram armazenadas a -

20ºC. O tempo de estocagem das amostras foi de, no máximo, 45 dias. 
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Preparo da amostra 

O preparo da amostra baseou-se na precipitação das proteínas de 1,0 g de amostra 

com ácido tricloroacético (ATCA) 10 % v/v, seguido por agitação durante 30 segundos e 

adição de 4,5 mL de acetonitrila (ACN) para extração dos analitos e agitação por mais 30 

segundos. Os tubos de 15 mL contendo o extrato foram ultrassonificados por 10 minutos e 

levados à centrifugação sob 7300 x g. O sobrenadante foi acondicionado em outro tubo de 

centrífuga contendo 5 mL de hexano e o resíduo reextraído seguindo o mesmo 

procedimento. Os sobrenadantes foram agrupados, agitados por 30 segundos com hexano, 

centrifugados à 1520 x g, para facilitar a separação do solvente de extração. O hexano foi 

removido com o auxílio de pressão reduzida, a fase residual evaporada até secura, e o 

resultante ressuspendido com 1 mL da fase móvel e filtrado em membrana de 0,22 µm. O 

esquema da marcha analítica é apresentado na Figura 2. 

. 

 
 
 

Figura 2. Fluxograma de preparo da amostra para análise de filé. 
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Condições cromatográficas (LC-MS) 

A separação cromatográfica foi realizada em coluna analítica Atlantis® C18 (100 x 

2,1 mm, 3 µm) MS (Waters, EUA), precedida por uma coluna de guarda de mesma fase 

estacionária (10 x 2,1 mm, 3 µm) operando em condições isocráticas à 30ºC. O eluente 

empregado foi uma mistura de ácido fórmico 0,1% e ACN, na proporção 85:15, v/v, na 

vazão de 0,3 mL/min. O volume de injeção foi de 20 µL. 

As condições otimizadas para ionização dos analitos por electrospray no modo 

positivo, foram: temperatura da fonte a 120ºC, voltagem do capilar de 4,0 kV, fluxo e 

temperatura do gás de dessolvatação (N2) equivalentes a 500 L/h e 300ºC.  

 
Validação do método analítico 

O método desenvolvido para a determinação de ENR e CIP em filé de tilápia foi 

validado mediante utilização de padronização interna com ofloxacina. A validação baseou-

se nas recomendações do Guia de Validação de Métodos Analíticos, estabelecido pelo 

MAPA (2009) e da Comunidade Europeia (EC, 2002), onde critérios de desempenho para 

métodos analíticos, destinados a análises de resíduos e contaminantes em alimentos de 

origem animal, foram estabelecidos.   

Os parâmetros avaliados foram: linearidade, sensibilidade, seletividade, precisão 

intra e interdias, exatidão, limite de decisão (CCα) e capacidade de detecção (CCβ). Foram 

também determinados os limites de detecção e quantificação do método. 

Para a realização da validação, a fortificação das matrizes, nos níveis de 0,5; 1,0; 1,5 

e 2,0 vezes o LMR (100 µg/kg), foi feita com soluções de trabalho nas concentrações de 

250, 500, 750 e 1000 ng/mL dos analitos. Dessa forma, para cada nível de fortificação, 

alíquotas de 200 µL de cada uma das soluções de trabalho foram utilizadas. 

Três tipos de curvas analíticas foram preparadas para avaliação dos parâmetros de 

validação: curva no solvente, curva no extrato e curva na matriz. A curva no solvente foi 

construída apenas com os analitos dissolvidos em ácido fórmico 0,1% . A curva no extrato 

consistiu na extração de amostras branco, sendo o extrato fortificado com os analitos no 

momento da ressuspenção. Por fim, a curva na matriz foi obtida através da fortificação de 

amostras branco, antes da etapa de extração. 
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A seletividade do método foi avaliada pela análise de 10 amostras branco, 

verificando nos cromatogramas a ausência de compostos com tempo de retenção igual ao 

dos analitos, e com mesma massa, incluindo o padrão interno.  

A linearidade e sensibilidade foram estabelecidas a partir de curvas analíticas, 

obtidas pela análise em triplicata de amostras branco fortificadas com os analitos em 5 

níveis de concentração (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 vezes o LMR). Os resultados foram expressos 

através de coeficiente de correlação linear (r) e pela inclinação da curva analítica. 

A eficiência de extração foi calculada através da comparação das áreas obtidas  de 

amostras branco fortificadas em 5 níveis de concentração (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 vezes o 

LMR), com as áreas obtidas da curva preparada com o extrato fortificado em cada nível de 

concentração, sem correção com o padrão interno. 

O efeito matriz foi avaliado através da extração de amostras branco com fortificação 

utilizando as soluções-padrão de ENR e CIP e 5 níveis de concentração (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 

2,0 vezes o LMR) com adição do padrão interno. O efeito matriz foi avaliado pela 

comparação estatística entre as concentrações médias determinadas no extrato fortificado e 

as concentrações médias dos analitos em solvente, utilizando teste F (Snedecor) para 

médias iguais e confirmação através de teste t (para amostras diferentes), em amostras que 

apresentam efeito matriz.  

A precisão do método foi determinada através da repetitividade (intradia) e 

reprodutibilidade (interdia). A repetitividade foi expressa pelo coeficiente de variação (CV) 

dos resultados de 3 replicatas, analisadas no mesmo dia pelo mesmo analista e usando o 

mesmo instrumento. A reprodutibilidade foi expressa pelo CV dos resultados de 3 análises, 

realizadas em 3 dias diferentes (n=3) pelo mesmo analista e usando o mesmo instrumento. 

Para estes ensaios, o branco da matriz foi fortificado em cinco níveis de concentração (0; 

0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 vezes o LMR).Os valores de CCα e CCβ foram calculados utilizando os 

procedimentos da curva analítica matrizada. CCα foi calculado como a concentração 

correspondente ao LMR mais 1,64 o desvio padrão da reprodutibilidade intralaboratorial, 

adotando-se erro alfa igual à 5%. CCβ foi calculado como a concentração equivalente a 

CCα mais 1,64 vezes o desvio padrão da reprodutibilidade intralaboratorial, adotando-se 

erro β igual à 5% . 
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A exatidão foi avaliada através de testes de recuperação, pela análise de amostras 

branco fortificadas nos mesmos 5 níveis de concentração usados nos testes de precisão, 

mediante correção com o padrão interno. Expressou-se os resultados em função das 

concentrações que deveriam se encontradas (quantidades inicialmente adicionadas). A 

eficiência de extração foi obtida pela relação entre as áreas dos extratos fortificados e 

matrizes fortificadas, em cada nível de fortificação, com a padronização interna. 

Os limites de detecção e quantificação foram calculados através da relação sinal 

ruído da linha de base. Para o limite de detecção, a proporção utilizada foi de 3 vezes a área 

do sinal em relação ao ruído da linha de base. Para o limite de quantificação, a proporção 

foi de 10 vezes, conforme Ribani et al., (2004).   

Resultados e discussão 

Otimização do Método Cromatográfico 

Métodos para a determinação das quinolonas por cromatografia líquida de alta 

eficiência, acoplada à detecção por ultravioleta (UV), fluorescência (FLU) e espectrometria 

de massas (MS) tem sido relatados por diversos autores.  

O estabelecimento das condições cromatográficas iniciou-se pela definição das 

condições de separação no HPLC e, subsequentemente otimização das condições de 

ionização no detector de massas.  

Devido às características químicas das moléculas estudadas, a fase estacionária que 

tem sido mais utilizada é a fase reversa. Assim, colunas C18 de diversas marcas foram 

testadas, sendo que aquela que apresentou melhor separação dos compostos, e assimetria de 

pico, para ENR, CIP e OFL foi a coluna C18 Atlantis®. A fase móvel utilizada foi água com 

0,1% de ácido fórmico e ACN, conforme relatado Li et al. (2009), na determinação de 19 

quinolonas  em carne suína. A coluna analítica e a fase utilizada permitiram adequada 

resolução e simetria de pico para ENR, CIP e OFL (PI) no modo isocrático. Cabe 

mencionar que a maioria dos métodos relatados para a determinação de quinolonas que 

utilizam HPLC com fase reversa faz uso de eluição por gradiente para a separação dos 

analitos (JOHNSTON et al., 2002; LI et al., 2008; SAMANIDOU et al., 2008). 
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Entre os sistemas de detecção empregados para as quinolonas , a detecção por UV 

apresenta baixa especificidade para a determinação de resíduos de fármacos em alimentos. 

O detector  de fluorescência FLU por ser mais sensível e específico, tem sido utilizado na 

determinação de resíduos de quinolonas em diversas matrizes alimentares. A elevada 

especificidade deste detector favorece a seletividade da metodologia. Entretanto, dentre os 

métodos relatados, verifica-se que a utilização da detecção por massas MS, apesar de exigir 

um equipamento mais complexo e dispendioso, apresenta como vantagem a elevada 

especificidade, permite a identificação inequívoca das fluorquinolonas, com menores 

limites de detecção e quantificação, o que a torna o sistema de detecção de primeira escolha 

para a análise de resíduos de fármacos veterinários em matrizes biológicas (HERMO et al., 

2008). Dessa forma, a separação dos analitos por cromatografia líquida (LC) com detecção 

por MS foi, respectivamente, a técnica de separação e detecção escolhida para o 

desenvolvimento do presente trabalho. 

Considerando os resultados relatados por Bailac et al., (2006), os quais reportaram 

melhor resolução dos picos e menores limites de detecção e quantificação com o uso do 

sistema de ionização por electrospray modo positivo (ESI+) em comparação ao  

Atmospheric Pressure Chemical Ionization (APCI), no presente estudo foi utilizado ESI+.  

Uma vez otimizadas as condições de detecção dos analitos no MS, a etapa seguinte 

foi a otimização das condições de separação no LC. A escolha da coluna analítica ocorre 

concomitantemente à da fase móvel. Devido as características químicas das moléculas 

estudadas, a fase estacionária que tem sido mais utilizada é a fase reversa. Assim, colunas 

C18 de diversas marcas foram testadas, sendo que aquela que apresentou melhor separação 

dos compostos, e assimetria de pico, para ENR, CIP e OFL foi a coluna C18 Atlantis®. A 

fase móvel utilizada foi água com 0,1% de ácido fórmico e ACN, conforme relatado Li et 

al. (2009), na determinação de 19 quinolonas  em carne suína. A coluna analítica e a fase 

utilizada permitiram adequada resolução e simetria de pico para ENR, CIP e OFL (PI) no 

modo isocrático. Cabe mencionar que a maioria dos métodos relatados para a determinação 

de quinolonas que utilizam HPLC com fase reversa faz uso de eluição por gradiente para a 

separação dos analitos (JOHNSTON et al., 2002; LI et al., 2008; SAMANIDOU et al., 

2008). 
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Preparo da amostra 

A ENR e a CIP são quinolonas que apresentam caráter anfótero. Assim, para a 

extração dos analitos poderiam ser utilizados solventes orgânicos acidificados ou 

alcalinizados. Optou-se pelo uso do ácido tricloroacético 10%, v/v, para acidificar o meio e, 

adicionalmente, precipitar as proteínas da matriz, possibilitando a obtenção de um extrato 

limpo. Vale ressaltar que o ácido tricloroacético é muito utilizado na extração de analitos de 

matrizes complexas, por realmente auxiliar a precipitação das proteínas (PASCHOAL, 

2007). Entretanto, a adição do ácido para precipitação das proteínas deve ocorrer 

diretamente na matriz , antes da adição do solvente. Assim, no método desenvolvido, para 

1,0 g de filé, a primeira etapa da extração foi a precipitação das proteínas da matriz com 

500 µL de ácido tricloroacético 10%, v/v, e agitação durante 30 segundos. Somente após a 

precipitação ácida das proteínas, é que o solvente de extração (ACN) foi adicionado no 

volume de 4,5 mL, agitado por mais 30 segundos e submetido ao ultrassom por 10 minutos 

para favorecer a interação do solvente com a matriz, potencializando a extração.  

Como solvente de extração, foram testados metanol, etanol, acetona e ACN. Porém, 

a ACN foi escolhida por apresentar uma melhor recuperação dos analitos, além de auxiliar 

na precipitação das proteínas.  

A etapa de centrifugação, realizada com objetivo de obter extratos límpidos, é 

geralmente demorada, mas foi otimizada de modo que a combinação de 7300 x g, durante 

30 s, foi ideal para agilidade da extração e limpeza do extrato.  

Com apenas uma extração recuperou-se, em média, 85% dos analitos. Desta forma, 

a segunda extração foi empregada com objetivo de recuperar mais analitos e chegar, em 

média, à 93% de eficiência de extração, aumentando a detectabilidade do método. 

Para remoção de interferentes lipídicos da matriz, 5 mL de hexano foram 

adicionados os sobrenadantes, agitados durante 30 s e centrifugados a 1520 x g, para 

permitir adequada separação das fases. A etapa de extração dos analitos e limpeza do 

extrato utilizados no presente trabalho apresentou alto desempenho analítico e rapidez . 

Haja vista a não necessidade da SPE para a limpeza do extrato, conforme relatado por 

diversos autores (HERNANDO et al., 2006; JOHNSTON et al., 2002; LI et al., 2009; 

SAMANIDOU et al., 2008). 
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Validação do método analítico 

O método desenvolvido foi validado para determinar a confiabilidade de seus 

resultados, sendo avaliados: seletividade, linearidade, efeito matriz, precisão intra e 

interdias, exatidão, limite de detecção (LOQ), limite de quantificação (LOQ), limite de  

decisão (CCα) e capacidade de detecção (CCβ). 

A seletividade foi avaliada pela comparação entre os cromatogramas obtidos pela 

análise de amostras branco e amostras branco fortificadas. Conforme pode ser observado na 

Figura 3, não foram verificados compostos com o mesmo tempo de retenção dos analitos de 

interesse (ENR, CIP) indicando que o método foi seletivo. 

 

 
Figura 3. Cromatogramas da matriz branco de filé de peixe (A) e matriz branco fortificada (B) na 

concentração de 100 µg/kg.  
 

A linearidade das curvas analíticas e o efeito matriz foram avaliadas mediante a 

construção de curvas no solvente, no extrato fortificado e na matriz fortificada. As curvas 

foram construídas com cinco níveis de fortificação, conforme recomendado pelo MAPA (0; 

0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 vezes o LMR conforme apresentado na figura 4. 

As curvas analíticas matrizadas apresentaram-se linear na faixa entre 10-200 µg/kg 

para a matriz estudada, com coeficientes de correlação (r) maiores que 0,99 (Figura 5) 

valores que estão de acordo com o guia de validação da Comunidade Europeia (EC, 2002) e 

do MAPA (2009). Vale ressaltar que, de acordo com as diretrizes estabelecidas pelo 

A B 
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INMETRO (2003), somente curvas analíticas que apresentem correlação maior que 0,90 

podem ser utilizadas para determinar concentrações em ensaios químicos. 

 

 
Figura 4. Curvas no solvente, extrato fortificado e matriz da ciprofloxacina (A) e 

enrofloxacina (B) em filé sem padronização interna. 
 

 

A sensibilidade do método, obtida através do coeficiente angular da curva analítica, 

apresentou valores de 0,0079 e 0,0080 ua kg/µg para CIP e ENR, respectivamente. Estes 

valores são semelhantes aos relatados por Paschoal et al. (2009), utilizando espectrometria 

de massa com tempo de voo (MS-QTof) como sistema de detecção. 

A eficiência de extração obtida para a ENR e CIP variou entre 91 - 100% para ENR 

e CIP, indicando o bom desempenho do método desenvolvido para preparo da amostra. 

 

 

 

 

 

(A) 

(B) 
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Tabela 1. Resultados da validação para o método desenvolvido. 

Parâmetros  Ciprofloxacina Enrofloxacina 
Equação da reta y = 0,0079 x + 0,0110 y = 0,0084 x + 0,0110 
Linearidade (r) 0,9994 0,9989 

LOD (µg/kg)  3,46 3,45 
LOQ (µg/kg)  10,38 10,35 

CCα (µg/kg) 105 107 

CCβ (µg/kg) 110 114 
 

Eficiência de Extração (%) 

   50 µg/kg (n=3) 75 - 79 79 - 82 
   100 µg/kg (n=3) 87 - 91 90 - 95 
   150 µg/kg (n=3) 63 - 65 62 - 69 
   200 µg/kg (n=3) 73 - 75 74 - 77 
 

Exatidão (%)  
   50 µg/kg (n=3) 93 - 96 94 - 99 
   100 µg/kg (n=3) 94 - 97 95 - 100 
  150 µg/kg (n=3) 93 - 97 95 - 100 
   200 µg/kg (n=3) 91 - 94 96 - 100 
 

Efeito Matriz (%) 
   50 µg/kg (n=3) -36,67 -24,31 
   100 µg/kg (n=3) -45,17 -31,54 
   150 µg/kg (n=3) -36,56 -26,94 
   200 µg/kg (n=3) -39,29 -30,49 
 

Precisão intradia (CV%) 
   50 µg/kg (n=3) 0,52 2,83 
   100 µg/kg (n=3) 3,17 1,14 
   150 µg/kg (n=3) 1,19 1,06 
 

Precisão interdia (CV%) 
   50 µg/kg (n=3) 3,22 4,22 
   100 µg/kg (n=3) 2,83 4,24 
   150 µg/kg (n=3) 1,61 3,68 

 LOD = limite de detecção; LOQ = limite de quantificação; CCα = limite de decisão; CCβ= 
capacidade de quantificação; cv = coeficiente de variação. 
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O efeito matriz foi avaliado pela comparação entre as áreas obtidas no extrato 

fortificado e o analito no solvente. Os resultados são apresentados na Tabela 1 e indicam 

que a matriz interfere na ionização dos analitos, induzindo perda de sinal. Verificou-se que 

o efeito matriz foi maior para a CIP do que para a ENR. Melhor visualização do efeito 

matriz pode ser verificado pela Figura 4, que apresenta as curvas no solvente e no extrato. 

O coeficiente angular da curva no extrato foi significativamente (p<0,05) menor do que o 

da curva no solvente, indicando o efeito matriz. Assim , haja vista a perda do sinal 

cromatográfico pelo efeito matriz, a avaliação dos demais parâmetros de validação foi 

realizada utilizando-se curva analítica matrizada, com adição de padrão interno na matriz 

(OFL, 400 µg/kg). 

As precisões intradia (repetibilidade) e interdias (reprodutibilidade) foram expressas 

como coeficiente de variação (CV, %) dos resultados obtidos com amostras fortificadas em 

triplicata, analisadas em condições de repetitividade intra e interdias. O valor aceitável de 

CV, deve situar-se entre a metade e dois terços do valor calculado por intermédio da 

equação de Horwitz (CV = 2 (1-0,5 log C), onde C é a concentração do analito expressa em 

forma de potência de 10. Para os testes de precisão, o valor calculados de CV pela equação 

deve ser inferior a 5,30% no valor do LMR (100 µg/kg). Os valores de CV do método 

(Tabela 1) encontram-se abaixo do valor calculado pela equação, indicando que o mesmo é 

preciso. Ainda, os resultados obtidos atendem os Guias de Validação da Comunidade 

Europeia (EC, 2002) e do MAPA (2009) que recomendam que, em condições de 

reprodutibilidade intralaboratorial, o valor de CV não deve exceder 20% para concentração 

do analito ≤ 100 µg/kg. 

A avaliação da exatidão de um método analítco pode ser realizada através 

comparação dos resultados obtidos com os aqueles obtidos através de outro método 

validado ou através da análise de um material de referência certificado, porém a 

indisponibilidade outro método validado e material certificado levaram à necessidade da 

aplicação do teste de recuperação para determinação da exatidão.  

A avaliação da exatidão pelo teste de recuperação é internacionalmente aceito se 

nenhum material de referência certificado está disponível (EC, 2002; MAPA, 2009). Os 

resultados de exatidão obtidos (91 a 100%) (Tabela 1) estão de acordo com os valores 
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preconizados pelos Guias de Validação do MAPA (2009) e Comunidade Europeia (EC, 

2002) que estabelecem a faixa de 70 a 110%.  

Tanto para ENR como para CIP, os limites de detecção e de quantificação do 

método foram 3,4 µg/kg e 10,4 µg/kg, respectivamente (Tabela 1). Amostras branco (n=10) 

foram fortificadas com ENR e CIP no nível do LOQ e analisadas. O valor máximo de CV 

para os resultados obtidos (10,87%) corrobora a repetibilidade do método, e atende o Guia 

de Validação do MAPA (2009), que estabelece que valores de CV não devem ser maiores 

que 25% e 20% para concentrações do analito < 10 µg/kg e no intervalo de concentração 

(C) de 10 µg/kg ≤ C ≤ 100 µg/kg, respectivamente. Cabe relatar que os valores de LOQ, 

verificados para ENR e CIP, são menores daqueles relatados por Paschoal et al. (2009) na 

determinação de 6 quinolonas em filé de tilápia, utilizando SPE no preparo da amostra e 

determinação por cromatografia líquida com detecção por espectrometria de massas com 

Tempo de voo (LC-ESI-MS-QToF). Estes dados corroboram a adequabilidade da 

metodologia desenvolvida no presente trabalho. 

O valor de decisão (CCα) calculado para ENR e CIP foi de 107 µg/kg e 105 µg/kg, 

respectivamente. Ou seja, o método desenvolvido permite concluir que uma amostra 

desconhecida será não conforme (com uma probabilidade de erro α = 5%) quando a soma 

dos valores obtidos para os níveis residuais dos analitos estejam acima de 105 µg/kg 

(menor valor de CCα), visto o LMR para essas substâncias ter sido estabelecido pela como 

a soma dos resíduos de ambos analitos (EC, 2002; MAPA, 2009; EMEA, 2008).  

 
 Análise dos filés contaminados 

Utilizando o método desenvolvido e validado foram analisados filés de tilápias 

expostas a ENR. As amostras foram obtidas após 4, 8 e 12 horas da administração do 

fármaco, via ração, na dose de 40 mg/kg p.c. Os filés obtidos para cada tempo de coleta 

foram homogeneizados em amostra única, sendo analisados em triplicata. As amostras 

foram armazenadas a -20ºC por, no máximo, 45 dias. Segundo Berendsena et al., (2011) as 

quinolonas (incluindo ENR), quando incorporadas na matriz (músculo), são estáveis por 

um período de, pelo menos, 6 meses, a -18ºC.  
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Os resultados obtidos corroboram estudos anteriores que indicam que parte da ENR 

é biotransformada em CIP em várias espécies (NITESH, et al., 2003; KUNG, et al., 2003; 

BROME & BROOKS, et al., 1992; CINQUINA, et al., 2002; BARRÓN, et al., 2001), em 

particular na tilápia do nilo (Oreochromis niloticus) (Xu et al., 2006). No nosso estudo, a 

concentração média de ENR nos 3 tempos de coleta foi muito maior do que a concentração 

média de CIP, que representou 1%, do total da concentração encontrada, indicando que 

apenas uma parte de ENR é biotransformada em CIP, e que a maior parte de ENR 

permaneceu na sua forma original. Resultado semelhante foi relatado por Xu et al. (2006) 

para tilápias e por Lucchetti et al. (2004) para trutas. Conforme pode ser verificado pelos 

dados apresentados na Tabela 2, o nível de resíduo da soma de ENR e CIP, nos períodos de 

4 e 8h se manteve constante em 7,4 mg/kg, diminuindo para 5,3 mg/kg (redução de, 

aproximadamente, 28%) após 12h da exposição. Xu et al. (2006) determinou os resíduos de 

ENR e CIP em tilápia do nilo (Oreochromis niloticus) exposta a ENR durante 7 dias, na 

dose de 50 mg/kg p.c., via ração. A concentração máxima de ENR e CIP verificadas no 

músculo foi de 3,61 mg/kg e 0,22 mg/kg, respectivamente. Ainda, em estudo realizado por 

Lucchetti et al. (2004), com trutas arco-íris (Oncorynchus mykiss), os autores 

administraram ENR aos peixes, via dieta, durante 5 dias, na dose de 40 mg/kg p.c. por dia. 

As amostras analisadas consistiram no músculo mais a pele em proporções naturais. Após 

24h do fim do tratamento a soma dos resíduos de ENR mais CIP se manteve relativamente 

constante sendo de, aproximadamente, 16 mg/kg após 3 e 12h da exposição. 

Finalmente, cabe mencionar que os resultados obtidos, sobre os níveis residuais de 

ENR e CIP nas amostras obtidas dos peixes tratados com ENR, confirmam que o método 

analítico, desenvolvido e validado, é apropriado para a determinação desses analitos em filé 

de tilápia e indicam que, mesmo após 12 horas da administração de ENR, a soma dos 

resíduos de ENR e CIP no filé permanece acima do LMR estabelecido para esses fármacos, 

indicando a necessidade da realização de estudos de depleção da ENR nas condições de 

criação de tilápias no País. 
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Tabela 2. Soma dos resíduos de enrofloxacina (ENR) e ciprofloxacina (CIP) em 
filés de tilápia exposta a ENR, obtidos após diferentes períodos de 
exposição, via ração.  

Períodos de 
exposição 

Resíduos de ENR + CIP 
(mg/kg) 

f 4h 7,43 (CV = 5,19 %) 

f 8h 7,46 (CV 5,16 %) 

f 12h 5,29 (CV 2,90%) 

 cv = Coeficiente de variação. 

 

Conclusões 

O método desenvolvido para a determinação de ENR e CIP em filé de tilápia, 

utilizando LC-MS, apresenta as características de facilidade no preparo da amostra e 

rapidez de execução. Os resultados da validação estão em conformidade com os Guias da 

Comunidade Europeia (EC, 2002) e do MAPA (2009), sendo que o método apresenta 

baixos limites de quantificação para ambos analitos e valor de decisão (CCα), calculado 

para ENR e CIP, adequado para permitir estabelecer se uma amostra desconhecida estará 

em conformidade com o valor de LMR estabelecido para essas substâncias (100 mg/kg para 

a soma dos resíduos de ENR e CIP), indicando adequabilidade do método para fins de 

fiscalização. O método apresentou bom desempenho quando aplicado na determinação de 

resíduos de ENR e CIP em amostras de filé provenientes de tilápias expostas a ENR, sendo 

que, nas condições de exposição dos peixes (dose única de 40 mg/kg  p.c., via ração), 

mesmo após 12 horas da administração do fármaco, a soma dos resíduos de ENR e CIP no 

filé permaneceram acima do LMR estabelecido para essas substâncias, indicando a 

necessidade da realização de estudos de depleção da ENR nas condições de criação de 

tilápias no País. 
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Capítulo III 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
NÍVEIS RESIDUAIS DE ENROFLOXACINA E CIPROFLOXACINA: 

EFEITO DO PROCESSO DE PRODUÇÃO E FRITURA EM 

FISHBÚRGUERES PREPARADOS COM FILÉS DE TILÁPIA DO 

NILO (Oreochromis niloticus) EXPOSTA A ENROFLOXACINA. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Este capítulo será submetido para publicação no jornal Food Additives & Contaminants  
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Níveis residuais de enrofloxacina e ciprofloxacina: Efeito do processo de 
produção e fritura em fishbúrgueres preparados com filés de tilápia do 

nilo (Oreochromis niloticus) exposta a enrofloxacina. 
 
 
 
Resumo 
 

Neste trabalho objetivou-se avaliar a influência do preparo de fishbúrgueres e fritura dos 

mesmos, sobre os níveis residuais de enrofloxacina (ENR) e ciprofloxacina (CIP). Os filés 

foram provenientes de tilápias expostas a ENR. Os fishbúrgueres foram preparados 

utilizando esses filés. Para tanto, foi validado para as matrizes fishbúrgueres, antes e após 

fritura, o método analítico desenvolvido para filés (Capítulo II), o qual utiliza cromatografia 

líquida de alta eficiência acoplada à espectrometria de massas (LC-MS). O preparo da 

amostra foi baseado na precipitação com ácido tricloroacético, extração com acetonitrila e 

partição com hexano. A separação cromatográfica foi realizada em uma coluna de fase 

reversa C18. As curvas analíticas matrizadas apresentaram linearidade, com coeficientes de 

correlação maior que 0,99. Para ambas as matrizes o método apresentou-se seletivo, preciso 

(coeficiente de variação menor que 6%) e exato (recuperação 90 a 106%). Não foi 

verificada redução significativa dos níveis residuais da soma de ENR e CIP durante o 

preparo dos fishbúrgueres. No entanto, redução (p<0,05) de, aproximadamente, 10% foi 

verificada como consequência da fritura. Todavia, essa redução pode ser considerada baixa 

em termos de segurança da saúde dos consumidores. 

 

Palavras-chave: enrofloxacina, resíduo de medicamento veterinário, degradação de 

antimicrobianos, efeito do processamento, fishbúrguer.    
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Enrofloxacin and ciprofloxacin residue levels: Influence of production 
and frying on fishburgers formulated from fillets obtained from nile 

tilapia (Oreochromis niloticus) exposed to enrofloxacin. 
 

 
Abstract 
 
This work presents the influence of fishburgers production and frying on the residual levels 

of enrofloxacin (ENR) and ciprofloxacin (CIP). The fillets were obtained from tilapias 

exposed to ENR. The fishburgers were formulated from those fillets. For this purpose an 

analytical method using liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) was validated. 

Sample preparation was done by protein precipitation with trichloroacetic acid, acetonitrile 

extraction and extract clean up with hexane. The chromatographic separation was 

performed on a C18 column. The method was validated for the analysis of the fishburgers 

before and after frying. For both matrices, the matrix matched analytical curves showed 

linearity with a correlation coefficient greater than 0.99. The method was selectivity, 

precision (coefficient of variation below 6%) and accuracy (average recovery of 90 to 

106%). Samples of fishburgers (before and after frying) were analyzed using the validated 

methods. A small reduction (approximately 10%) in the residual levels of ENR and CIP as 

a consequence of frying was verified, indicating that both compounds are stable to cooking 

conditions. 

 

Keywords: enrofloxacin, residues of veterinary drugs, degradation of antimicrobial effect 

of processing, fishburger. 
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Introdução  

A carne de tilápia apresenta requisitos típicos de peixes apreciados pelo 

consumidor, como carne branca de textura firme, sabor delicado e ausência de espinhos em 

“Y”. Além disso, o cultivo de tilápias apresenta vantagens comerciais pela facilidade de 

reprodução e obtenção de alevinos, como também pela rusticidade no manejo.  

Estratégias de popularização para o aumento do consumo e agregação de valor para 

o pescado têm sido estudadas. A comercialização de produtos de pescados está se 

expandindo em outras formas de processamento, muito além de filés frescos e congelados 

disponíveis ao consumidor. Produtos mais elaborados e de fácil preparo estão sendo 

considerados promissores no aumento do consumo desta emergente fonte de proteína. 

A utilização de resíduos da filetagem de pescado e animais de baixo valor comercial 

na formulação de novos produtos é promissora do ponto de vista comercial e atende as 

exigências do novo mercado consumidor de produtos semiprontos, ou prontos, de elevada 

qualidade nutricional e baixos custos (OETERER, 2002). Produtos como nugget, 

fishbúrguer, salsicha e patê, preparados a partir de surimi (polpa preparada de resíduos), 

apresentam as características e vantagens citadas. Surimi é um termo japonês usado para 

carne mecanicamente separada, adicionada de condimentos, acondicionada em porções 

individuais e congelada rapidamente (BORDERIAS & TEJADA, 1987).  

A produção de hambúrguer de pescados, denominado fishbúrguer, surge como uma 

alternativa viável a substituição dos tradicionais hambúrgueres de carne bovina, atendendo 

ao novo estilo de vida, mais saudável. Estudos realizados mostram a excelente 

aceitabilidade e elevado valor nutricional deste produto (MARENGONI, et al., 2009; 

SARY, et al., 2009; MELO, 2009).  

A formulação básica de fishbúrguer é composta por filé ou surimi, amido, proteína 

texturizada de soja, sal e condimentos. A utilização de filé na preparação de fishbúrgueres 

origina produtos superiores aos preparados com carne mecanicamente separada (CMS) ou 

“surimi”. A lavagem da carne mecanicamente separada conduz a perdas de proteínas, 

vitaminas solúveis, minerais e ácidos graxos livres. A deterioração destes produtos é mais 
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rápida em decorrência da exposição dos fluidos celulares durante a extração nos 

despolpadores (KIRSCHNIK, 2007).  

O processamento de alimentos altera as características dos produtos in natura e o 

calor é o fator mais estudado como modificador de compostos químicos. Alguns trabalhos 

têm relatado a significativa degradação de resíduos de fármacos veterinários em tecidos de 

camarão (SHAKILA et al., 2006; UNO et al., 2006), carpa (MITROWSKA et al. (2007)) e 

frango (LOLO al., 2006; TARBIN et al., 2005), quando submetidos à cocção, fritura e 

micro-ondas. Assim, estes estudos comprovaram que o cozimento contribui para o 

consumo seguro dos alimentos comercializados, em relação à presença de resíduos de 

fármacos veterinários. 

A enrofloxacina tem sido aplicada internacionalmente na tilapicultura pela sua 

eficácia no tratamento de bacterioses, que comumente acometem esta espécie de peixe 

(KUBTIZA, 2000; KUBTIZA, 2005). A importância da avaliação dos resíduos deste 

antimicrobiano, da família das fluorquinolonas, em alimentos decorre do fato de que sua 

ingestão pode acarretar desenvolvimento de problemas alérgicos, choque anafilático, 

efeitos tóxicos, e resistência microbiana, haja vista a utilização de seu metabólito, a CIP, na 

medicina humana (VÁSQUEZ, et al., 2001).  

Lolo et al. (2006), reportaram diminuição do resíduo de ENR em tecido de frango, 

quando sob cozimento em água (55 a 62%), micro-ondas (47 a 65%) e fritura (31 a 64%). 

Contudo, nesta mesma matriz, quando grelhada, ocorreu concentração do fármaco (nível de 

resíduo determinado de 158 a 161%).  

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da fritura sobre os 

níveis residuais de ENR e CIP em fishbúrguer, preparados com filé de tilápia do nilo 

exposta a ENR.  

Materiais e Métodos 
 

Solventes e Reagentes 

Os padrões de ENR, CIP e ofloxacina (OFL, padrão interno) empregados neste 

trabalho foram obtidos da Sigma (Sigma-Aldrich, EUA), com pureza superior a 98%. A 
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acetonitrila de grau HPLC utilizada foi adquirida da J.T. Baker (J.T. Baker, USA), de grau 

HPLC. O ácido fórmico, grau analítico, foi obtido da Acros (Acros Organics, EUA). Foram 

utilizados também ácido tricloroacético (Synth, Brasil) e hexano (Carlo Erba, Itália) na 

limpeza do extrato. A água utilizada foi purificada em sistema Mili-Q modelo plus 

(Milipore, EUA). 

Membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) e politetrafluoretileno (PTFE) 

(Milipore, EUA), ambas com 0,22 µm de porosidade, foram usadas para filtrar o extrato da 

amostra e os solventes aquosos e orgânicos. 

 

Equipamentos 

Foi utilizado um sistema de cromatografia líquida acoplada a espectrometria de 

massas (LC-MS) composto por cromatografo líquido de alta eficiência com sistema 

quaternário de bombas e injeção automática Waters Alliance 2695® (Waters, EUA), forno 

para aquecimento de colunas, e detector de massas Waters 3100 (Waters, EUA). 

Empregou-se fonte de ionização electrospray operando no modo positivo (ESI+). A 

aquisição de dados foi realizada mediante o programa computacional Empower® (Waters, 

EUA). 

As amostras foram pesadas em balança analítica de quatro casas decimais, modelo 

BL 2105 (Sartorius, Alemanha) e homogeneizadas em processador doméstico Walita 

modelo RI 2044 (Philips, Brasil). Na extração dos analitos da matriz foi utilizado agitador 

de tubos tipo vortex modelo AP-56 (Phoenix, Brasil), banho ultrassônico modelo 08895-10 

(Cole Parmer, USA) e centrífuga Himac modelo CR 21 (HITACHI, Japão). A concentração 

dos extratos foi realizada em evaporador rotativo modelo MA 120 (Marconi, Brasil). 

 

Preparo de soluções 

As soluções estoque individual dos analitos e do padrão interno (OFL) foram 

preparadas em acetonitrila (ACN) na concentração aproximada de 1000 µg/mL, 

armazenadas em frasco âmbar e mantidas a -20ºC. Soluções intermediárias de 100 µg/mL e 

10 µg/mL para a ENR e CIP, e 100 µg/mL e 25 µg/mL para OFL, foram preparadas pela 
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diluição das soluções estoques dos analitos em ácido fórmico 0,1%, v/v. As soluções 

intermediárias e as de trabalho foram preparadas diariamente. 

 
Obtenção de filés de tilápia sem e com resíduos de ENR 

As amostras de filé de tilápia do nilo (Oreochromis niloticus) sem e com resíduos de 

ENR foram fornecidas pelo Laboratório de Patologia de Organismos Aquáticos do Centro 

de Aquicultura da UNESP, Jaboticabal, SP. Foram utilizadas tilápias (n=40) com massa 

corpórea de, aproximadamente, 250 g, as quais foram mantidas em caixas de fibra de vidro 

(10 peixes/caixa), à temperatura de 28ºC e com aeração constante. 

Previa a exposição à ENR foram coletados os peixes (n=10) correspondentes à 

amostra branco (isenta de resíduos). A ENR foi administrada aos peixes em dose única (40 

mg/kg de peso corpóreo) através de ração revestida. Após ingestão da ração, foram 

coletados peixes nos tempos de 4, 8 e 12 horas. Na coleta, todos os peixes foram 

insensibilizados por choque térmico, tendo sido coletados 10 peixes para cada período. 

Após evisceração e filetagem os filés foram armazenados a -20ºC. O tempo de estocagem 

das amostras foi de, no máximo, 45 dias. 

A realização do ensaio foi aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 

UNICAMP, Protocolo nº2493-1 (ANEXO 1). 

 

Preparo dos fishbúrgueres 

Os fishbúrgueres foram preparados a partir dos filés obtidos das tilápias não tratadas 

(amostra branco) e tratadas com ENR, e formulados conforme apresentado na Tabela 1. 

Para tanto, foi utilizado processador doméstico de alimentos, sendo os fishbúrgueres 

moldados em formatador de hambúrguer de diâmetro 10 cm (Müller, Brasil) com massa de, 

aproximadamente, 90g, embalados a vácuo e armazenados a -20ºC, por no máximo 45 dias. 

 
Tabela 1. Formulação dos fishbúrgueres. 

 

Ingrediente Porcentagem (%) 
Filé de tilápia 93 

Fécula de mandioca 2 
Proteína texturizada de soja 4 

Sal 1 
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Fritura dos fishbúrgueres 

A fritura dos fishbúrgueres (ainda congelados) foi realizada em fogão residencial, 

sobre fogo baixo, em frigideira antiaderente com diâmetro de 12 cm (Tramontina, Brasil). 

Um mililitro de óleo de soja foi utilizado na fritura, que foi realizada por cinco minutos 

cada lado, de modo que fosse atingida a temperatura de 72ºC por dois minutos para 

segurança microbiológica (BRASIL, 1993). Após cocção, o excesso de gordura foi 

removido com auxílio de papel toalha e submetido a congelamento (-200C) até o momento 

da análise.  

 
Preparo das amostras de fishbúrguer para análise 

O preparo da amostra baseou-se na precipitação das proteínas de 1,0 g de amostra 

com 1,0 mL de ácido tricloroacético (ATCA) 10 % v/v, seguido por agitação em vortex 

durante 30 segundos e adição de 4,5 mL de acetonitrila (ACN) para extração dos analitos e 

agitação por mais 30 segundos. Os tubos de 15 mL, contendo o extrato, foram 

ultrassonificados por 10 minutos e centrifugados a 7300 x g. O precipitado foi extraído 

mais uma vez, seguindo o mesmo procedimento. Os sobrenadantes foram acondicionados 

em outro tubo de centrífuga contendo hexano (5 mL ou 10 mL para os fishbúrgueres cru ou 

frito, respectivamente), agitados por 30 segundos em vortex e centrifugados a 1520 x g, 

para facilitar a separação do solvente de extração. O hexano foi removido com auxílio de 

pressão reduzida, a fase residual evaporada até secura, o sólido resultante ressuspendido 

com 1 mL da fase móvel e filtrado. O Fluxograma da marcha analítica é apresentado na 

Figura 1. 

 

Determinação de ENR e CIP por LC-MS 

Os extratos obtidos foram analisados por LC-MS. A separação cromatográfica foi 

realizada em coluna analítica de fase reversa C18 (100 x 2,1 mm, 3 µm) Atlantis® MS 

(Waters, EUA), precedida por uma coluna guarda de mesma fase (10 x 2,1 mm, 5 µm). A 

fase móvel empregada foi uma mistura de ácido fórmico 0,1% e ACN, na proporção 85:15, 

v/v, com fluxo de 0,3 mL/min. A coluna foi mantida à temperatura de 30 ºC e o volume de 

injeção foi de 20 µL. 
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Figura 1. Fluxograma de preparo da amostra para análise de fishbúrguer. 
 

As condições otimizadas para ionização dos analitos por electrospray no modo 

positivo, foram: temperatura da fonte a 120ºC, voltagem do capilar de 4,0 kV, fluxo e 

temperatura do gás de dessolvatação (N2) equivalentes a 500 L/h e 300ºC. Foram 

monitoradas as massas 332 e 362 para a CIP e ENR respectivamente, e 360 para o padrão 

interno (OFL). Na confirmação da identidade dos analitos, foram injetadas soluções padrão 

e verificados seus tempos de retenção. 

 
Validação dos métodos 

O método utilizado para a determinação de ENR e CIP nos fishbúrgueres cru e 

fritos foi validado conforme os guias de validação de métodos analíticos do MAPA (2009) 

e da Comunidade Europeia (EC, 2002), onde são estabelecidos critérios de desempenho 
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para métodos destinados a determinação de resíduos e contaminantes em alimentos de 

origem animal. Esses guias sugerem a avaliação dos seguintes parâmetros: linearidade, 

sensibilidade, seletividade, precisão intra e interdias, exatidão, limite de decisão (CCα) e 

capacidade de detecção (CCβ). Foram também determinados os limites de detecção e 

quantificação e a eficiência de extração do método. 

A validação foi realizada conforme descrito no Capítulo 2 da presente dissertação. 

 

Determinação de umidade nas matrizes 

A determinação da umidade no filé de tilápia e nos fishbúrgueres cru e frito foi 

realizada conforme o método 950.46 da AOAC (2005). Para tanto, foram pesadas 5,00 g de 

amostra em placa de vidro, previamente tarada, e aquecidas durante 3 h em estufa Marconi 

(Modelo MA 035), à 105ºC, com circulação de ar. O resfriamento das amostras para 

realização da pesagem foi realizado em dessecador contendo sílica. Esta operação foi 

repetida até peso constante das amostras.  

Resultados e discussão 
 
Preparo de fishbúrgueres 

A formulação básica de fishbúrgueres consiste na adição de carne de pescado e 

ingredientes: proteína de soja, gordura vegetal, amido de milho ou fécula de mandioca ou 

farinha de aveia, sal e condimentos. Para este trabalho foram utilizados proteína de soja, 

fécula de mandioca e sal. Não foram utilizados condimentos (tais como: cebola, alho, salsa, 

cebolinha, coentro, páprica, cominho e outros) para evitar a presença de possíveis 

interferentes na determinação de ENR e CIP.  

Para avaliar o efeito do cozimento nos níveis de resíduos de ENR e CIP no 

fishbúrguer foi escolhida a fritura, por ser essa a maneira de preparo para consumo mais 

utilizada nesse derivado cárneo. Segundo regulamento técnico de inspeção sanitária, a 

temperatura de 72ºC precisa ser atingida para segurança microbiológica do produto pronto 

para consumo (BRASIL, 1993). O regulamento foi respeitado e na Figura 2 é apresentada 

imagem dos fishbúrgueres cru e frito. 
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Figura 2. Fishbúrgueres cru (A) e frito (B). 
 

 
Preparo de amostra dos fishbúrgueres antes e após fritura 
 

Para avaliar a influência da fritura do fishbúrguer, sob os níveis residuais de ENR e 

CIP, foi utilizado o método de preparo de amostra para filé de tilápia descrito no Capítulo II 

da presente dissertação. Entretanto, na etapa de extração dos analitos da matriz, foi 

necessário aumentar a quantidade de ATCA (de 0,5 para 1,0 mL) e, no fishbúrguer frito, de 

hexano (de 5 mL para 10 mL). Isso foi devido à dificuldade encontrada na filtração do 

extrato obtido, consequente da geleificação do amido, e do aumento da viscosidade por 

parte da proteína de soja, ingredientes adicionados à formulação dos fishbúrgueres. Assim, 

o aumento do ATCA promoveu melhor precipitação das proteínas e o hexano de remoção 

do óleo utilizado na fritura. Evitando-se, ainda, possíveis danos à coluna analítica. 

Na literatura não está relatado método para a determinação de resíduos de ENR e 

CIP em fishbúrgueres. Cabe mencionar, outrossim, que na etapa de preparo de amostra para 

a determinação de resíduos de fármacos veterinários em carne de pescado, a maioria dos 

autores fazem utilização da extração em fase sólida (SPE) para clean-up da amostra 

(HERNANDO et al., 2006; JOHNSTON et al., 2002; LI et al., 2009; SAMANIDOU et al., 

2008). O método utilizado no presente trabalho mostrou-se de simples e rápida execução, 

dada a não utilização da SPE, além de menor custo. 

 

Validação dos métodos analíticos 

O método analítico utilizado para a amostra antes e após o processamento foram  

validados baseados nos guias de validação de métodos analíticos do MAPA (2009) e da 

A B 
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Comunidade Europeia (EC, 2002) para determinar a confiabilidade de seus resultados. Os 

resultados obtidos na etapa de validação, no fishbúrguer cru e frito, são apresentados na 

Tabela 2.  

Os parâmetros de validação do método, avaliados para a análise dos fishbúrgueres 

(linearidade das curvas analíticas, sensibilidade, seletividade, precisão intra e interdias, 

exatidão, limite de decisão e capacidade de detecção) apresentaram conformidade com os 

guias de validação do MAPA (2009) e da Comunidade Europeia (EC, 2002). As curvas 

analíticas matrizadas apresentaram linearidade na faixa entre 50-200 µg/kg para ambas as 

matrizes estudadas, com coeficientes de correlação (r) maiores que 0,99. De acordo com as 

diretrizes estabelecidas pelo INMETRO (2003), somente curvas analíticas que apresentem 

correlação maior que 0,90 podem ser utilizadas para determinar concentrações em ensaios 

químicos. 

A seletividade foi avaliada pela comparação entre os cromatogramas obtidos pela 

análise de amostras (fishbúrgueres) branco e fortificadas. Não foi verificada a presença de 

interferentes junto aos analitos de interesse (ENR e CIP) indicando que o método foi 

seletivo (Figura 3). 

A sensibilidade do método para a ENR nos fishbúrgeres cru e frito (0.0077 e 0.0088 

ua kg/µg, respectivamente) e para CIP nos fishbúrgeres cru e frito (0.0078, e 0.0078 ua 

kg/µg, respectivamente) foram semelhantes entre si e também semelhantes àqueles 

relatados para filé de tilápia (0,0079 e 0,0084 ua kg/µg) (Capítulo II da presente 

dissertação), o que da suporte a robustez do método desenvolvido  quando utilizado nessas 

diferentes matrizes. 
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Tabela 2. Resultados da Validação para fishbúrguer. 

  Fishbúrguer antes da fritura Fishbúrguer após fritura 
  Ciprofloxacina Enrofloxacina Ciprofloxacina Enrofloxacina 
Equação da curva analítica y = 0,0078 x - 0,0147 y = 0,0077 x - 0,0071 y = 0,0078 x + 0,0355 y = 0,0088 x + 0,047 
Linearidade r 0,9983 0,9987 0,9998 0,9981 
LOD (µg/kg)   17,30 17,25 17,30 17,25 
LOQ (µg/kg)  51,90 51,75 51,90 51,75 

CCα (µg/kg)  109 104 107 109 

CCβ (µg/kg)  118 108 114 117 
Eficiência de Extração (%) 

50 µg/kg (n=3)   87 - 93 100 - 105 69 - 73 65 - 70 
100 µg/kg (n=3)   101 - 105 99 - 103 68 - 74 70 - 73 
150 µg/kg (n=3)   92 - 98 95 - 101 87 - 91 83 - 85 

200 µg/kg (n=3)   80 - 85 93 - 97 88 - 90 82 - 86 

Exatidão (%) (Recuperação) 

50 µg/kg (n=3)   98 - 99 91 - 95 100 - 105 90 - 95 

100 µg/kg (n=3)   92 - 96 96 - 101 101 - 106 91 - 96 

150 µg/kg (n=3)   93 - 95 92 - 97 98 - 103 95 - 97 

200 µg/kg (n=3)   94 - 99 89 - 94 99 - 104 92 - 96 
Efeito Matriz (%)   -52,46 -43,49 -50,47 -12,14 

50 µg/kg (n=3)       

100 µg/kg (n=3)   -42,50 -21,60 -36,13 -14,42 
150 µg/kg (n=3)   -48,41 -24,19 -55,18 -16,84 

200 µg/kg (n=3)   -59,02 -45,27 -67,29 -59,50 
Precisão (CV%) Intradia 

50 µg/kg (n=3)   3,55% 1,83% 1,50% 2,20% 

100 µg/kg (n=3)   3,55% 1,24% 4,51% 5,22% 

150 µg/kg (n=3)   3,30% 0,80% 1,75% 4,89% 

Precisão (CV%) Interdia 

50 µg/kg (n=3)   4,50% 5,61% 3,99% 4,55% 

100 µg/kg (n=3)   5,42% 2,23% 4,36% 4,96% 
150 µg/kg (n=3)   3,62% 2,98% 3,33% 4,49% 

LOD = limite de detecção; LOQ = limite de quantificação; CCα = limite de decisão; CCβ= capacidade de quantificação; CV = coeficiente de variação.  

86 
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Figura 3. Cromatogramas das matrizes branco e matrizes branco fortificada na 

concentração de 100 µg/kg: (A) fishbúrguer cru branco, (B) fishbúrguer cru 
fortificado, (C) fishbúrguer frito branco, (D) fishbúrguer frito fortificado. 

 
 

Tanto para ENR como para CIP, os limites de detecção e de quantificação dos 

métodos foram de 51,9 e 51,8 µg/kg e 17,3 µg/kg, respectivamente (Tabela 2). Amostras 

branco (n=10) foram fortificadas com ENR e CIP no nível do LOQ e analisadas. O valor 

máximo de CV para os resultados obtidos (11,43%) comprova as condições do método em 

condições de atendimento ao Guia de Validação do MAPA (2009), que estabelece que 

valores de CV não devem ser maiores que 25% e 20% para concentrações do analito < 10 

µg/kg e no intervalo de concentração (C) de 10 µg/kg ≤ C ≤ 100 µg/kg, respectivamente. 

Cabe relatar que os valores de LOQ, verificados para ENR e CIP, são menores daqueles 

relatados por Paschoal et al. (2009) na determinação de 6 quinolonas em filé de tilápia, 

utilizando EPS no preparo da amostra e determinação por cromatografia líquida com 
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detecção por espectrometria de massas com tempo de voo (LC-ESI-MS-QToF). Estes 

dados corroboram a adequabilidade da metodologia desenvolvida no presente trabalho. 

O valor de decisão (CCα) calculado para ENR e CIP, foi de 109 e 104 µg/kg no 

fishbúrguer cru e 109 e 107 µg/kg no fishbúrguer frito, respectivamente. Ou seja, o método 

desenvolvido permite concluir que uma amostra desconhecida será não conforme (com uma 

probabilidade de erro α = 5%) quando a soma dos valores obtidos para os níveis residuais 

dos analitos estiveremacima de 104 µg/kg para o fishbúrguer cru e 107 µg/kg para o 

fishbúrguer frito (menor valor de CCα), visto o LMR para essas substâncias ter sido 

estabelecido como a soma dos resíduos de ambos analitos (EC, 2002; MAPA, 2009; 

EMEA, 2008).  

 

Determinação da umidade das matrizes 
Foi observado que durante a etapa de fritura dos fishbúrgueres ocorria perda de 

umidade. Assim, foi realizada a determinação da umidade nas diferentes matrizes (filé, 

fishbúrgueres antes e após fritura) para expressar os níveis de resíduo em base seca e, 

assim, poder realizar a comparação dos resultados obtidos na determinação de ENR e CIP. 

Os resultados obtidos estão apresentados na Tabela 3 e indicam que, de fato, existe 

diferença significativa (p<0,05) no teor de umidade entre as diferentes matrizes.  

 
Tabela 3. Teor de umidade nas matrizes analisadas. 

 

Matriz Umidade (%) CV% 

Filé 77 0,20 

Fishbúrguer cru 71 0,35 

Fishbúrguer frito 64 0,19 

 
O teor de umidade encontrado no filé de tilápia (77%) foi semelhante aos valores 

relatados por Oliveira et al. (2008) e por Oetterer (2002), assim como o resultado 

encontrado para fishbúrguer cru (71%) foi semelhante ao relatado por Marengoni et al. 

(2009) na amostra controle, quando caracterizou a composição centesimal de fishbúrgueres 

de tilápia do nilo preparados com diferentes formulações. 
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Resíduos de ENR e CIP nos fishbúrgueres crus e fritos 

Diversos artigos tem sido publicados com o objetivo de avaliada a influência do 

cozimento sobre os níveis de resíduo de fármacos veterinários em tecidos musculares de 

animais destinados ao consumo humano (SHAKILA et al., 2006; UNO et al., 2006; 

MITROWSKA et al. 2007; LOLO al., 2006; TARBIN et al., 2005).  

A importância da avaliação da presença de resíduos de fármacos veterinários em 

alimentos minimamente processados ou industrializados se deve ao fato de poder ampliar a 

fiscalização para além das matérias-primas e, assim, garantir o consumo seguro desses 

alimentos.  

Os níveis residuais de ENR e CIP no filé e fishbúrgueres antes e após fritura estão 

apresentados na Tabela 4. Nos valores relatados para os fishbúrgueres, além de expressos 

em base seca, também foi descontada a presença dos ingredientes com o objetivo de 

facilitar a comparação dos dados entre todas as matrizes (filé, fishbúrguer crú e fishbúrguer 

frito).  

 

Tabela 4. Níveis residuais da soma de enrofloxacina (ENR) e ciprofloxacina (CIP) em filé 
de tilápia e fishbúrgueres (antes e após fritura). Todos os valores estão expressos 
em mg/kg e em base seca.  

 

Amostra* 
Filé 

 
Fishbúrgueres 

Redução dos níveis de 
ENR+CIP como 

consequência da fritura 
(%) Antes Após fritura 

F4 32,325* 31,202** 28,229** 9,53 (CV = 3,03%) 

F8 32,452* 31,310** 28,160** 10,06 (CV = 3,93%) 

F12 22984* 21,799** 19,338** 11,29 (CV = 3,64%) 

* F4, F8 e F12 se referem ao tempo de coleta das tilápias após exposição a ENR (40 mg/kg p.c). 
* valores corrigidos para umidade; ** valores corrigidos para umidade e ingredientes. 
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Os valores obtidos para a soma dos níveis residuais de ENR e CIP no filé de tilápia 

e no fishbúrguer antes da fritura, para cada tempo de coleta de amostras (F4, F8 e F12), não 

diferem estatisticamente (p<0,05) indicando que não ocorreu perda ou degradação desses 

analitos durante a etapa de preparo dos fishbúrgueres. Entretanto, verificou-se redução 

significativa (p<0,05) de 9 a 11%, nos níveis residuais dos analitos como consequência da 

fritura dos fishbúrgueres. Cabe mencionar que o único trabalho encontrado na literatura que 

trate da diminuição dos níveis residuais da ENR resultante do cozimento do alimento foi o 

de Lolo et al., (2006), os quais verificaram, em filés de frangos expostos a ENR por via 

intramuscular, degradação de 31-59% para os resíduos de ENR como consequência da 

fritura.  

Visando à proteção da saúde pública, recomenda-se que estudos adicionais sejam 

realizados para avaliar a influência da matriz, do tipo de fármaco veterinário e do 

cozimento, nos níveis residuais de fármacos em alimentos pronto para consumo. 

 
 

Conclusões 

Os métodos analíticos validados para a determinação dos níveis residuais de ENR e 

CIP em fishbúrgueres (antes e após fritura) apresentou conformidade com os guias de 

validação do MAPA (2009) e da Comunidade Europeia (EC, 2002). 

Não foi verificada redução significativa dos níveis residuais da soma de ENR e CIP 

durante o preparo dos fishbúrgueres. No entanto, redução de, aproximadamente, 10% 

(p<0,05) , foi verificada como consequência da fritura. Dessa forma concluiu-se que essa 

redução pode ser considerada baixa em termos de segurança dos consumidores.  
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CONCLUSÃO GERAL 

 

Foi desenvolvido e validado um método analítico utilizando cromatografia líquida 

acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) para a determinação dos níveis residuais de 

ENR e CIP em filé de tilápia e fishbúrgueres (antes e após fritura). O método apresenta as 

características de facilidade no preparo da amostra e rapidez de execução. Unicamente 

pequenas modificações foram necessárias no preparo da amostra para adequar o método às 

diferentes matrizes, o que indica que o mesmo é robusto. Os resultados da validação estão 

em conformidade com os Guias da Comunidade Europeia (EC, 2002) e do MAPA (2009), 

sendo que o método apresentou baixos limites de quantificação para ambos analitos e valor 

de decisão (CCα), calculado para ENR e CIP, adequado para permitir estabelecer se uma 

amostra desconhecida estará em conformidade com o valor de LMR estabelecido para essas 

substâncias (100 mg/kg para a soma dos resíduos de ENR e CIP), indicando adequabilidade 

do método para fins de fiscalização.  

A redução nos níveis residuais da soma de ENR e CIP verificados durante o preparo 

dos fishbúrgueres e fritura dos mesmos pode ser considerada baixa em termos de segurança 

dos consumidores.  

Visando à proteção da saúde pública, recomenda-se que estudos adicionais sejam 

realizados para avaliar a influência da matriz, do tipo de fármaco veterinário e do 

cozimento, nos níveis residuais de fármacos em alimentos pronto para consumo. 
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Anexo 1. Certificado de Aprovação do projeto na Comissão de ética no uso de animais da 
UNICAMP 

 


