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RESUMO

O crescimento do setor aquicola no Brasil se encontra em evidéncia. Em 2010 o volume
produtivo foi maior que 479.390 toneladas, apresentando incrementos de 15,3%, em
relacdo a producgao de 2009, e 31,2%, em relagao ao triénio 2008-2010. Neste mesmo ano
de 2010, a aquicultura continental brasileira registrou volumes produtivos na ordem de
394.340 toneladas, das quais 63,4% foram representadas pela soma de tilapia e carpa. Na
piscicultura nacional e mundial, principalmente em regiées tropicais, a tilapia representa
uma das espécies mais indicadas para o cultivo intensivo. Dados da Balangca Comercial de
Pescados apontam que em 2005 o volume de exportacdo de tildpia brasileira ja se
aproximava de 314,8 toneladas. Em 2010 o montante de pescado brasileiro exportado se
aproximou de US$ 263 milhdes. Neste periodo os principais paises importadores foram
EUA, Europa e Asia. A Comunidade Européia estabelece barreiras a exportacdo do
pescado brasileiro, na busca pelo atendimento a exigéncias quanto a comprovagao de
teores de contaminantes, tais quais antibiéticos, em produtos importados. Quanto ao
cloranfenicol, a preocupacao se relaciona a proibicdo de seu uso em animais destinados
ao consumo humano, baseada em evidéncias toxicoldégicas como a ocorréncia de anemia
aplastica. Outro fator que contribui para a imposicao de barreiras a exportagdo nacional é
a falta de dados analiticos relacionados a pescados brasileiros. Para determinacao
analitica de Cloranfenicol, o método de cromatografia liquida com deteccdo por
espectrometria de massas (CL-EM) é exigido em fungdo de sua sensibilidade e
seletividade. Métodos rapidos e eficientes se fazem necessarios. Perante tais
necessidades, este trabalho desenvolveu e validou uma metodologia analitica para
determinacao quantitativa de residuos de cloranfenicol em pescado. O procedimento de
extracdo apresentou inUmeras vantagens: é rapido, direto, apresenta baixo custo, e exclui
etapas adicionais de limpeza (como extracdo em fase soélida). Ainda, utiliza pequenas
quantidades de amostra e de solvente. Na etapa de separacao e deteccao foi empregada
a técnica cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a espectrometria de massas
em “tandem’ com ionizagao por “electrospray” (CLAE-ESI/EM/EM). O método se adéqua a
Comissdao de Decisdo 2002/657/EC quanto ao numero de pontos de identificacao
requeridos pela para substancias com tolerancia zero. O tempo de corrida cromatogréfica
foi igual a 9 minutos. O método é linear na faixa entre 0,03ug/kg e 0,33ug/kg, além de
preciso, e exato. Recuperagcbes variaram entre 91,33 e 108,00%. A transicao de
quantificacao 321.9>152.1 apresentou LQ igual a 0,03ug/kg, sendo o LMDR requerido
pela Commission Decision 2003/181/EC < 0,30ug/kg.

PALAVRAS-CHAVE: cloranfenicol; antibiético; pescado; cromatografia liquida de alta
eficiéncia; espectrometria de massas
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ABSTRACT

The growth of the aquaculture industry in Brazil is in evidence. In 2010, domestic
production was greater than 479,390 tons, showing an increase of 15.3% compared to
2009 production, and of 31.2% compared to the period 2008-2010. In the same year, the
Brazilian continental aquaculture recorded production volumes of around 394,340 tonnes,
of which 63.4% were represented by the sum of tilapia and carp. Tilapia is one of the most
suitable species for intensive fish farming. In 2005 the export volume of Brazilian Tilapia
had already approached 314.8 tons. . In 2010 Brazil exported U.S. $ 263 million in fish.
The main importers were U.S.A., Europe and Asia. The European Community establishes
barriers to Brazilian exports of fish. There is a need of meeting requirements of laboratory
tests in order to show levels of antibiotics in certain products. The concern in relation to
chloramphenicol relates to the prohibition of its use in animals intended for human
consumption, due to toxicological factors such aplastic anemia. Another factor that
contributes to the imposition of trade barriers is the lack of available data concerning its
presence in Brazilian fishes. For the determination of chloramphenicol in fishes, the
method LC-MS (liquid chromatography with detection by mass spectrometry) is required
due to its sensitivity and selectivity. Methods for the analysis of chloramphenicol should be
related to speed and efficiency. Given these needs, this study developed and validated an
analytical method for quantitative determination of chloramphenicol residues in fish. The
extraction procedure has shown several advantages: is fast, direct, is inexpensive and
eliminate additional cleanup steps (i.e. solid phase extraction). What is more, requires low
amounts of sample and of solvents. For the separation and detection steps, HPLC-
ESI/MS/MS has been employed. The method is adequate for the number of identification
points required by the Commission Decision 2002/657/EC for substances with zero
tolerance,. In chromatography, the run time was equal to 9 minutes. The method is linear in
the range between 0.03ug/kg and 0.33ug/kg. It is also precise, and accurate. Recoveries
ranged between 91.33 and 108.00%. The quantification transition 321.9>152.1 showed a
LOD and LOQ of 0.03pg/kg. The MLPR required by Commission Decision 2003/181/EC is
of 0.30mg / kg.

KEYWORDS: chloramphenicol; antibiotic; fish; high performance liquid chromatography;

mass spectrometry.
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1 INTRODUGCAO

Para a dieta humana, o peixe constitui uma fonte de proteinas de alta qualidade, de
vitaminas A, D, E e complexo B e de certos minerais, dentre os quais calcio, fésforo e
ferro. Em sua fracado lipidica os peixes contém acidos graxos 6mega-3, 0s quais sao
denominados essenciais por ndo serem sintetizados pelo organismo, e que contribuem
positivamente com a bioquimica de membranas celulares, fungdes cerebrais, e
transmissao de impulsos nervosos e fungdes circulatérias (MARTIN et al., 2006; BAYLISS,
1996)

O potencial pesqueiro do Brasil caracteriza-se pela grande extensdo costeira e o
excepcional volume de aguas interiores, com significativa diversidade de espécies de valor
comercial relevante, o que vem proporcionando expressivo crescimento da aquicultura,
tanto marinha como de aguas interiores, e conquistando progressivamente os mercados,
nacional e internacional (HIGIENE ALIMENTAR, 2008; MPA, 2010).

A aquicultura pode ser definida como o processo de produgdo em cativeiro, de
organismos com habitat predominantemente aquatico, tais como peixes, camardes, ras,
entre outras espécies (PESCA BRASIL, 2008). Esse tipo de processo produtivo vem se
impondo mundialmente como atividade pecuaria. O Brasil apresenta um grande potencial
para desenvolvimento da aquicultura, além de mao-de-obra abundante e crescente
demanda por pescado. Em 2008 o pais ja apresentava indices anuais de crescimento de
9,2% comparados com apenas 1,4% na pesca extrativa e 2,8% na producao de animais
terrestres. Volumes de producdo para este mesmo ano foram registrados préximos a
365.360 t. Em 2009 registrou-se volume produtivo na ordem de 415.649 toneladas e, em
2010, 479.398 toneladas. Ainda para 2010, a aquicultura continental apresentou volume
de producado na ordem de 394.340 toneladas, das quais 63,4% foram representados pela
soma de tilapia e carpa (BRASIL, 2012a; FAO, 2008; MERCADO DA PESCA, 2008).

A balanga comercial brasileira de peixes criados em cativeiro apresentou, no ano de
2009 e 2010, exportagdbes na ordem de US$ 247 milhdes e US$ 263 milhdes,
respectivamente, com destaque crescente para peixes frescos, principalmente na forma
de filés. Verificaram-se valorizacdes do preco de pescado exportado pelo Brasil, também
gerado diretamente por crescimento de indices de vendas de preparacdes e conservas,
lagosta, polvo e de atuns e afins para mercados externos (BRASIL, 2012a; SEAP, 2008).



O emprego de antimicrobianos se tornou imperioso na aquicultura, como forma de
minimizar perdas de produtividade decorrentes de doengas infecciosas. Os
antimicrobianos na produgédo animal visam essencialmente aspectos profilaticos e de
tratamento de afeccées (JORNAL DA UNICAMP, 2008). Nestes casos, seu uso é
permitido com base nas legislacbes da ANVISA e do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (BRASIL, 2010).

Usos indevidos de antibidticos tendem a contribuir para que produtos alimenticios
de origem animal apresentem residuos em niveis que podem comprometer a saude do
consumidor. Além disso, no local de producdo, podem contribuir para a manutencao de
ciclos de selecao de bactérias resistentes, também, com diminuicdo inerente de eficacia
de medicamentos. Neste contexto, se fazem presentes questdes de seguranca alimentar e
resisténcia bacteriana (JORNAL DA UNICAMP, 2008).

Residuos de drogas veterinarias em alimentos sdo avaliados e comparados com os
limites maximos de residuos (LMR) permitidos por legislagcdes vigentes. No Brasil,
estabelecer limites maximos de residuos é competéncia do Ministério da Saude. No caso
de seu nao estabelecimento, fazem-se uso de limites internalizados no Mercosul, bem
como os recomendados pelo Codex Alimentarius, constantes nas Diretivas da Unido
Européia e utilizados pelo FDA/USA (BRASIL, 2010).

Cloranfenicol — CAP ¢é um antibiético de largo espectro antibacteriano e
propriedades farmacocinéticas. Seu uso tem sido frequentemente associado a desordens
sanguineas, algumas fatais, e ndo dose-dependente (GUY et al., 2004). E vetado na
Unidao Européia, Estados Unidos e, dentre outros paises, o Canada, para animais
destinados ao consumo humano (OLVEIRA et al., 2007; FERGUSON et al., 2005).

A qualidade dos produtos exportados pelo Brasil para a Europa tem sido o fator
determinante no estabelecimento de barreiras a exportacdo do pescado brasileiro. O
regulamento adotado pela Unido Européia exige certificados de testes laboratoriais para
constatar os niveis de metais pesados, antibidticos e histamina aos exportadores de peixe
fresco, substancias estas relacionadas a seguranca do consumidor (SEAP, 2008).

A absoluta necessidade de atendimento as exigéncias sanitarias de importantes
mercados internacionais, como Estados Unidos da América, Unido Européia, China e
Japao, bem como a preocupacao a nivel nacional, determinou o estabelecimento de uma
politica de protecdo a saude do consumidor no que diz respeito a presenca de residuos

nos produtos da pesca, através da implementagcdo de um Programa como instrumento
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normativo disciplinar, inicialmente denominado Plano Nacional de Controle de Residuos —
PNCR (HIGIENE ALIMENTAR, 2008).

Hoje o Programa tem seu nome estendido para Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes — PNCRC. Sendo um programa federal de inspecédo e
fiscalizacdo de alimentos, se baseia em analise de risco, e visa verificar a presenca de
residuos de substancias quimicas potencialmente nocivas a saude do consumidor, como
residuos de medicamentos veterinarios, de agrotdéxicos ou afins, de contaminantes
ambientais e de contaminantes inorganicos, fornecendo aporte de um sistema que garanta
a seguranca e a inocuidade dos alimentos disponibilizados aos consumidores e que seja
equivalente aos requisitos sanitarios internacionais estabelecidos pelo MERCOSUL,
CODEX, OMC, e 6rgaos auxiliares como FAO, OIE, WHO (BRASIL, 2012b).

Devido as exigéncias de analises de residuos de antibiéticos pela Unido Européia
aos exportadores de pescado, estas necessitam ser realizadas em um periodo curto, ja
que o0s peixes nao podem ser liberados para exportacdo até que sejam obtidos laudos
analiticos que comprovem a adequacado do produto as exigéncias de seu destino.
Portanto, vé-se a necessidade do desenvolvimento de métodos que sejam efetivos e
rapidos, e preferivelmente multi-elementares, para analises de antibidéticos em pescado.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo geral desenvolver e validar uma
metodologia para a anadlise de residuos de cloranfenicol em pescado. Os objetivos
especificos foram: (i) comparar diferentes métodos de extracdo comumente empregados
para determinacao de cloranfenicol em pescado; (ii) desenvolver uma método por CLAE-
EM/EM para determinacao de cloranfenicol em pescado; (iii) validar o método de acordo
com parametros de desempenho de linearidade, seletividade, exatidao, precisao, limite de
deteccdo e limite de quantificacdo; (iv) avaliar criticamente a iminéncia da aplicacdo do
método desenvolvido, para avaliagdo comercial de pescado.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PEIXES

Peixe fresco é aquele que nao sofreu qualquer processo de conservacao, exceto
pelo resfriamento, e que mantém suas caracteristicas sensoriais essenciais inalteradas
(SAO PAULO, 1978). Neste estagio, deve apresentar integridade fisica, refletida por
aspecto geral sem alteracdes, mutilagdes, deformacdes e traumas, livre de parasitas e
doencas microbianas (NUNES, 1994). Também importante, deve apresentar visceras
integras e diferenciadas, bem como musculatura da parede intestinal sem sinais de
autdlise, odor e sabor inalterados (AL, 1985).

Em fungdo do pH proximo a neutralidade, da elevada atividade de agua nos
tecidos, da alta disponibilidade de nutrientes e lipideos insaturados, bem como da
presenca de enzimas de rapida ag¢ao destrutiva em seus tecidos naturais, 0s peixes, como
produto de origem animal, apresentam elevada susceptibilidade a deterioracdo (SASSAKI
& RIBEIRO, 1991; ASHIE et al., 1996; ABABOUCH et al., 1991).

Apé6s a captura, o peixe passa pelos seguintes estagios: hiperemia e/ou liberacao
do muco, rigor mortis, digestdo quimica, autdlise e decomposicao bacteriana. A liberacao
do muco ocorre como uma reagao peculiar do organismo agonizante ao meio ambiente
adverso. Tal muco, constituido principalmente pela mucina, é um excelente substrato para
o desenvolvimento de bactérias, devendo ser retirado por lavagem simples (BERAQUET &
LINDO, 1985; ASHIE et al., 1996; CHAGAS, 2010; DA SILVA, 2008).

O rigor mortis ou rigidez cadavérica se instala apdés a morte. Métodos de captura
tém influéncia acentuada no intervalo de tempo necessario para que tal rigor mortis se
instale. Pescados submetidos a elevados niveis de estresse durante o processo de
captura apresentam reduzidos periodos de rigor mortis em fungéo de gasto excessivo de
glicogénio (VIEIRA, 2004). No post rigor, os musculos amolecem, tem-se o
desdobramento da adenosina-trifosfato (ATP) e formacédo de amdnia e demais compostos
volateis a partir da uréia. O pH do musculo aumenta até alcancar os valores iniciais
(ASHIE et al., 1996).

De forma geral, a glicogendlise ndo € tao intensa em peixes, resultando em pH
entre 5,4 e 6,2. Estes valores, além de insuficientes para inibir desenvolvimento de
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microrganismos, sao ideais para a ativacdo de enzimas proteoliticas naturalmente
presentes nos tecidos (catepsinas). Tais enzimas, potencializadas pela atividade de
enzimas de mesma natureza e provenientes de bactérias, podem favorecer
contaminacgdes por transposicao de paredes do intestino por bactérias também intestinais
(JAY, 2005).

Algumas praticas de manuseio pés-captura recomendadas para assegurar menores
riscos bacteriolégicos sdo: sangria, evisceracao, lavagem, resfriamento, acondicionamento
e sanitizacao (VIEIRA, 2004).

No sentido da conservacao, o trinbmio tempo x higiene x temperatura se faz
essencial para assegurar atributos de qualidade de pescados. Tempo se relaciona com a
rapidez com que se desencadeiam reacdes autoliticas e/ou bacterianas que, por outro
lado, estao relacionadas com o grau de higiene do barco e dos manipuladores do pescado
(VIEIRA, 2004).

Quanto mais baixas forem as temperaturas aplicadas no sentido da conservacao do
pescado, mais lentas tendem a ser as deterioragcdes tanto bacterianas quanto enzimaticas.
Para tanto, sdo comuns os usos camaras de refrigeracdao ou gelo em escamas e cubos. O
tratamento e filtracdo da agua utilizada na fabricacdo deste gelo, bem como na lavagem
do pescado, sdo de suma importancia. Outros cuidados basicos na pés captura incluem o
correto empilhamento evitando esmagamento, a eliminacédo de detritos, a higienizacao de
equipamentos e locais fisicos, a higiene e saude do manipulador (HATHCOCK, 1982;
LUCAS, 1995; PANETTA et al., 1995).

Também o rigor mortis sofre influéncia de baixas temperaturas, demorando mais
para se iniciar e se tornando mais prolongado. Como conseqléncia, ha o adiamento de
deterioragdes que possam ser causadas por bactérias presentes ao longo deste estagio.
Assim, a conservacdo e adequada estocagem do pescado se fazem de grande
importancia ndo sé imediatamente apds a captura, mas ao longo das etapas que a
procedem, tais quais: transporte, comercializacdo e processamento industrial (VIEIRA,
2004).

Considerando o fato de cargas microbiolégicas em pescados apresentarem relacao
direta com o tipo e natureza do habitat aquatico do qual o peixe provem, se faz relevante
ressaltar que recorre-se a administracao de antibidéticos em ambientes potencialmente

comprometidos. Isto, considerando inclusive o fato de altas cargas poderem determinar



quebras significativas de producédo e rentabilidade da exploracdo destes animais como
produto (TAYLOR, 1985; SAAVEDRA et al., 2004).

Embora os peixes sejam fontes de nutrientes de elevada qualidade, é em funcao
dos riscos eminentes, de natureza biolégica (bactérias, virus e parasitas) e também de
natureza quimica (toxinas, residuos e contaminantes), que se percebem preocupacdes
atreladas a seguranca e ao consumo de pescado fresco. Os efetivos cuidados e controles
de qualidade no manejo se traduzem, portanto, na reducdo de problemas de ordens
ambientais e de saude publica (HUSS et al., 2000).

2.1.1 Tilapia

A tilapia Oreochromis niloticus € um peixe de escamas, que predomina em aguas
doces e quentes (20 a 30 T). Nativo do continente africano e da Anatdlia, ou Asia Menor,
foi introduzido no Brasil em meados de 1952. Atualmente, se destaca nacionalmente
frente a inimeras espécies exédticas também introduzidas, tais quais carpas, trutas e
catfish americano, bem como a espécies originalmente brasileiras (NOGUEIRA et al.,
2007).

A primeira espécie de tilapia relatada no Brasil foi a Tilapia do Congo (Tilapia
rendalli), em 1952. Posteriormente, a espécie Nildtica (Oreochromis niloticus), cuja
linhagem Chitralada ou Tailandesa foi desenvolvida no Japdo e melhorada no Palacio
Real de Chitral, na Tailandia, foi introduzida. Isto ocorreu em 1996, tendo seus alevinos
sido doados pelo Asian Institute of Technology (AIT). Nos ultimos anos, tal linhagem vem
sofrendo processos de melhoramento genético, e usufruindo de sucesso crescente em
vertentes do mercado brasileiro. Na figura 1 pode ser observada uma tilapia da espécie
Nilética (Oreochromis niloticus) (GENTELINI, 2007; NOGUEIRA et al., 2007).

Figura 1. Tildpia da espécie Nilética (Oreochromis niloticus)



De forma geral, sdo inUmeras as caracteristicas que elevam o potencial da tilapia
como peixe de cultura: habito alimentar onivoro além de detritivoro, respondendo com
mesma eficiéncia a ingestdao de proteinas de origem vegetal e animal; alimentam-se de
itens basicos da cadeia tréfica, abrangendo ampla gama de alimentos; resposta positiva a
fertilizacdo (adubagédo) em viveiros; desova ao longo de todo o ano; resisténcia a
superpovoamento e a baixos teores de oxigénio dissolvido. Considerando condicdes de
cultivo proximas ao conforto térmico (28<C), € um a nimal de crescimento acelerado e curto
ciclo de engorda — aproximadamente seis meses (MARENGONI, 2006; ZIMMERMANN e
HASPER, 2003; SEBRAE, 2008; HEIN & BRIANESE, 2004).

Em funcdo de apresentar reproducédo relativamente precoce, a partir de quatro
meses de idade, o risco de superpovoamento de tanques é eminente. Assim sendo, o
contorno desta situacdo se faz possivel, por exemplo, por meio da manutencdo de
populacdes de alevinos exclusivamente machos, sexuados manualmente ou revertidos
através de hormdnios sexuais (SEBRAE, 2008).

Altas densidades de estocagem determinam maiores producdes e consequente
retorno mais expressivo sobre investimentos. Ao mesmo tempo, tais densidades elevadas
imputam condigcdes de crescimento conturbadas, se comparadas as condicbes da
natureza. Nestes casos, o0 estresse inerente ao meio tende a culminar em maior
suscetibilidade dos animais a quadros infecciosos (MARENGONI, 2006).

Producgdes eficientes ndo significam necessariamente obtengédo de pesos maximos
passiveis de serem obtidos, mas pesos que podem ser atingidos com baixas conversoes
alimentares, em periodos razoavelmente curtos, e com aceitagdo comercial
(MARENGONI, 2006)

Além da elevada taxa de adaptabilidade as condi¢cdes variadas e regionais de
cultivo, as caracteristicas organolépticas e nutricionais sdo fatores que vieram a concorrer
para o destague nacional da tilapia como peixe de cultura. Sua carne é tida como
saborosa e apresenta baixo teor de gordura (média de 0,9 g/100 g de carne) e de calorias
(aproximadamente 172 kcal/100g de carne), além da auséncia de espinhas em forma de
“Y” (mioceptos), o que culmina em rendimentos aproximados a 33% a 37% de filés, para
exemplares com peso médio de 600 gramas, 0 que a potencializa inclusive como peixe
para industrializacao. Tilapicultura ja é termo corrente entre pesquisadores (NOGUEIRA et
al., 2007; SEBRAE, 2008).



2.2 PESCA EXTRATIVA, AQUICULTURA E PSICULTURA

Pesca extrativa é a atividade relacionada a retirada de organismos aquaticos da
natureza sem seu prévio cultivo. Pode ocorrer em escala industrial ou artesanal, tanto no
mar como no continente. Em funcéo disso, a atividade extrativista tem sido controlada em
boa parte do planeta como tentativa de se evitar maiores desastres ecoldgicos do que os
ja presentes (SEBRAE, 2008).

A aquicultura abrange o cultivo de organismos aquaticos, de forma racional, em
ambiente marinho de agua doce ou salobra, em territério maritimo ou continental. A
producéo aquicola brasileira teve inicio em 1968, quando o volume de producéao reportado
foi menor que 0,5 toneladas. Desde entdo, a aquicultura nacional tem mostrado um
crescimento gradual, em certos momentos exponencial. Segundo a Secretaria Especial de
Aquicultura e Pesca (SEAP), no periodo de 1992 a 2002, o crescimento de 825% da
aquicultura nacional sobrepbés os 142% da aquicultura mundial. Em 2003 a producéo
nacional foi igual a 273.268 toneladas (SIMOES et al., 2007; BOSCARDIN-BORGHETTI et
al., 2003; GENTELINI, 2007).

Nos anos 2004 e 2005 observou-se pequena queda na producéao de tilapia, com
posterior retomada de crescimento. Em 2008, 2009 e 2010, registraram-se producdes
iguais a 365.367 t, 415.649 t e 479.398 t, respectivamente. O Brasil ocupa atualmente a
17° posigao no ranking mundial, e 2°posicao no ran king sul-americano, atras apenas do
Chile (881.084 toneladas). A China vem se mantendo como o maior produtor mundial, com
volumes produtivos proximos a 45,3 milhdes de toneladas/ano. Na Figura 2 é possivel
visualizar graficamente a evolucdo da producdo de pescado nacional, somadas
aquicultura marinha e continental, no periodo de 1980 a 2010 (MPA, 2010).
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Figura 2: Evolugado da produgédo aquicola nacional (t) de 1980 a 2010 (IBAMA, 2001;
CRESCENIO, 2005; MPA, 2010)
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O crescimento do setor aquicola no pais é evidente. Em 2010, a produc¢éo nacional
apresentou o incremento de 15,3% em relacao a producao de 2009 e de 31,2% durante o
triénio 2008-2010. A Tabela 1 representa um quadro comparativo entre a producao total,
continental e marinha da aquicultura no Brasil, entre os anos 2008 e 2010. A Figura 3
discrimina producdes aquicolas continentais, por unidades de Federacdo, para 0 mesmo
periodo (MPA, 2010).

Tabela 1: Producéo total, continental e marinha, da aquicultura no Brasil (2008 a 2010).

PRODUCAO
ANO Total Continental Marinha
2008 toneladas 365.366,4 282.008,1 83.358,3
% 100 77,2 22,8
2008 toneladas 415.649,4 337.352,2 78.296,4
% 100 81,2 18,8
2010 toneladas 479.398,6 394.340,0 85.058,6
% 100 82,3 17,7

Fonte: MPA (2010)
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Figura 3. Producdes aquicolas continentais (t), por unidades de Federagcao (MPA, 2010)

A referida piscicultura é um segmento dentro da aquicultura correspondente ao
cultivo de peixes, que remonta a civilizagdes antigas, como a dos egipcios (GENTELINI,
2007). No Brasil, a atividade teve inicio a partir da colonizacdo dos holandeses no
Nordeste do século XVII. Os cultivos eram desenvolvidos em zonas litoraneas, em viveiros
rusticos abastecidos pelas marés, em regimes totalmente extensivos de cultivo e foram
entre as décadas de 30 e 40 que se introduziram as espécies de grande expressao em
cultivo (BOSCARDIN-BORGHETTI et al., 2003).



No inicio da década de 2000, a piscicultura ja contribuia com indices superiores a
67% do volume total produzido pela aquicultura nacional (SIMOES et al., 2007).
Atualmente, a maior parcela da produgao aquicola é oriunda da aquicultura continental, na
qual a piscicultura ja representa cerca de 80% da producéo total (CEDAP, 2011).

O Brasil, além de possuir um dos maiores potenciais hidricos do mundo, é
considerado o pais com maior potencial de producao de tilapias em complexos aquicolas,
devido a grande disponibilidade de areas propicias e grande abundancia em agua. Outro
fator importante da cadeia, além do rapido crescimento da atividade produtora em si, € a
expansao das industrias e plantas de processamento, visando as exportacdes
principalmente para o mercado americano, tornando, a espécie de grande interesse na
aquicultura e psicultura futuras (NOGUEIRA et al., 2007; GENTELINI, 2007).

Em 2005 a producédo de tilapias representava cerca de 37% das 179.746,0
toneladas de pescados produzidos em agua doce no Brasil (SIMOES et al., 2007).

Em 2010, seguindo o padrdao de anos anteriores, a tilapia e a carpa se
apresentaram como espécies mais cultivadas e, somadas, representaram 63,4% da
producédo nacional aquicola continental. A evolugao da producédo da modalidade, ao longo

dos anos 2008, 2009 e 2010, pode ser observada, por espécie de peixe, na tabela a
seqguir.

Tabela 2: Producao aquicola continental, por espécie (2008 a 2010)

ESPECIE 2008 PROZI()JgQGAO 2010
TILAPIA 111.145,3 132.958,3 155.450,8
CARPA 67.624,2 80.895,5 94.579,0
TAMBAQUI 38.833,0 46.454,1 54.313,1
TAMBACU 15.459,0 18.492,8 21.621,4
PACU 15.190,0 18.171,0 21.245,1
PIAU 5.227,0 6.252,0 7.227,6
CURIMATA 3.736,5 4.469,9 5.226,0
TRUTA 3.662,6 4.381,4 5.122,7
TAMBATINGA 3.514,6 4.204,3 4.915,6
BAGRE 29125 3.484.1 4.073,4
PINTADO 1.777,8 2.126,7 2.486,5
OUTROS 12.925,60 18.947,00 18.078,80
TOTAL 282.008,1 337.353,0 394.340,0

Fonte: MPA (2010)
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Dentre os principais nichos produtivos das tilapias, destacam-se: tilapia viva,
destinada ao mercado vivo e a pesque-pagues; filés, destinados a mercados internos, tais
quais frigorificos e restaurantes; tilapias inteiras, evisceradas e filés de peixes frescos e
congelados, destinados a exportacao (NOGUEIRA et al., 2007).

Dados da Balanca Comercial de Pescados, baseado em filés de tilapias
congelados, tilapias inteiras frescas e congeladas, apontam que em 2006 o volume de
exportacao do produto se aproximou 165 t. Em comparacédo ao ano anterior, quando foram
registradas 314,8 t., houve queda de 47%, possivelmente decorrente de cambio
desfavoravel e crescente competitividade dos produtos da China. Neste periodo, os
principais mercados de destino em 2005 foram EUA, Reino Unido e Franca (SEBRAE,
2008).

Volumes de exportagcdo de pescados brasileiros se aproximaram de US$ 263
milhées no ano 2010. A Tabela 3 apresenta um comparativo dos anos 2009 e 2010 dos

principais destinos destes produtos brasileiros, em funcao do valor (MPA, 2010).

Tabela 3: Principais destinos do pescado brasileiro

2009 2010 Incremento (+)

PAISES Reducio (-)
US$ Kg US$ Kg US$ Kg
Estados
72.887.602 7.134.421 109.219.507  8.328.804 +50% +17%
Unidos
Espanha 21.182.287 4.727.954 19.465.169 5.424.064 -8% +15%
Franca 29.000.483 6.321.888 17.734.454 2.896.656 -39% -54%
Hong Kong  12.683.342 913.953 14.688.759 1.110.561 +16% +22%
Holanda 8.717.617 746.269 11.877.729 883.425 +36% +18%
Japao 12.683.271 630.145 11.155.471 665.771 -12% +6%
China 8.165.207 1.028.270 9.446.834 1.119.897 +16% +9%
Total 165.319.809  21.502.900 193.587.923  20.429.178 +17% -5%

Fonte: MPA (2010)

O desenvolvimento da piscicultura estd possibilitando ampliar a produgdo mundial
de pescado. Por outro lado, de acordo com BASTIAN (1991), é uma atividade causadora
de potencial degradag¢do ambiental. No Brasil, ja comecam a surgir alguns casos isolados
para os quais a implantacao de unidades de piscicultura encontra dificuldades junto aos
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orgaos ambientais, inclusive com a proibicdo de sua instalagdo, devido a qualidade do

efluente produzido pelo cultivo.

2.2.1 Piscicultura e meio ambiente

O rapido crescimento da atividade aquicola em nivel mundial, baseado em modelos
intensivos de producdo, com utilizacdo expressiva de insumos e fontes energéticas, gera
riscos ao meio ambiente, podendo ser, em curto prazo, responsavel por um
desenvolvimento insustentavel da atividade (FAO, 2008).

O impacto causado ao meio ambiente varia de acordo com o sistema de cultivo e
com as caracteristicas dos corpos d’agua que recebem os efluentes. Os empreendimentos
sao totalmente dependentes da quantidade e qualidade da agua disponivel, bem como
das praticas de manejo desta agua e da capacidade de assimilacido do ambiente aquatico
e terrestre circundantes (ZANIBONI FILHO, 1997; TACON & FOSTER, 2003).

Existe uma convergéncia de interesses dos aquicultores e dos governos em
minimizar a quantidade de residuos em efluentes aquicolas. Isto, baseado no fato de
residuos representarem custos para o produtor (na medida em que sdo insumos nao
convertidos) ao mesmo tempo em que, como ja dito, sdo fontes potencialmente poluentes
e, por isto, passiveis de controle por 6rgaos publicos de defesa do meio ambiente
(NACA/FAQ, 2000).

Segundo CYRINO e colaboradores (2005), impactos ambientais causados pela
piscicultura e praticas de manejo de peixes atrai a atencdo da comunidade académica e
do setor produtivo hd mais de duas décadas. De maneira geral, tais impactos se
relacionam ao fato de os responsaveis pelos sistemas de cultivo, na sua grande maioria,
disporem os efluentes produzidos, em corpos receptores, sem que haja tratamento prévio
(SIMOES et al., 2007; SIPAUBA-TAVARES et al., 2002).

Neste sentido, propds-se o cddigo de Boas Praticas de Manejo (Best Manegement
Pratices), com a finalidade de reduzir o volume e melhorar a qualidade do efluente de
tanques de producdo, melhorando a qualidade de agua e reduzindo as cargas poluentes
nos corpos de aguas naturais circunvizinhos, a utilizagao de plantas aquaticas na reducao
de cargas do efluente, dentre outras (BOYD, 2003; SIPAUBA-TAVARES et al., 2003).

Alimentos ndo consumidos e fezes dos peixes tém elevada contribuicdo para
deterioracdo da qualidade de aguas, em funcdo de acumulo de matéria organica. Adicdes
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de racdo ocorrem diariamente. Atengdes sdo levantadas para a presenca elevada de
elementos como o fésforo e o nitrogénio, em cursos d’agua (ARANA, 1999; SIMOES et al.,
2007).

A fertilizacdo também responde como um fator deteriorador da qualidade de
efluentes gerados na psicultura. Organico ou inorganico, se faz de grande importancia o
monitoramento do processo por meio das quantidades administradas a populacédo
cultivada, com suspensdao para biomassas excedentes a trés toneladas por hectare
(CRESCENIO, 2005).

No conceito epidemioldgico, a intensificacdo da atividade também contribui para um
ambiente no qual o aparecimento e disseminagdo de doencas e infeccoes se tornam
facilitados. Neste sentido, reflexos podem ser observados quanto ao interesse crescente
pelo uso de vacinas e antibiéticos, os quais, dependendo do emprego e também da forma
de administragédo, contribuem com maior ou menor impacto na composi¢ao dos efluentes
gerados (SUMAGAYSAY-CHAVOSOA et al., 2003; TAYLOR, 1985; SAAVEDRA et al.,
2004).

2.3 EMPREGO DE ANTIBIOTICOS NA PRODUGAO ANIMAL

Antibioticos sao substancias que inibem o crescimento de bactérias e de
microrganismos, interferindo em fungdes metabdlicas essenciais. Surgiram na década de
50, e sua contribuicdo marcante foi na reducdo do nimero de pessoas que sofriam ou
morriam de enfermidades causadas por infec¢coes bacterianas (GRANJA, 2004).

Assim que os antibiéticos tornaram-se disponiveis para o tratamento de doencas
bacterianas em humanos, foram introduzidos também na pratica terapéutica veterinaria.
Antes e apds a Segunda Guerra Mundial, infusdes de penicilinas em solucao salina eram
usadas para tratar mastite em rebanhos leiteiros. Nesse mesmo periodo, produtos
injetaveis também foram disponibilizados para animais de companhia e de producéo,
sendo que varias formulagdes de estreptomicina, tetraciclinas, cloranfenicol, penicilinas e
sulfas foram fabricadas apropriadamente para o uso veterinario (GUSTAFSON, 1991).

Drogas antimicrobianas sao consideradas ferramentas de elevada relevancia no
controle e erradicagdo das enfermidades infecciosas de origem bacteriana em animais de

producdo (MARTIN & MORAGA, 1996). Sao administradas aos animais por varias vias,
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sendo as principais as vias intramuscular, intravenosa, subcutanea, banhos, oral e
infusdes. Injegbes constituem as formas mais laboriosas (MITCHELL et al., 1998;
MCEVOQY et al., 2000).

Antibi6ticos sdo comumente utilizados na agricultura como aditivos alimentares e
também como agentes profilaticos e terapéuticos para evitar e curar doengas em animais
(GIKAS et al., 2004). Como aditivos, podem ser incorporadas a ragado, sem finalidade
nutritiva, com o objetivo de aumentar a produtividade, diminuir a mortalidade, prevenir
infecgdes e impedir a deterioracdo da prépria ragcdo (PALERMO-NETO, 2001). Segundo
GRANJA (2004), dos antibioticos empregados na producdo animal, aproximadamente
50% sao de uso exclusivo em medicina veterinaria, 0s quais necessitam de aprovacao por
orgaos oficiais anteriormente ao seu uso.

Para administragdo de antibidticos para animais em cultivos fazem-se necessarias
varias informacdes acerca da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para os agentes
patogénicos, do tempo de deplecdo da droga no animal cultivado visando a seguranga
alimentar e do conhecimento dos efeitos diversos e adversos sobre o ambiente
(OLIVEIRA, 2008).

Cerca de 87% dos antibidticos veterinarios sdo administrados com fins de
tratamento ou profilaxia, controle e prevencao. Outros 13% sao usados para o aumento da
eficacia nutricional, com o ganho de peso como indicador de resposta. Essa pratica é
proibida no Brasil e em muitos outros paises (GRANJA, 2004).

Como ja mencionado, ambientes de cultivo intensivo imputam condicbes de
crescimento com niveis de estresse animal elevado se comparado a natureza. Por este
motivo, estes ambientes sdo também mais suscetiveis a ocorréncias de quadros
infecciosos. Para a psicultura, as caracteristicas fisicas e quimicas do meio aquatico ainda
se apresentam como agravante quanto a disseminacdo de doencgas e infeccdes
(MARENGONI, 2006).

No sentido da descoberta da aplicacao de antibidticos para combate a doencas e
infeccdes, bem como para promocgao do crescimento, criadores de animais para fins
alimentares humanos, dentre os quais o0s psicultores, passaram a administrar tais
medicamentos para as culturas, de forma indiscriminada. Paralelamente a sua introducao
na pratica veterinaria, iniciou-se uma investigacdo a respeito dos efeitos adversos
provocados pela presenca desses farmacos nos produtos destinados ao consumo humano

(SERRANO, 2005; BERRIDGE, 1956).
14



A Tabela 4 apresenta uma relacdo de antibidticos banidos para uso em animais
destinados ao consumo humano, e de antibiéticos ndo mais disponiveis para uso
veterinario. A Tabela 5 apresenta uma relagdo de antibiéticos usados na aquicultura de

certos paises.

Tabela 4: Relacao de antibiéticos para uso veterinario

ANTIBIOTICOS BANIDOS PARA ANIMAIS DESTINADOS AO CONSUMO HUMANO

ANTIBIOTICO PAIS RAZAO
Spectinomycin USA Desenvolve resisténcia bacteriana
Enfloxacin USA Desenvolve resisténcia bacteriana (quinolona)

Cloranfenicol Argentina, Canada, EU, Japao, USA

Induz anemia aplastica em humanos

Firampin Sem registro nos USA ou Canadé para Tumorgenicidade e teraogenicidade em
uso em animais animais experimentais
ANTIBIOTICOS NAO MAIS DISPONIVEIS PARA FINS VETERINARIOS
ANTIBIOTICO INDICACAO ALTERNATIVAS
Cefuroxina Tratamento de mastites clinicas, Existen inimeros medicamentos disponiveis

tratamentos de infeccdes subclinicas

Tratamento de infeccbes bacterianas
(amplo spectro)

Cloranfenicol

Polymixin B Tratamento de mastites clinicas
Sulfate causadas por bactérias Gran (-)
Nystatin Tratamento de Candidiase

contra mastites

Tianfenicol, Florfenicol, Amoxilina

Existen indmeros medicamentos disponiveis
contra mastites desta natureza

Natamycin

Fonte: SERRANO (2005)

Tabela 5: Relacao de antibi6ticos usados na aquicultura de certos paises.

PAIiS ANTIBIOTICO INDICACAO
Reino Unido  oxitetraciclina, acido oxolinico, amoxilina, co- Nao mencionada
trimazina (trimethoprim-sulfadiazina)
Noruega Benzilpenicilina + dihidrostrepto-mycin, Nao mencionada
florfenicol, flumequina, acido oxolinico,
oxitetraciclina, co-trimazina
Estados Sulfadimethoxina e ormethoprim Controle de furunculose (Aeromonas
Unidos salmonicida) em salmonideos.
(aprovados Controle de septicemia entérica
pelo FDA) (Edwadsiellla icttaluriy em Peixe-gato
Estados Oxitetraciclina Controle de doencas “ulser”, furunculoses,
Unidos septicemia hemorragica bacterial e
(aprovados Pseudomonas em salmonideos
pelo FDA) Controle de septicemia hemorragica
bacterial em Peixe-gato
México Enrofloxacin, oxitetraciclina Nao Mencionada

Fonte: SERRANO (2005)
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2.3.1 Consequéncias do uso antibioticos para a saude publica

Em conjunto com melhorias ocorridas para saneamento urbano e qualidade da
agua, usos e aplicacdes de antibibticos e vacinas impactaram positivamente na diminuicao
mundial de mortes por quadros infecciosos. O progresso foi tdo notavel que, ha trés
décadas, alguns estudiosos defendiam o fim das doencas infecciosas. Este otimismo,
contudo, se mostrou prematuro. Percebe-se atualmente certo agravamento e rapidas
disseminagdes de doencas antigas (SAAVEDRA et al., 2004; SERRANO, 2005).

O uso generalizado de medicamentos veterinarios na cadeia produtiva de alimentos
derivados de animais representa perigo potencial para saude humana. Os principais riscos
surgem do aumento de resisténcia bacteriana, e do aparecimento de reacdes alérgicas a
medicamentos, particularmente a antibidticos e residuos destas bases farmacologicas
(GIKAS et al., 2004; FRANCO et al., 1990; WHITE et al., 1993; MITCHELL et al., 1998).

Resisténcia bacteriana tem se tornado um problema crescente, de ordem clinica,
publica, e base global. Esta mesma resisténcia, contudo, ndo é induzida de forma direta
por antibidticos. Ocorre € a selecao de organismos resistentes, em decorréncia da
eliminagdo daqueles sensiveis a medicamentos, com diminuicdo de barreiras
microbiolégicas naturais a colonizacdo. A capacidade de transferéncia de genes entre
bactérias também é risco que se faz eminente (CORPET & BRUGERE, 1995).

Tratamentos com antibiéticos em cultivos, tais quais psicultura, sdo de extrema
importancia e rapida resposta na prevencdo e tratamentos de doencas e infeccdes
bacterianas No entanto, a administracdo destes mesmos antibiéticos pode ser
contraproducente tanto em subdosagens quanto em superdosagens nesta atividade
(MENDES et al., 2004).

Os antibidticos pertencem ao grupo das substancias residuais de maior influéncia
na qualidade de alimentos de origem animal. Eles sdo os contaminantes mais estudados
em todo o mundo e os responsaveis pelas maiores regulamentacdes internacionais. Suas
conseqUéncias para a saude humana séo divididas em trés aspectos: desenvolvimento de
resisténcia — anteriormente mencionado, inducao de alergias, e efeitos toxicos diretos
(MOTA, 2005; OLIVEIRA, 2002).

Por razbes comuns as supracitadas, cada vez mais se intensifica o controle e o
monitoramento antibidticos em animais destinados ao consumo humano: controle das
matérias-primas, dos intermediarios, dos principios ativos das drogas e, finalmente, dos
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residuos que as drogas veterinarias podem deixar nos alimentos. Caso nao sejam
atendidas as exigéncias, poderao surgir barreiras nao tarifarias ao comércio dos produtos.
Estes controles tém condicées de seguir a evolucao tecnolégica da industria veterinaria
(GRANJA, 2004).

2.4 RESIDUOS DE ANTIBIOTICOS EM ALIMENTOS

Para o Codex Alimentarius, residuos de drogas ou de medicamentos veterinarios se
caracterizam por suas fragoes, seus metabdlitos, produtos de suas conversdes ou reacoes
ou impurezas que permanecem no alimento originario de animais tratados (CODEX,
1993). De acordo com LAWRENCE et al. (1996), residuos de produtos veterinarios se
traduzem em substancias farmacologicamente ativas, excipientes ou produtos de
degradacao e seus metabodlitos que permanecem em géneros alimenticios, obtidos de
animais para os quais tenham sido administrados.

Alimentos contendo residuos de antibidticos em concentracées criticas podem levar
os consumidores a quadros patolégicos, além de efeitos de sensibilizagdo. Como
exemplos, citam-se a anemia aplastica, causada pela injestdo do antibiético cloranfenicol,
ja utilizado em psicultura, e os efeitos carcinogénicos e mutagénicos, atribuidos a
compostos tais quais os nitrofuranos, e comprovados por meio de testes genotéxicos em
animais (MILHAUD & PERSON, 1981; COSTA, 1996; MARTIN & MORAGA, 1996).

Debates na comunidade cientifica quanto a validade dos efeitos e ameacas a saude
publica, relacionados a residuos em alimentos, ja antecediam 40 anos da publicacdo de
MITCHELL et al. (1998).

Retomando o exemplo da anemia aplastica, o fato de a frequéncia da aparicdo dos
sintomas em humanos nao apresentarem relacdo com a dose, € de a enfermidade
manifestar-se especialmente em individuos expostos a droga em mais de uma ocasiao,
tem motivado paises como Estados Unidos, Canada, da Unido Européia e o Brasil a
proibir ou restringir o emprego de cloranfenicol em animais destinados ao consumo
humano, com penalidades a produtores que nao acatarem o prescrito (MARTIN &
MORAGA, 1996).

Para proteger a saude humana dos residuos nocivos de antibiéticos, a Uniao

Européia, por meio do Regulamento (CEE) n® 2377/90, do Conselho, de 26 de Junho de
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1990, e seus anexos, prevé um processo comunitario que estabelece Limites Maximos de
Residuos (LMR) provenientes de medicamentos veterinarios, em alimentos de origem
animal, para substancias autorizadas para uso veterinario com destino alimentar humano.
O regulamento inclui a discriminagcdo de substancias que requerem LMR, além de
substancias que nao requerem LMR, substancias banidas sem LMR e substancias ainda
em estudo (GIKAS et al., 2004; CEE, 1990; CORPET & BRUGERE, 1995).

Para antibioticos, dentre os quais cloranfenicol, estes Limites sdo fixados tendo
como base estudos toxicolégicos especificos e exames exaustivos de interagao,
exposi¢cdo, metabolismo e cinética de eliminagdo de residuos. Sdo levados em
consideracdo, por exemplo, toxicidade, potencialidade para mutagenicidade,
carcinogenicidade, teratogenicidade, imunopatologia e inducdo de hipersensibilidade
(FITZPATRICK et al., 1996; MITCHELL et al., 1998; CONCORDET & TOUTAIN, 1997;
POTT, 2000; BRITO, 2000).

A aproximacao padrao para garantir a seguranca da ingestdo de contaminantes
quimicos em géneros alimenticios é denominada Ingestao Diaria Aceitavel (IDA), a qual se
traduz na dose diaria a qual, se ingerida durante toda a vida, nao oferece risco apreciavel
ou efeitos deletérios a saude vital. Basicamente, é determinada por observacdo de
determinado nivel de dosagem (mg/kg ou ppm) e bases toxicolégicas de bioensaios
(MITCHELL et al., 1998; WOODWARD, 1998; BRITO, 2000; WOODWARD, 1998).

O risco da presenca de residuos tem levado paises e blocos econémicos a
estabelecerem legislacdes sanitarias que regulem e normalizem o uso de antibiéticos em
animais de producao, controlando os niveis de tolerancia para alimentos de origem animal
(MARTIN & MORAGA, 1996; FAURE, 1998). Dentre tais paises incluem-se importantes
importadores de produtos brasileiros, os quais consideram resultados de testes de
deteccao de residuos como pré-requisitos a liberacdo da entrada destes mesmos produtos
em seus mercados (LAWRENCE et al., 1996).

Sao varias as organizacbes nacionais e internacionais envolvidas no
desenvolvimento de mecanismos de controle e monitoramento de residuos provenientes
de drogas veterinarias administradas na producao animal. Nestes ambitos, incluem-se:
fiscalizagdo quanto a distribuicdo, ao uso, a presenca, metodologias e tecnologias
analiticas empregadas para deteccao e determinacdo em matrizes diversas, e mesmo
determinacao de limites aceitaveis e proibicado em alimentos determinados. No ambito

internacional essas organizagdes incluem, por exemplo, o Codex Comitte on Residues of
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Veterinary Drugs in Food — CCRVDF, baseado no comité cientifico do Joint WHO/FAO
Expert Comittee on Food Additives — JECFA (MITCHELL et al., 1998).

A Unido Européia exige a implantacao de planos de monitoramento de residuos de
drogas veterinarias nos paises membros do grupo, se fazendo valer, inclusive, de
sistemas de alertas rdpidos cuja finalidade é informar ocorréncias de residuos
potencialmente prejudiciais de alimentos provenientes de paises em desenvolvimento,
importados pelo bloco europeu (GRANJA, 2004).

Orgaos internacionais e nacionais como o FDA dos Estados Unidos, o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria e o
Ministério Saude, no Brasil, analisam residuos de medicamentos veterinarios em
alimentos, usando como referéncia os valores de LMR e periodos de caréncia fixados e
estipulados pelo Codex ou estabelecendo outros, quando se fazem valer justificativa
(CONCORDET & TOUAIN, 1997; BRASIL, 1999; FISCH, 2000; PALERMO-NETO, 2001).

2.5 CONTROLE DE RESIDUOS NO BRASIL

A necessidade de atendimento a exigéncias sanitarias impostas por importadores
de produtos brasileiros, tais quais Estados Unidos da América, Unido Européia, China e
Japao, € iminente. Isto, somado a preocupac¢ao interna, determinou o estabelecimento de
uma politica de protecao a saude do consumidor brasileiro quanto a presencga de residuos
em produtos alimenticios de origem animal (HIGIENE ALIMENTAR, 2008).

Visando fortalecer mecanismos de controle sanitario, e complementar acdées do
Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), no ambito da producéo
primaria de alimentos, a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) instituiu, por
meio da Resolu¢cdo RDC n. 253, de 16 de setembro de 2003, o Programa de Analise de
Residuos de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal (PAMVet).
Inicialmente restrito a matriz leite bovino, a consolidacao e ampliacdo do Programa tem se
mostrado continua para analises de risco em demais produtos alimenticios prontos para o
consumo (BRASIL, 2003; BRASIL, 2009; BRASIL, 2010).

Em 1979, foi criado pelo Ministério da Agricultura o Programa Nacional de Controle
de Residuos Biologicos em Carne, o PNCRBC (Portaria Ministerial numero 86 de

26/01/1979), que tinha como finalidade sistematizar o controle de residuos em produtos
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carneos. O programa visava a obtencao de informagdes sobre a ocorréncia dos diversos
residuos em animais abatidos em estabelecimentos sob Inspecao Federal e a distribuicdo
das ocorréncias por regido de origem dos animais (PORFIRIO, 1994).

Este programa inicial foi ampliado e, em 1986, o Plano Nacional de Controle de
Residuos em Produtos de Origem Animal (PNCR) foi instituido, como instrumento
normativo disciplinar, visando o controle de residuos de compostos usados na
agropecuaria e os poluentes ambientais em carne (BRASIL, 1986), leite, mel, pescado e
seus derivados (BRASIL, 1999).

Hoje o Programa tem seu nome estendido para Plano Nacional de Controle de
Residuos e Contaminantes — PNCRC. Sendo um programa federal de inspecédo e
fiscalizacdo de alimentos, se baseia em analise de risco, e visa verificar a presenca de
residuos de substancias quimicas potencialmente nocivas a saude do consumidor, como
residuos de medicamentos veterindrios, de agrotdxicos ou afins, de contaminantes
ambientais e de contaminantes inorganicos, fornecendo garantias de um sistema que
provenha a seguranga € a inocuidade dos alimentos disponibilizados aos consumidores e
gque seja equivalente aos requisitos sanitarios internacionais estabelecidos pelo
MERCOSUL, CODEX, OMC, e 6rgaos auxiliares como FAO, OIE, WHO (BRASIL, 2012b).

O PNCRC/Animal é composto pelos seus programas setoriais, para o
monitoramento em produtos de origem animal (PNCRC/Pescado, PNCRC/Leite,
PNCRC/Mel e PNCRC/Ovos) e carnes (PNCRC/Bovinos, PNCRC/Aves, PNCRC/Suinos,
PNCRC/Equinos e PNCRC/Avestruz). As diretrizes, programas, planos de trabalho e
acoes correspondentes constam no Plano Nacional de Controle de Residuos e
Contaminantes em Produtos de Origem Animal (PNCRC/Animal), instituidas pela
Instrugcdo Normativa SDA N.° 42, de 20 de dezembro de 1999. Para o ano de 2011, foi
publicada a Instrucdo Normativa SDA N.% 24, de 09 de agosto de 2011, que aprovou o
escopo analitico para o monitoramento dos produtos de origem animal nesse ano, sendo
que os resultados do monitoramento de 2011 foram divulgados por meio da Instrucao
Normativa SDA N.? 07, de 04 de abril de 2012. Especificamente para cloranfenicol em
pescado, os resultados do monitoramento do plano nacional foram: para um total de 77
amostras, apenas 1 se caracterizou ndo conforme, com resultado igual a 75,61ug/Kg de
CAP, para um Limite Maximo de Residuo/Teor Maximo de Contaminante igual a 0,3ug/Kg
(BRASIL, 2012a. BRASIL, 2012b).
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2.6 CARACTERIZACAO DO CLORANFENICOL

O cloranfenicol (CAP),D-(-)-treo-2,2-dicloro-N-[B3-hidroxi-a-(hidroximetil)-p-nitrofenil],
de massa molar 323,1325 g/mol, e féormula molecular C11H12C2N20s (figura 4), € um
antibiético com classificagdo bacteriostatica, de amplo espectro antibacteriano com
excelentes propriedades antibacteriana e farmacocinética (OLVEIRA et al., 2007;
MARTINS JUNIOR et al., 2006). Foi isolado em 1947 de Streptomyces venezuelae e tem
sido utilizado desde 1950 para combater infeccées em humanos (GIKAS et al., 2004).
Pode também ser produzido por sintese quimica (BOTSOUGLOU & FLETOURIS, 2001).
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Figura 4. Estrutura quimica do cloranfenicol (MARTINS JUNIOR et al., 2006)

O CAP possui atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas assim
como contra outros grupos de microrganismos (RONNING et al., 2006). E efetivo contra
cocos e bacilos (incluindo anaerbbios) gram-positvos e gram-negativos, Rickettsia,
Mycoplasma, e Chlamydia (GIKAS et al., 2004). E um composto lipossolivel que se
difunde através da membrana celular e se liga de forma reversivel a subunidade protéica
50S dos ribossomos das células de procariontes, evitando a transferéncia de aminoacidos
das cadeias peptidicas em formacéo, sendo sua acado decorrente da inibicdo protéica
(MARTINS JUNIOR et al., 2006).

E efetivo contra muitas doencas infecciosas. Isto, somado ao baixo custo e alta
disponibilidade, fez do cloranfenicol uma substadncia muito utilizada desde 1950 no
tratamento de animais em todo o mundo, incluindo pescados e demais animais destinados
a producéao de alimentos (RONNING et al., 2006).

O uso clinico em humanos desse antibiético é limitado ao tratamento de doencas
como febre tiféide, meningite bacteriana e conjuntivite aguda, pois esta frequentemente
associado ao aparecimento de sérios efeitos colaterais como anemia aplastica, uma rara e
séria desordem sanguinea (FRANKLIN & SNOW, 1989; IARC, 1990; FAO/WHO, 1994;
ROYBAL, 1998). O possivel mecanismo de ag¢ao envolve biotransformacédo do CAP por
bactéria intestinal a desidrocloranfenicol e subsequente nitroreducdo. A anemia aplastica
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induzida pelo CAP é irreversivel e ndo depende da dose. CAP pode também induzir a
sindrome do bebé cinza, uma situacao patolégica que pode ser fatal em 40% dos casos se
nao for apropriadamente tratada (GIKAS et al., 2004).

Em 1996, a Comunidade Européia, através da Diretiva 96/23/EC, incluiu o CAP
como substancia de tolerancia zero como limite residual, em tecido animal. Como controle,
em dezembro de 1997, iniciou um programa de verificacdo de medicamentos veterinarios
de todos os produtos de origem animal importados de paises terceiros. Sua tolerancia é
zero também para os Estados Unidos, Canada, e Brasil (FERGUSON et al., 2005;
OLVEIRA et al., 2007).

Em concordancia com a tolerancia zero para CAP, a Comissdao de Decisao
2002/657/EC da Comunidade Européia estabeleceu critérios comuns para a interpretacao
de resultados, introduziu procedimentos para estabelecer progressivamente Limites
Minimos de Desempenho Requerido (LMDR) para métodos analiticos destinados a
deteccao e confirmacao de substancias proibidas ou nao autorizadas em produtos dentre
0S quais 0s provenientes de piscicultura, além de leite, mel, carne, ovos e também em
urina. A Comissao de Decisdo 2003/181/EC, por sua vez, estabeleceu que, para métodos
destinados a determinacao de cloranfenicol, o LMDR seja igual ou menor a 0,30ug/kg (LC-
MS) (PASCHOAL et al., 2008; MARTINS JUNIOR et al., 2006; VAN DE REIT et al., 2003;
PENNEY et al., 2005; EC, 2002; EC, 2003).

2.7 DETERMINACAO ANALITICA DE CLORANFENICOL EM PESCADO

2.7.1 Deteccao e quantificacao de residuos de cloranfenicol

A aplicagdo de métodos investigativos, seguida da aplicacdo de métodos
confirmatérios apenas para amostras caracterizadas positivas, € comum na investigacao
de residuos de cloranfenicol em tecidos animais (WHO, 2008).

As técnicas mais utilizadas para determinar quantitativamente residuos de
cloranfenicol em produtos de origem animal devem ser sensiveis, exatas, precisas,
seletivas e especificas, fornecendo informacbes inequivocas quanto a identidade do
analito, e incluem: cromatografia gasosa com detectores de captura eletrénica (CG-DCE)

e espectrometria de massas (CG-EM), cromatografia liquida de alta eficiéncia com
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deteccdo ultravioleta (CLAE-UV), espectrometria de massas (CLAE-EM) e, mais
recentemente espectrometria de massas em “tandem” (CLAE-EM/EM) (MARTINS JUNIOR
et al., 2006; VAN DE REIT et al., 2003; PENNEY et al., 2005).

Diferentes niveis de sensibilidade das técnicas cromatograficas sdo dependentes,
dentre outros fatores, do tipo de substancia analisada e do detector empregado. De forma
geral, cromatografia € uma técnica utilizada para a separacdo dos componentes de uma
mistura, e se baseia na distribuicdo destes componentes entre uma fase estacionaria e
uma fase movel. Tal separacdo resulta da diferenca de interacdo entre componentes
arrastados pela fase movel e a fase estacionaria (COLLINS, 1997; CECCHI, 2003; PEREZ
et al., 2002; PITTELA, 2009).

Detectores por espectrometria de massa ja possuem interfaces facilitadas para
acoplamento com cromatdgrafos diversos, refletindo na difusdao da técnica. Fornecem
informacgdes de natureza qualitativas e quantitativas, atdmicas e moleculares, relacionadas
a compostos organicos e inorganicos. Quando comparados a detectores mais
convencionais, apresentam niveis elevados de confiabilidade e sensibilidade, baseando-se
em classificacbes que consideram transicdes ibnicas, relagdes massa/carga (m/z),
selegdo, colisdo e movimento de ions em campos elétricos e magnéticos (MARTINS
JUNIOR et al., 2006)

A presenca de grupos funcionais polares na molécula do cloranfenicol, além de
requer etapas adicionais de derivacdo anteriores a corridas em cromatografia gasosa,
tende a diminuir o limite de deteccéo (LD) para esta técnica, considerando detectores por
captura de elétron (ECD) e por espectrometria de massas (EM) (WHO, 2008).
Usualmente, as derivagbes mencionadas ocorrem por meio de reacdes de sililacao para a
qual, dentre reagentes aplicados, incluem-se: mistura de hexametildisilazano (HMDS),
trimetilclorossilano (TMCS) e piridina (BERRY, 1987; GUDE et al.,, 1995); N,O-
bis(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (BSTFA) (BORIES et al., 1983); mistura de BSTFA e
TMCS (VAN GINKEL et al., 1990; KEUKENS et al., 1992; GANTVERG et al., 2003);
solugdo N-metil-N(trimetilsilil)-trifluoroacetamida (MSTFA) (IMPENS et al., 2003).

Quando o CG é acoplado com um espectrdmetro de massas, as técnicas de
ionizacao mais freqlentemente aplicadas sdo as de ionizacdo quimica (Cl) e de impacto
de elétrons (El). A ionizacdo quimica negativa (NCI) resulta em numeros limitados de
fragmentos; entretanto, o ion molecular é sempre parte de um espectro. Devido a

presenca de dois atomos de cloro na molécula de cloranfenicol, reporta-se a técnica GC-
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MS, no modo NCI, como uma das mais confiaveis e utilizadas em métodos confirmatérios.
O limite de deteccao pode ser menor do que 0,1mg/kg em tecidos de musculos. O GG-MS
no modo El é menos sensivel, entretanto, produz espectros de fragmentos reprodutiveis e,
portanto, passiveis de armazenamento em base de dados (WHO, 2008).

O desenvolvimento mais recente de detectores de massa cuja ionizagcao ocorre a
pressao atmosférica (API), acoplados a CLAE (CLAE/EM e CLAE-EM/EM), se tornou uma
das técnicas mais confidveis e de uso generalizado para andlise de residuos de
cloranfenicol, permitindo deteccdo e quantificagdo, sem necessidade de etapas
preliminares de derivacdo de analitos polares nao volateis (WHO, 2008). IMPENS e
colaboradores (2003) desenvolveram um método analitico para investigacdo e
confirmacao de residuos de cloranfenicol em tecidos de camardo, usando ELISA como
método investigativo e CG-EM/EM e CL-EM/EM para confirmagédo; ambas as técnicas
seletivas apresentaram valores de limites de deteccao iguais a 0,1pg/kg.

O destaque da técnica de CLAE-EM/EM tem relacdo com sua elevada seletividade
analitica quando em modo Multiple Reaction Monitoring (MRM). Neste modo, os
analisadores de massas Q1 e Q3 selecionam os ions precursor e produto,
respectivamente, definindo uma transicdo de massa/carga (m/z) especifica. O segundo
quadrupolo (Q2) funciona como uma cela de colisdo, onde 0s ions precursores
selecionados de acordo com as razdées m/z em Q1 sao fragmentados por dissociacao
induzida por colisdo (CID), ap6s colisdes com um gas inerte (usualmente N2) sob uma
energia especifica. Otimizando o detector para tal experimento (MRM), contendo mais de
uma transicdo para 0 mesmo ion precursor, gera-se um método confirmatério. Assim
sendo, o emprego desta técnica fornece informacodes referentes a retengcdo do composto
na coluna cromatogréfica, as transicdbes monitoradas e ao sinal proporcional a
concentragdo do analito, que permitem atingir niveis de confiabilidade e sensibilidade
elevados, de acordo com os LRM estabelecidos (0,30 ug/kg) (MARTINS JUNIOR et al.,
2006; VAN DE REIT et al., 2003; PENNEY et al., 2005).

2.7.2 Etapa de extracao de CAP

A etapa de extracdo do cloranfenicol de amostras bioldgicas compreende
preparacao e de purificacdo do extrato, e, usualmente, € assim subdividida: moagem da
amostra, pesagem, diluicdo da amostra, homogeneizacao, adi¢cdo de solventes organicos,
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secagem / remogao do solvente, e diluicdo do concentrado. Também se fazem presentes
as etapas de adicdo de padrdo interno em concentragdes conhecidas, e 0 emprego de
micro-filtros através dos quais as amostras sao passadas como forma de eliminar
pequenas particulas remanescentes e que possam comprometer a determinacao do
analito presente no extrato e/ou os sistemas analiticos (WHO, 2008; MARTINS JUNIOR et
al., 2006).

Os procedimentos descritos para extracao e purificacdo de extratos contendo
cloranfenicol sdo inUmeros e, somadas a variagées de suas sub-etapas analiticas, incluem
a aplicagdo da extracdo em fase liquida utilizando solventes organicos diversos
(acetonitrila, solucdo tampéo acetonitrila, acetato de etila, solucdo acetonitrila:acetato de
etila, solucao cloroférmio:acetona) bem como da extracao em fase sélida (colunas SiOH e
poliestireno-divinilbenzeno-N-vinil pirrolidona terpolimero - Oasis HLB tém sido reportadas)
(WHO, 2008; MOTTIER et al., 2003; MUNNS et al., 1994; LI et al; 2001; RAMOS et al.,
2003; GIKAS et al. 2004; NEUHAUS et al., 2002; PFENNING et al., 1998; RONNING et
al., 2006; POSYNIAK et al.,, 2003; PFENNING et al., 2002; PFENNING et al., 20083;
PEREZ et al., 2002)

2.8 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Comprovagdes numéricas e mensuraveis a respeito da qualidade de procedimentos
quantitativos, semi-quantitativos e/ou qualitativos de anadlises sao realizadas por meio de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, e tém sido cada vez mais
reconhecidas e exigidas. Para garantir que um novo método analitico gere informacdes
seguras, exatas e interpretaveis sobre a amostra, este deve ser submetido a minuciosa
avaliagao estatistica, denominada validagcao (RIBANI et al., 2004).

A International Organization for Standardization (ISO) define validagdo como a
confirmagédo, por meio de exames € evidéncias objetivas, de que requisitos especificos de
um dado método cujo uso seja pretendido sdo atendidos (ABNT, 1994). Para métodos
analiticos, a validacdao significa o processo que estabelece suas caracteristicas de
desempenho e limitacdes, identificando quais fatores podem afetar o seu desempenho e
qual a extensao da influéncia destes fatores, demonstrando se € adequado ao proposito

(EURACHEM, 1998).
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Embora existam razdes técnicas, legais e comerciais que justifiguem a validacao de
métodos analiticos, diferentes organizacbes definem parametros para validagcdo de
métodos, havendo inclusive, em certos casos, divergéncia de definicbes. O MAPA, por
meio do Guia de validacao e controle de qualidade analitica: fArmacos em produtos para
alimentacdo e medicamentos veterinarios, o qual foi elaborado para ser seguido
obrigatoriamente pelos laboratérios da Rede Nacional de Laboratérios Agropecuarios,
estabelece os parametros de desempenho e 0s requisitos de aceitacdo minimos que
devem ser atendidos para que um determinado procedimento analitico seja considerado
validado (RIBANI et al., 2004; BRASIL, 2011).

A ANVISA, por meio da Resolucéo - RE n® 899, de 29 de maio de 2003, publica o
Guia para validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos, o qual apresenta as
caracteristicas a serem consideradas durante a validagdo de procedimentos analiticos. A
Comunidade Européia (Diretiva 2002/657/EC) estabelece critérios e procedimentos de
validacdo de métodos analiticos como forma de garantir a qualidade e comparabilidade de
resultados analiticos. Além disso, estabelece também critérios comuns para a
interpretacao de resultados, e introduz procedimentos para estabelecer progressivamente
limites minimos de desempenho requeridos (LMDR) para métodos analiticos utilizados
para detectar substancias cujos limites maximos nao tenham sido estabelecidos, sendo
especialmente importante para substancias como o clorenfenicol, que tem sua utilizacéo
expressamente proibida na UE (BRASIL, 2008; PASCHOAL et al., 2008; EC, 2002; EC,
2003).

A NBR ISO/IEC 17025:2005 estabelece que métodos normalizados adaptados, nao
normalizados ou desenvolvidos pelos laboratérios devem ser validados (ABNT, 2005). O
guia para a validacao de métodos do EURACHEM, por sua vez, sugere que mesmo para
métodos normalizados, verificacbes de parametros de desempenho devem ser realizadas.
Casos nos quais o controle de qualidade indicar alteragdes de um método com o tempo,
devem ser tratados com a realizacao de validacao (GUIDI, 2010; SOUZA & BRITO, 2002).

Acima de divergéncias existentes quanto aos parametros de desempenho
presentes em processos de validacdo de métodos analiticos, € essencial que os estudos
nela envolvidos sejam baseados na intencdo do uso do método, representativos e
conduzidos de modo que a variacao da faixa de concentragdo e os tipos de amostras
sejam adequado. Assim, o laboratério deve decidir quais parametros de desempenho do
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método necessitam ser caracterizados (LANCAS, 2004; GUIDI, 2010; RIBANI et al., 2004;
EURACHEM, 1998).

JENKE (1996) avaliou a utilizacdo dos parametros de desempenho para validacado
de métodos nas dreas governamental, industrial e académica, observando que os itens
exatiddo e precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade) apresentavam-se com maior
freqiéncia, seguidos de especificidade, linearidade, limite de quantificacdo, limite de
deteccao, robustez e sensibilidade. SOUZA & BRITO (2002) ressaltaram que a avaliagao
da sensibilidade torna-se fundamental em protocolos de validagdo para comparacédo de
métodos. Assim, a selecdo dos parametros de desempenho deve estar estritamente
relacionada com os objetivos da validacéao.

LANCAS (2004) reportou a aplicagdo dos seguintes parametros: linearidade,
especificidade, limite de deteccao e limite de quantificagdo, intervalo de aplicacao,
exatiddo, precisdo, sensibilidade, recuperacado, robustez e estabilidade. O Guia de
validacdo do MAPA estabelece 0s seguintes parametros como 0Ss necessarios a
determinacao desempenho e requisitos de aceitacdo: linearidade, seletividade, limite de
deteccdo, limite de quantificacdo, recuperacdo (veracidade), precisdo (repetitividade e
reprodutibilidade) e efeito matriz. Também, recomenda robustez, além de estudo de
estabilidade (analitos: amostras / solucbes padrdo) e incerteza de medicdo (padrao,
combinada e expandida) (BRASIL, 2011).

A seguir sdo apresentadas definicdes de determinados parametros de desempenho

comumente aplicados em validacdo de métodos analiticos.

2.8.1 Seletividade

Corresponde a capacidade de um método em determinar o analito de maneira
inequivoca na presenca de outras substancias passiveis de interferirem na determinacao
(LANCAS, 2004). Se um método é especifico, ele deve produzir resposta para um unico
analito. Um método seletivo produz resposta para varios analitos que podem se distinguir
entre si. Geralmente, a especificidade é considerada como 100% de seletividade
(EURACHEM, 1998). Para garantir a especificidade do método, deve-se avaliar se o sinal
medido pelo equipamento é devido exclusivamente ao analito ou resulta da soma das
contribuicées de multiplos componentes (GUIDI, 2010).
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A seletividade é o primeiro passo no desenvolvimento e validagdo de um método
instrumental de separacdo e deve ser reavaliada continuamente durante o processo de
validacdo e uso subsequente do método. Se a seletividade nao for assegurada, a
linearidade, a exatidao e a precisdo estarao seriamente comprometidas (RIBANI et al.,
2004).

A seletividade pode ser obtida de varias maneiras. A primeira forma de se avaliar a
seletividade em métodos de separacao é pela comparacao da matriz isenta da substancia
de interesse e a matriz adicionada desta (padrao), garantindo que nenhum interferente
esta co-eluindo no tempo de retencao desta substancia. Outro procedimento para avaliar a
seletividade é por meio da coleta do composto de interesse e realizacdo de nova analise
por outra técnica cromatografica, ou com métodos e técnicas que sao especificos para a
estrutura da substancia de interesse (RIBANI et al., 2004).

2.8.2 Efeito Matriz

Efeito Matriz é um estudo de seletividade que objetiva averiguar possiveis
interferéncias causadas pelas substancias que compdem a matriz amostral gerando,
basicamente, fenbmenos de diminuicdo ou ampliacdo do sinal instrumental ou resposta
instrumental. O estudo de efeito matriz é imprescindivel quando se deseja trabalhar com
uma curva de calibragdo do analito em solvente, ou seja, com uma curva de calibracdo
ndo matrizada. Basicamente, procedimentos para determinagdo do Efeito Matriz
consistem em: preparo de curva de calibracdo do analito em solvente puro (amostra nao
matrizada), curva do analito em extrato da matriz isenta de analito (amostra matrizada), e
avaliagdo dos resultados, incluindo teste F - Fischer-Snedecor e t de Student (BRASIL,
2011).

2.8.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade do método em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substadncia em exame, dentro de uma
determinada faixa de aplicacdo (EURACHEM, 1998).

Pode se confirmar a linearidade e determinar a faixa de trabalho construindo curvas

analiticas da concentracdo do analito em funcdo da resposta obtida no sistema de
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deteccdo, com replicatas em torno da concentracdo esperada do analito. Tal faixa de
trabalho deve, necessariamente, contemplar a faixa de concentragdo esperada para a
amostra de ensaio (GUIDI, 2010; BRASIL, 2011).

Os experimentos descritos para avaliagao da linearidade frequentemente envolvem
preparo de curvas com ou sem matriz, em sua maioria com cinco a seis niveis de
concentracgao, incluindo ou ndo o ponto zero, e com um minimo de duas a sete replicatas
por nivel. O método dos minimos quadrados ordinarios (MMQO) é consenso como
ferramenta estatistica para avaliacdo da linearidade. A maior parte das referéncias
recomenda a estimativa dos parametros e dos residuos (erros) da regressao, além da
inspecao visual do gréafico x-y e do grafico dos residuos da regressao (SOUZA, 2007;
GUIDI, 2010).

Como os estudos de validacdo sdo baseados em hipoteses estatisticas, uma
verificacdo basica das premissas relacionadas aos testes estatisticos € fundamental para
garantia de que os principios destes testes nao sejam afetados e para que os resultados
obtidos sejam sustentados (THOMPSON, ELLISON & WOOD, 2002). Assim, previamente
a realizacao de qualquer inferéncia, € necessario examinar as premissas para determinar
se o0s dados sdo apropriados a aplicacao dos testes (SOUZA, 2007).

O método utilizado para analise de dados é o MMQO. O ajuste de uma equagao de
calibragédo pelo MMQO assume varias premissas relativas aos residuos da regressao e ao
modelo: i) os residuos s&o variaveis aleatorias com média zero E (gi) = 0 e variancia V (&i)
= 02 constante e desconhecida; ii) os residuos sao variaveis normalmente distribuidas € ~
N (0, 02); iii) os residuos sdo homoscedasticos, com distribuicdo constante ao longo dos
valores de Xi ; iv) o residuo de uma observagao €i nao € correlacionado com o residuo em
outra observacéao €j , ou seja, cov (¢i, €) = 0, sendo i# j. Os residuos ndo sao apenas nao
correlacionados, mas independentes; e v) a relagdo entre Xi e Yi é linear (SOUZA, 2007;
GUIDI, 2010).

2.8.4 Faixa de aplicacao

A faixa de trabalho é o intervalo de padrdes em que os requisitos de linearidade sao
satisfeitos, assim como os de exatidao e de precisdo. O limite inferior da faixa de trabalho
deve coincidir com o limite de quantificacdo (INMETRO, 2007; GUIDI, 2010).
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2.8.5 Exatidao e Precisao

Exatiddo € o grau de concordancia entre a média de um conjunto de resultados
obtidos experimentalmente e o valor verdadeiro ou reconhecido como tal. A exatidao
indica a diferenga entre o valor obtido e o valor real do analito na matriz, sendo geralmente
expressa em termos de tendéncia (bias), ou seja, o desvio (positivo ou negativo) da média
do valor obtido em relag&o ao valor real (EURACHEM, 1998).

A exatiddo é sempre considerada dentro de certos limites, a um dado nivel de
confianga, ou seja, aparece sempre associada a valores de precisédo. Estes limites podem
ser estreitos em niveis de concentracado elevados e mais amplos em niveis de tracos
(RIBANI et al., 2004).

Precisdao é o grau de dispersdao dos resultados, obtidos sob condi¢cdes
especificadas, em torno do valor médio. A precisdo pode ser avaliada em condicoes de
repetibilidade ou reprodutibilidade, sendo expressa em termos de coeficiente de variacao,
ou desvio padrao relativo (SOUZA & BRITO, 2002). Tanto a repetibilidade como a
reprodutibilidade séo, geralmente, dependentes da concentracdo do analito, e assim
devem ser determinadas em um numero de concentragdes; se relevante, a relagdo entre
precisao e concentracdo do analito deve ser estabelecida (EURACHEM, 1998).

A repetitividade é o grau de concordancia entre os resultados obtidos por medicdes
sucessivas de um mesmo método, efetuadas sob as mesmas condicées de medicao,
denominadas condi¢des de repetitividade, em intervalos curtos de tempo. A repetibilidade
representa a variabilidade obtida pelo mesmo analista, aplicando o mesmo método, no
mesmo dia, sobre replicatas da mesma amostra (RIBANI et al., 2004).

Se a mesma amostra é analisada sob condi¢cées variadas, a medida de precisao
recebe 0 nome de reprodutibilidade. Esta é definida como sendo o grau de concordancia
entre os resultados obtidos pela aplicacdo de um mesmo procedimento analitico, ao
mesmo material, sob condicdes preestabelecidas (como diferentes laboratorios,
operadores, equipamentos) podendo ser avaliada parcialmente pela variagdo de um ou
mais fatores (EURACHEM, 1998). Experimentalmente, as medidas de precisdo podem ser
obtidas realizando-se um minimo de 10 determinag¢des independentes do analito em
concentragdes diferentes (EURACHEM, 1998) ou um minimo de nove determinagdes (3
concentracdes diferentes/3 replicatas cada concentracao) independentes (ICH, 1996).
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2.8.6 Sensibilidade

E a capacidade de um método distinguir, alterando a resposta de medida do
instrumento, com determinado nivel de confianca, duas concentracées proximas. A
sensibilidade do método ndo pode ser confundida com o limite de deteccdo. A
sensibilidade representa a capacidade de discriminacdo entre amostras de teores de
analito proximos (EURACHEM, 1998).

2.8.7 Limite de deteccao

E a menor concentracdo de um analito na matriz que pode ser identificada com
nivel de confianca especificado (EURACHEM, 1998); ou seja, corresponde a menor
quantidade de um analito que pode ser detectada, porém, nao necessariamente
quantificada como um valor exato (LANCAS, 2004).

Experimentalmente, o limite de deteccdo pode ser obtido por varios procedimentos,
dentre os quais: método visual, método da relagdo sinal-ruido e método baseado em
parametros da curva analitica (RIBANI et al., 2004).

O método visual € baseado na utilizacdo da adicdo de concentragcées conhecidas
da substéancia de interesse a matriz, de modo a distinguir sinal analitico de ruido, pela
visualizagdo da menor concentracao visivel (detectavel). Para métodos que apresentam
ruido da linha de base, o limite de deteccao podera ser obtido pela relagdo sinal/ruido de
3:1 ou 2:1, que corresponde a concentracdo minima na qual a substancia pode ser
facilmente detectada (RIBANI et al., 2004).

O limite de deteccao pode ser encontrado a partir da leitura de 20 ou mais amostras
brancas. O limite de deteccdo é o valor médio das leituras adicionado de trés desvios
padrao da média (EURACHEM, 1998; GUIDI, 2010).

2.8.8 Limite de quantificacao

E a menor concentragdo do analito na matriz que pode ser determinada em niveis
nos quais requisitos de exatiddo e precisdo sao satisfeitos (EURACHEM, 1998). Os
mesmos critérios de limite de deteccéo podem ser adotados para o limite de quantificacao,
utilizando a relagéo 10:1. De acordo com INMETRO (2007), o limite de quantificacdo pode

ser determinado/considerado como sendo a concentragdo do analito correspondente ao
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valor da média de sete ou mais inje¢cdes da amostra isenta de analito, somada de 5, 6 ou,
mais comumente 10 desvios padrdo destas mesmas injecoes. BRASIL (2001) define LQ
como sendo o nivel mais baixo de concentracdo no qual foi demonstrado que os critérios
de veracidade e precisao foram atendidos, desde que a relagédo sinal/ruido seja superior a
seis (S/R =6).

O critério de aceitabilidade deve ser definido pelo analista. Comumente, para
analises cromatograficas, emprega-se o0 método baseado nos parédmetros da curva
analitica, a qual deve conter a concentragdo correspondente ao limite de quantificacéo
(RIBANI et al., 2004).

A EC (2002) adota os parametros limite de decisdo (CCa) e Capacidade de
deteccdo (CCP) para ensaios em setores especificos da area de alimentos (contaminantes
e residuos organicos em animais vivos e produtos de origem animal, no a&mbito da Unido
Européia. Para analitos proibidos, sem limites maximos estabelecidos, estes parametros
sdo comparaveis aos limites de detecgcao e quantificacao, respectivamente, uma vez que
suas concentracdes correspondem a medidas acima do sinal obtido para amostras
brancas (matrizes isentas de analito ou para as quais analito ndo tenha sido detectado).
No entanto, para substancias com limites maximos estabelecidos, estes parametros nao
podem ser relacionados aos limites de deteccdo e quantificacdo, pois sdo expressos em
relacao aos limites (SOUZA, 2007).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Amostras

Amostras de filés peixes, na forma de massa homogénea, foram fornecidas pelo
Laboratério de Aquacultura (Laqua), da Escola de Veterinaria, da Universidade Federal de
Minas Gerais.

Tais amostras foram obtidas a partir de aproximados 6,5Kg de tildpias da espécie
Nilética (Oreochromis niloticus), populagdo com idade superior a seis meses, média de
peso individual igual a 800g. O nascimento e engorda desta mesma populacdo se
caracterizaram por terem ocorrido no local, a base de ragdo balanceada comercial, em
tanques de 3000 litros, sob sistema de recirculagdo de agua tratada em nivel de conforto
animal (filtragem mecanica e bioldgica, e temperatura média entre 25 e 27<C).

Os peixes possuiam identificacao por chips eletrdnicos, além de sexo natural fémea
e macho. A agua de abastecimento dos tanques criatérios proveio de posto artesiano, da
prépria UFMG. A figura 5A apresenta os tanques de 3000 litros mencionados. Na figura 5B

observam-se, em detalhe, tilapias Niléticas com idades superiores a seis meses, no

ambiente interno de um dos tanques.

- e *
P ket | Lo

Figura 5. Tanques do Laqua / UFMG, e tilapias Nil6ticas (Oreochromis niloticus)

Para obtencao dos filés, foram aproveitadas as condicoes e o processamento de

animais que nao se encontravam sob condi¢cées experimentais. A retirada dos peixes dos
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tanques, seguida de abate (hipotermia em gelo clorado / seccao medular), além das
etapas subseqlientes de descabecamento, evisceracdo e filetagem precederam tal
obtengédo. Considerando um rendimento médio de 30% de filés, inerente a tilapias, foram
disponibilizados aproximadamente 2,2Kg de filés frescos, os quais foram submetidos a
moagem/trituracao.

A etapa de moagem / trituracdo foi realizada em equipamento de porte industrial,
com controle de temperatura. Efetiva massificagdo e homogeneidade da massa foram
asseguradas. Aliquotas de aproximadamente 100 gramas da massa homogénea de filés
foram entdo acondicionadas em sacos plasticos de polipropileno, previamente limpos e
identificados.

Todas as etapas do processo foram realizadas na planta industrial do Laqua, que
atende a requisitos de Inspecédo Federal. A pesagem aconteceu em no laboratério. Foram
utilizados equipamentos, utensilios e superficies em ago inox, limpos e descontaminados.

As amostras foram estocadas em freezer, a -20C, at € o momento da andlise.

3.1.2 Reagentes, solventes e consumiveis

O grau de pureza dos reagentes e solventes utilizados para a realizacdo dos
procedimentos analiticos foi adotado de acordo com a técnica experimental empregada.
Foram adquiridos: cloreto de sddio, &cido aceético, formiato de aménio e acido férmico —
fabricante Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, EUA); acetato etilico, n-heptano e
isopropanol — fabricante Mallinkrodt Baker Inc., (Phillipsburg, NJ, EUA); metanol e
acetonitrila — fabricante JT Baker (Phillipsburg, NJ, EUA); acetato de aménio — fabricante
Merck (Darmstadt, Alemanha).

Padrdo analitico Chloramphenicol — Fluka — VETRANAL™ (analytical standard) e
padrdo interno DL-threo-Chloramphenicol-d5 — Fluka (analytical standard) foram também
adquiridos da empresa Sigma-Aldrich. Agua purificada foi obtida em um sistema Milli-Q
Plus (Millipore Corp., Milford, MA, EUA).

Amostras foram processadas em tubos para centrifuga, em polipropileno, graduado
(50,0mL), estéril, com tampa rosqueavel e fundo cénico (30,0 X 120mm), e filtradas em
Filtros Phenomenex / Allcrom (13mm x 0,22um), PVDF, com auxilio de seringas
descartaveis, (2,0mL), em polipropileno.
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3.1.3 Preparo de solucoes
3.1.3.1 Solugdes padrao e fases moveis

» Solucao padrao estoque de cloranfenicol
Para preparo das solucbes padrao estoque de cloranfenicol, diluiram-se 250mg de
padrao analitico chloramphenicol — Fluka — VETRANAL, com metanol, em baldo
volumétrico de 10,0mL. Assim, obteve-se a concentracdo 25.000ppm, correspondentes a
25mg/mL (ou 25¢/L). Esta solugdo foi distribuida em seis vials de vidro @mbar, os quais

foram armazenados em freezer a temperaturas abaixo de —20<C.

» Solucéao de trabalho cloranfenicol
Para o preparo da solucao de trabalho cloranfenicol, submeteu-se a solu¢ao padrao
estoque de cloranfenicol, na concentracdo 25mg/mL, a diluicdes seriadas até a obtencao
da concentracao 5ppb, correspondentes a 5ng/mL (ou 0,005ug/mL).

» Solucao padrao estoque de D5-cloranfenicol
Para preparo das solucdes padrdo estoque de D5-cloranfenicol, diluiram-se 1,0mg
de padrao analitico DL-threo-Chloramphenicol-d5 — Fluka, com metanol, em baldo
volumétrico de 10,0mL. Assim, obteve-se a concentracdo 100ppm, correspondentes a
0,1mg/mL (ou 0,1g/L). Esta solugao foi distribuida em seis vials de vidro ambar, os quais

foram armazenados em freezer a temperaturas abaixo de —20<C.

» Solucéao de trabalho D5-cloranfenicol
Para o preparo da solucao de trabalho D5-cloranfenicol, submeteu-se a solucao
padrao estoque de D5-cloranfenicol, na concentracdo 0,1mg/mL (100ppm), a diluices
seriadas, até concentracdo 10ppb, correspondentes a 10ng/mL (ou 0,010ug/mL).

» Fases méveis (FM)
Como fases moéveis, foram utilizadas: Fase mével A — solugcao aquosa contendo
0,1% de &cido férmico, e Fase movel B — solucao metandlica contendo 0,1% de acido
férmico. Em ambos os casos, o preparo consistiu na adicdo de 1,0mL de acido férmico

para cada 1,0L de solvente.
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3.2 METODOS

3.2.1 Fortificacao das amostras

As amostras de tilapias foram fortificadas com concentragbes conhecidas de
cloranfenicol (0,15; 0,45; 0,75; 1,05; 1,35; 1,65ng/mL), para estudo dos parametros de
desempenho do método a ser validado. Padréo interno D5-cloranfenicol foi adicionado no

nivel 0,75ng/mL.

3.2.2 Extracao

Como forma de se determinar as condicées de extracao do analito cloranfenicol,
foram realizados testes de reproducdo baseados, inicialmente, nas metodologias
desenvolvidas por RUPP et al. (2003), NEUHAUS et al. (2002), STUART et al. (2003) e
por STOREY et al. (2003), e em seguida na metodologia proposta por EFFKEMANN
(2005), com modificacoes.

Os estudos de RUPP et al. (2003), NEUHAUS et al. (2002), STUART et al. (2003) e
STOREY et al. (2003), semelhantes em natureza, se caracterizam como ferramentas para
veiculacdo de métodos laboratoriais, publicados pelo FDA na forma de Boletins
Informativos para Laboratérios. As metodologias apresentadas nestes estudos, e a
apresentada por EFFKEMANN (2005), quando comparadas a outros trabalhos analiticos
publicados também acerca do tema cloranfenicol em produtos de origem animal,
apresentam simplificagdes como auséncia da etapa de clean-up (extracdo em fase soélida
— SPE) e dispensa da adicdo de dispersores nas etapas de trituracdo e secagem de
amostras (MOTTIER et al., 2003; HUMMERT et al., 1995; DA SILVA et al., 2010).

O procedimento de extracdo a que se referem os métodos publicados pelo FDA
consiste da etapa de pesagem da amostra (10,0g) em tubo de polipropileno (50,0mL) com
tampa rosqueavel, seguida da adicao de solvente acetato de etila (15,0mL), agitacado em
shaker mecéanico (10 minutos) e centrifugacdo (5 minutos a 3000RPM). As etapas de
adicdo de solvente, agitacdo e centrifugacdo se repetem, sempre transferindo o
sobrenadante para um segundo tubo de polipropileno de 50,0mL. O contetudo do segundo
tubo é evaporado (banho a 45 T sob fluxo de nitrog énio), e o volume é retomado com
metanol (2,0mL). A este, adicionam-se 25,0mL de solugdo aquosa NaCL (4%) somados a
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20,0mL de solvente (hexano ou heptano). O sobrenadante € descartado ap6s agitacao (30
segundos) e centrifugacao (1 minuto a 1000RPM por). Por mais uma vez, se adiciona o
solvente, agita, centrifuga e descarta o sobrenadante. A fase aquosa adiciona-se acetato
de etila (15,0mL), seguido de agitacdo (2 minutos) e centrifugacdo (30 segundos a
1000RPM). A fase orgéanica € evaporada (banho a 45 °C sob fluxo de nitrogénio) e o
volume é retomado com agua MilliQ (1mL). Apoés filtragdo em membrana PVDS (0,22um)
0 extrato se encontra pronto para ser analisado.

O procedimento proposto por EFFKEMANN (2005) se apresenta de forma
simplificada no fluxograma da figura 6.

5g da amostra 1mL de heptano centrifuga
em tubo de + 3000RPM
polipropileno vortex (1min.) (10min.)
acetato de etila 1mL de agua transferir fase
(10mL) MilliQ inferior para
seringa
homogeneizar evaporar \.Lolume filtrar contetido
(vortex / 2min.) (banho 55°C + PVDF (0,22um)
fluxo de N2)
centrifuga transferir fase inserir o filtrado
3000RPM superiror para no sistema
(10min.) tubo 2 analitico

Figura 6. Fluxograma da metodologia de extracado proposta por EFFKEMANN (2005)

3.2.3 Separacao, deteccao e equipamentos

As analises foram realizadas em sistema CLAE-EM/EM, empregando cromatégrafo
liguido de alta eficiéncia Agilent 1200 Series HPLC (Agilent Technologies Inc., Santa
Clara, CA, EUA), equipado com bomba quaternaria e amostrador automatico, acoplado a
espectrdmetro de massas triploquadrupolar QTRAP 5500™, Applied Biosystems/MDS
Sciex (Sciex, Toronto, CA), com fonte de ionizacdo Turbo V™ operado no modo de
ionizacao TurbolonSpray® (“electrospray” — ESI) e equipado com bomba de infusédo
Harvard Apparatus (Hollistn, MA, EUA). A aquisicdo dos dados foi realizada com o

software Analyst® versao 1.4.1.
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3.2.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A eluicdo cromatografica foi realizada em coluna C18 Aqua-125A, 5 microns (50mm
x 2.00mm) Phenomenex Co. (Torrance, CA. EUA), sob temperatura de 40 C (x1 €)
(RUPP et al., 2003; NEUHAUS et al., 2002; STUART et al., 2003; EFFKEMANN, 2005).

O gradiente de eluicao foi otimizado, a partir de testes consecutivos, com vistas a
resolucdo do pico cromatografico obtido, tendo sido empregado da seguinte forma:
inicialmente com 80% da fase A (solu¢do aquosa, contendo 0,1% de acido férmico) e 20%
da B (solucdo metandlica, contendo 0,1% de acido férmico), permanecendo nestas
condi¢gdes por 0,5 minutos, com posterior rampa linear da fase B para 95% e da fase A
para 5%, em 1 minuto. Esta composicdo € mantida por mais 1,5 minutos, quando ha
alteracdo da fase A e da fase B para as condi¢coes iniciais de 80% e 20%,
respectivamente, em 0,1 minutos. Esta condicao de equilibrio € mantida por mais 5,49
minutos, totalizando o tempo de analise em 9 minutos (as condicbes de gradiente,
aplicadas no método, podem ser observadas na figura 7). O fluxo da fase mdvel foi
mantido em 700uL por minuto, e o volume de injecao foi de 10uL (neddle wash location:
flush port; wash time: 40 segundos).
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Figura 7. Gradiente de eluicdo cromatografica do método

3.2.3.2 Espectrometria de massas

O espectrébmetro de massas foi operado em modo MRM com ionizagdo por
“electrospray”, no modo de ions negativos, a 600C. A voltagem d o capilar foi otimizada a -
4500 V, com um potencial de orificio (“Declustering Potential’ — DP) de -100 V. Nitrogénio
foi utilizado como gas de colisdao (“CAD Gas”) e gas de dessolvatacao (evaporacdo do

solvente) (“Curtais Gas™") as pressbes média e 15 psi, respectivamente. Ar sintético
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ultrapuro (Ar “Zero”) foi utilizado como gas nebulizante (“GS1”) e como gas secante
aquecido (“GS2”) as pressoes respectivas de 50 e 50 psi.

Como critério IDA (Information Depentent Aqusition), estabeleceu-se a selecao “1
de 1” para o pico cromatografico que excedesse a intensidade de 500 contagens por
segundo (cps). Desta forma, os espectros de massas (MS?) foram adquiridos, em modo de
Scan - Enhanced Product lon (EPI), com trapeamento em QO (Fixed LIT time: 100 mseg.
de fill time (tempo de acumulo); Q3 Entry Barrier. 8V; Scan Rate: 1000 Da/seg, no
intervalo de m/z 50 - 330.

Os fragmentos selecionados para o ion precursor [M — H] © de m/z 320.9 (CAP)
foram 152.1 e 256.9. Para o ion precursor de m/z 326.0 (D5-CAP / Padrao interno), foi
selecionado o fragmento 157.0 (MARTINS JUNIOR et al., 2006; RUPP et al., 2003;
NEUHAUS et al., 2002; GUY et al., 2004). A tabela 6 apresenta os parametros de DP
(potencial de orificio), CE (energia de colisdo), CXP (potencial de saida da cela de colisdo)
e Dwell time, otimizados para cada transicdo de m/z monitorada. A figura 8 possibilita a
visualizacdo esquematica do sistema ESI/EM/EM (MARTINS JUNIOR et al., 2006;
EFFKEMANN, 2005).

Tabela 6: Parametros: potencial de orificio (DP), energia de colisdo (CE) e potencial de
saida da cela de colisdo (CXP) utilizados no método, para transicbes em modo MRM

fon Precursor  ion Produto DP EP CE CUR CXP Dwell time
(m/2) (m/2) V) V) (ev) (psi) (V) (mseg.)
320.9 152.1 -100 10 24 (Sf)read: 15 5 290
16
320.9 256.9 -100 -10 (spread: 4) 15 17 290
326.0 157.0 -100 10 24 (Sf)read: 15 5 290
IONIZACAO INTERFACE ANALIZADOR DE MASSAS DETEGGAO
| | |
GAS
NEBULIZANTE _ - CAPILAR POTENCIAL DE SAIDA
TURBO i POTENCIAL DE ORIFICIO (DP) BAGELARE COLBAO (GXF)
HEATER A A
GAS SECANTE “# o/ ;o o isola fon pai ¥ cE)
(AQUECIDO) Ll 40 // = Qo ||| (precursor) Q2 Q3 OF
R f"/ —T T J;(.\"qn_'J_'_l:ui:'.:.dn' ILO.J—I‘U;J —
4"'.__\‘-.\\!:_ |2 @ ] @ | T @ @ ] k'\‘.,_{__,»‘,")
TR = CELADE CEM
ORIFICIO W T\\ s |
| |BOMBA MECANICA W \\m
CURTAIN GAS

| |BOMBA TURBO

Figura 8. Esquema do sistema ESI/EM/EM (MARTINS JUNIOR et al., 2006).
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3.2.4 Validacao do método para determinacao de cloranfenicol

A adequacao do método de analise de cloranfenicol em pescado foi determinada
com base nos resultados dos parametros linearidade, seletividade, efeitos de matriz,
exatidao, precisao, limites de deteccdo e quantificacdo experimentais (SOUZA, 2007;
GUIDI, 2010; BRASIL, 2011). Critérios de aceitabilidade foram determinados, conforme
sugerido por SOUZA (2007). O nivel de significancia adotado nos testes de hipo6tese foi a
= 0,10 para os testes de normalidade e independéncia e de 0,05 para os demais testes,
tendo sido os calculos realizados em planilhas comerciais, cujos resultados foram
previamente validados frente aqueles obtidos em diferentes softwares de analises
estatisticas.

3.2.4.1 Linearidade

Com relacao a linearidade, foram realizados ensaios com solucdes padrdao, com e
sem interferéncia da matriz, avaliando area e altura de picos cromatograficos obtidos
experimentalmente (SOUZA et al., 2001). Para a constru¢ao da curva padrao foi utilizada
uma solucao aquosa (solvente: agua Milli-Q) contendo padrdo analitico cloranfenicol, com
0s seguintes niveis de concentracdo: 0,15; 0,45; 0,75; 1,05; 1,35 e 1,65 (ng/mL) —
correspondentes aos niveis 0,03; 0,09; 0,15; 0,21; 0,27 e 0,33 (ug/Kg), em amostra,
respectivamente. Cada nivel foi preparado em triplicata, com a adicao de PIl, na
concentracdo 0.75ng/mL (correspondente 0.15ug/Kg, em amostra). Cada replicata
independente foi inserida no sistema de deteccao analitica, de forma aleatéria (RONNING
et al., 2006).

Os parametros da regressao (intersecdo e inclinacdo) foram calculados pelo
Método dos Minimos Quadrados Ordinarios (MMQO) e os residuos foram calculados por
meio da diferenca entre a concentracdo real e a concentracdo obtida pela regressao
linear. Valores de residuos dispersos foram diagnosticados e excluidos dos dados
originais pelo teste de residuos padronizados de Jacknife. Esse método foi aplicado
sucessivamente até que novos valores dispersos nao fossem mais detectados, sendo a
exclusdo maxima igual a 22,2% do numero de dados originais (HORWITZ, 1995). As
premissas relativas a andlise da regressao foram verificadas: normalidade (RYAN &
JOINER, 1976), homocedasticidade (LEVENE, 1960; BROWN & FORSYTHE, 1974) e

independéncia dos residuos da regressao (DURBIN & WATSON, 1951). A analise de
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variancia foi adotada para verificar a adequacao do ajuste do modelo linear por meio da

significancia da regressao e do desvio da linearidade avaliado contra o erro puro.

3.2.4.2 Seletividade e efeito matriz

Perfis cromatograficos da matriz adicionada das solucbes padrdao de cloranfenicol
foram comparados com o perfil cromatografico do cloranfenicol em solvente para andlise
da seletividade. Por meio de cromatograma TIC (“Total lon Cromatogram”) obtido para os
fragmentos monitorados, foi garantida resolugcdo e adequada separacdo de picos
cromatograficos (BRASIL, 2011). Cromatogramas extraidos para os fragmentos de m/z
320.9>152.1 e 320.9>256.9 (“Extracted lon Chromatogram” — XIC), em conjunto com
espectro de massas em EPI (“Enhanced Product lon™ que confirma a presenca destes
mesmos fragmentos, também foram verificados, confirmando a atribuicdo do pico
cromatografico obtido ao componente de interesse.

Duas curvas de calibragdo foram construidas, com niveis de concentragdo na faixa
de 0,15 a 1,65ng/mL (0,03 a 0,33ug/Kg, em amostra), tendo sido: uma curva em solvente
(agua Milli-Q) e outra curva em matriz (extrato aquoso resultante do procedimento de
extracdo, conforme descrito na parte experimental). Ambas as curvas foram construidas
baseadas em triplicatas independentes para cada nivel, as quais foram analisadas em
ordem aleatdria e em etapa unica (batelada) de experimentos.

Os parametros da regressao foram entao calculados e as premissas, relativas ao
MMQO, avaliadas para as curvas. Uma vez confirmado o ajuste ao modelo linear, foi
verificada a homogeneidade ou heterocedasticidade entre as varidncias dos residuos das
curvas, pelo teste de F (SOUZA, 2007). A inclinacao e a intersecao obtidas para a curva
do solvente foram comparadas, pelo “teste de t”, com a inclinacéo e intersecao estimadas
para a curva na matriz, utilizando variancias combinadas em caso de homogeneidade e
variancias distintas em caso de heterocedasticidade entre as varidncias dos residuos das
curvas (BRASIL, 2011; SOUZA, 2007)

3.2.4.3 Precisao, exatidao e limites de deteccao e quantificacao

Os parametros exatiddo e precisdo (sob condicbes de repetibilidade e

reprodutibilidade parcial), bem como os limites de deteccdo e de quantificacdo, foram
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pesquisados em ensaios com amostra isenta de cloranfenicol. Tal amostra teve seu perfil
determinado apds dez injecoes, tendo sido entdo adicionada de padrdo nos niveis
correspondentes a 0,03; 0,09; 0,15; 0,21; 0,27 e 0,33 (ug/Kg). Trés lotes destas amostras
foram separados, tendo sido analisados em trés dias distintos, por dois analistas
diferentes. Considerando os resultados dos testes de efeito matriz, curvas matrizadas
foram preparadas para calcular as concentracdes de cloranfenicol nas amostras (GUIDI,
2010).

Valores dispersos foram investigados nos resultados de recuperacdo aparente
obtidos para cada nivel de concentracao, pelo teste de Grubbs (GRUBBS, 1969; BARET &
LEWIS, 1994; BURKE, 2001). O teste de Grubbs foi aplicado sucessivamente até que
novos valores dispersos nao fossem detectados, ou até a exclusdo maxima de 22,2% no
namero original de resultados independentes (HORWITZ, 1995).

Exatidao foi investigada por meio da recuperagdo aparente obtida para as nove
replicatas de amostras adicionadas em cada nivel de concentragcado. Os critérios adotados
para considerar os resultados satisfatérios foram recuperacdes no intervalo entre 50 e
120%, conforme previsto para analitos com concentragcdes abaixo de 1ug/Kg (EC, 2002;
AOAC, 2002; BRASIL 2011).

A precisdo, sob condicdo de repetibilidade e de reprodutibilidade parcial, foi
expressa em termos de desvio padrédo relativo de repetibilidade e desvio padrao relativo
de reprodutibilidade (DPRr e DPRR, respectivamente), obtida para as replicatas de
amostras adicionadas nos niveis de concentragdo estudados. Segundo a ANVISA, valores
maximos aceitaveis para desvios padrdo relativos devem ser definidos de acordo com o
método, concentracao do analito, tipo de matriz e finalidade do método, ndo se admitindo
valores superiores a 5% (BRASIL, 2003). Contudo, considerando-se que a precisao varia
com a concentracao do analito, os valores de desvios padrao relativos de reprodutibilidade
parcial (DPRR) foram comparados com aqueles estimados pelas equacdes de Horwitz. O
DPRr foi considerado aceitavel quando dentro de dois tercos (EC, 2002) do DPRR
calculado pela equacao de HORWITZ (1982) modificado por THOMPSON (2000). Os
desvios maximos aceitaveis para cada nivel de concentracdo, estimados pela equacgéao de
THOMPSON (2000), estao descritos na Tab. 7.
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Tabela 7. Critérios de aceitabilidade do desvio padrao relativo (DPR) para cada nivel de

concentracao
Concentracéo (ng/mL) DPRr (%) DPRR (%)
0,15 2 3
0,45 7 10
0,75 11 17
1,05 15 23
1,35 20 30
1,65 24 36

Fonte: THOMPSON (2000).
DPRr:desvio padrao relativo sob condigdes de repetibilidade.
DPRR:desvio padrao relativo sob condi¢des de reprodutibilidade.

O limite de deteccdo foi determinado calculando-se a média dos ruidos
provenientes de injecbes de amostras brancas, adicionada de trés vezes o desvio padrao
destas mesmas injecbes (EURACHEM, 1998). O limite de quantificacdo teorico foi
determinado a partir da média de ruidos provenientes destas mesmas injecdes de
amostras brancas, adicionada de dez vezes o desvio padrdo destas inje¢ées (INMETRO,
2007; SOUZA, 2007).

O limite de quantificagdo do método (experimental) foi determinado a partir da
menor concentracdo na qual requisitos de exatiddo e precisdo foram atendidos
(EURACHEM, 1998; SOUZA, 2007; BRASIL, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CONDICOES DE EXTRACAO E SEPARACAO

4.1.1 Extracao

Os testes baseados na reproducdao da metodologia proposta pelos estudos de
STUART et al. (2003), RUPP et al. (2003), STOREY et al. (2003) e NEUHAUS et al.
(2002), se mostraram requerentes de tempo excessivo na realizacdo do processo de
obtencédo do extrato final. Limitando-se a uma quantidade de 10 amostras por batelada, tal
processo se consistiu de aproximadas 9 horas antecedentes a insercao da amostra no
sistema analitico, o que, considerando necessidades atreladas aos experimentos de
validacdo da metodologia analitica, se mostrou limitante quanto a produtividade e tempo.
Somado a isto, o uso de elevados volumes de solventes motivou a busca por metodologia
alternativa, que se mostrasse mais eficiente, limpa e que possibilitasse reducao dos custos
de extracao do analito cloranfenicol (BRASIL, 2011; RIBANI et al., 2004; LANCAS, 2004;
SOUZA, 2007).

Os testes subsequentes tiveram como base a metodologia proposta por
EFFKEMANN. (2005). Como modificacado, propds-se o uso de heptano, frente a hexano,
na etapa de remocdo da porcdo mais apolar do extrato, minimizando a exposi¢cao a
solvente com caracteristicas neurotéxicas (STUART et al.,, 2003; RUPP et al., 2003).
Também, ao método foi adicionada etapa de filiragdo em membrana PVDS (0,22um),
preventiva ao sistema analitico, e proposta por RUPP et al. (2003), NEUHAUS et al.
(2002), STUART et al. (2003) e STOREY et al. (2003). O tempo total da extragcao variou
entre 5 e 6 horas, com aplicacao para até 21 amostras por batelada, adequando-se as
necessidades experimentais do estudo.

4.1.2 Separacao por HPLC

A escolha do uso de gradiente de eluicdo do composto, em coluna de fase reversa,
se justificou por apresentar melhor resolucéo cromatografica, quando comparado a eluicao
isocratica (SIQUEIRA, 2007). Considerando o baixo background, inerente a aquisicao de

dados em MRM, e considerando as ferramentas IDA (Information-Dependent Acquisition)
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— EPI (Enhanced Produclt lon) aplicadas em software, cromatogramas seletivos e
especificos foram obtidos para ios produto monitorados. Neste sentido, o Dwell Time
(tempo de ciclo) foi calculado conforme proposto por AB (2008), resultando em 290
milissegundos. O volume de injecdo determinado foi igual a 10uL. A figura 9 mostra um
cromatograma da amostra padrdo, em concentracdao de 0,15ng/mL, correspondente a
0,03ug/Kg em amostra, nas condicées de separagcdo e detecgcdo estabelecidas. Nesta
figura, observa-se a deteccdo de todas as transicdes, no tempo de retencdo para o

composto igual a 2,7 minutos.

W1 of MRM {Fpairs) 320,921 ¢ 162,100 Da 1D: CAPT from sample 3 {amostra 0, 15ng/ml) maxx 1841.0 cps
T 2T min

b miz 3209 > 1521

t miz 320.9 = 2569

E miz 326.0 = 157.0

E

IMNT!

A

(] Bt Sl o — i

TEMPC min.}

Figura 9. Cromatograma da amostra padrao, nas condicbes de separagdo e deteccao
estabelecidas

4.2 OTIMIZACAO DO ESPECTROMETRO DE MASSAS

O espectrémetro de massas foi otimizado eletronicamente, tendo sido tal otimizacao
realizada em dois estagios eletronicos. O primeiro estagio se referiu a infusdo direta de
solucéo contendo cloranfenicol na concentracao correspondente a 10ppb, possibilitando a
obtencao de melhorias em valores de voltagens: DP, EP, CE, CXP. O segundo estagio se
referiu a insercdo, por meio do sistema de injecdo cromatografica (“Flow Injection
Analysis” — FIA), sob fluxo igual a 10uL/min., de uma solucédo contendo cloranfenicol na
concentracado correspondente a 1ppb, possibilitando a obtencdo de melhorias em valores
de temperatua (fonte) e pressées: CUR, CAD, GS1, GS2.

A infusdo do composto no sistema ESI/EM/EM permitiu sua caracterizacdo nos
modos EM (“Q1 Scan”) e EM/EM (“Product lon Scan” e “Precursor lon Scan”), em
ionizacao por “electrospray’, cujas informacdes sao referentes a ionizacao do composto
(identificacao do ion precursor) e ao padrao de fragmentacao estrutural, respectivamente.
Assim, os ions produto de interesse foram confirmados através do modo “Precursor lon
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Scan”. No modo EM (“Q1 Scan”), um pico de m/z 320.9, correspondente a molécula
desprotonada do CAP, apresentou alta detectabilidade no modo de ions negativos.

O espectro de massas obtido em modo EM/EM (“Product lon Scan”) apresentou
fragmentos caracteristicos do CAP, dentre os quais foram escolhidos dois ions produto de
m/z 152.1 e 256,9. A analise quantitativa do CAP, tendo sido realizada no modo MRM,
através do monitoramento das transi¢cdes de m/z 152.1 e 256.9, para o ion precursor [M —
H]” de m/z 320.9, proporcionou a confirmacao dos resultados. A transicdo mais sensivel
observada foi a de m/z 320.9>152.1, tendo sido proposta para quantificacao.

O monitoramento das transicées descritas conferiu ao método analitico um ndamero
de pontos de identificacdo adequado ao recomendado pela Comunidade Européia
(“Commission Decision 2002/657/EC”) para substancias com tolerancia zero, que € de
quatro pontos, correspondentes a selecao de um ion precursor e dois ions produto (duas

transicdes de m/z), além do tempo de retencédo em coluna (EC, 2002).

4.3 VALIDACAO: METODO DE DETERMINACAO DE CLORANFENICOL

4.3.1 Linearidade

O grafico exploratério dos residuos da regressao, apds tratamento dos valores
dispersos pelo teste de residuos padronizados de Jacknife, pode ser observado na Fig.10.

1000 - Cloranfenicol
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600 -
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400 - <&
200 - *
] 0

200 - ¢ *

R i *

400 *
-600 -

-800 *
-1000
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Concentrac¢do (ng/mL)

Figura 10. Grafico exploratério dos residuos da regressdo da curva de cloranfenicol
analisada em solvente (ei = residuo da regressao).
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Nao foram observados mais do que trés valores dispersos, correspondentes ao
limite maximo de pontos passiveis de remog¢ao, ou seja, 22,2% dos 18 dados inseridos. Os
residuos da regressao foram calculados por meio da diferenca entre a concentracao real e
a concentracao obtida pela equacao da reta. A analise visual do gréafico de residuos
demonstrou que ndo houve tendéncia 6bvia na distribuicao dos residuos.

As premissas de que os residuos da regressao seguiram distribuicdo normal, além
de serem homocedasticos e independentes, foram confirmadas, garantindo a aplicagao
dos testes de hipdteses F, para estimativa da significancia da regressao e do desvio de
linearidade (Tabela 8).

Tabela 8. Avaliacdo das premissas do modelo e da linearidade para a curva de

cloranfenicol, em solvente

ESTATISTICA (CLORANFENICOL)

Numero de Normalidade Homocedasticidade Independéncia Regressao Desvio da
observacoes Linearidade
n R P tL p d p F p F p
18 0,9739 P>0,10 0,471 0,6458 2,421 0,10 6548,55 8,45 1,140 0,404
(e—18)

n = numero de observagdes, R = coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner, p = significancia, tL = estatistica t
de Levene, d = estatitica de Durbin-Watson, F = razao de variancias.

Os coeficientes de correlagdo de Ryan-Joiner indicaram que os desvios da
normalidade nao foram significativos (p > 0,10). A varidncia dos erros ao longo dos niveis
de concentragédo estimada pelo teste de Levene modificado também nao foi significativa (p
> 0,05), sugerindo homocedasticidade. A estatistica de Durbin-Watson demonstrou
independéncia dos residuos (p > 0,10).

Os dados obtidos foram avaliados como sendo bem ajustados ao modelo linear.
Regressao significativa (p < 0,001) e desvios da linearidade nao significativos (p > 0,05)
indicaram que a faixa de 0,15 A 1,65ng/mL foi linear para cloranfenicol. A curva de
solvente (concentragdo em ng/mL x area do pico), com sua equacao da reta e coeficiente
de determinacéo, pode ser observada na figura 11. A correspondente desta mesma curva,
para concentracdes expressas em ug/Kg, pode ser observada na figura 12.
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Figura 11. Curva de calibracao de cloranfenicol em solvente (0,15 a 1,65ng/mL), com sua
equacao da reta e seu coeficiente de determinacao (y = resposta em area dos picos, x =
concentragdo da amina em ng/mL, R? = coeficiente de determinacao).
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Figura 12. Curva de calibragcdo de cloranfenicol na faixa correspondente a 0,03 —
0,33ug/Kg) com sua equacgao da reta e seu coeficiente de determinacgéo (y = resposta em
area dos picos, x = concentragdo da amina em ng/mL, R2 = coeficiente de determinacéao).

4.3.2 Seletividade e efeito de matriz

Perfis cromatograficos e espectrométricos da matriz adicionada da solucao padrao
de cloranfenicol foram comparados aos do solvente adicionado da solucdo padrdo de
cloranfenicol. Tais comparacdes, somadas as informacdes de caracterizacdo da etapa de
otimizacao do espectrémetro de massas, indicaram a seletividade do método. As figuras
13 e 14 apresentam o cromatograma (“Total lon Cromatogram”— TIC) de cloranfenicol em
solvente e em matriz, respectivamente (concentracao: 0,15ng/mL), além de seus
cromatogramas extraidos para o fragmento de m/z 320.9>152.1 (“Extracted lon
Chromatogram” — XIC), e dos espectros de MS? (espectro “Enhanced Product lon” — EPI)
para o mesmo fragmento 320.9>152.1, e para os demais 320.9>152.1 e 320.9>256.9 (PI).
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Figura 13: Cromatograma de cloranfenicol em solvente: TIC; XIC e espectro MS?
(fragmentos: 320.9>152.1; 320.9>152.1; 320.9>256.9 (PI).
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Figura 14: Cromatograma de cloranfenicol em matriz: TIC; XIC e espectro MS?
(fragmentos: 320.9>152.1; 320.9>152.1; 320.9>256.9 (Pl) — concentracao: 0,15ng/mL.

Curva em matriz foi construida como descrito na parte experimental. Os valores
extremos foram tratados e todas as premissas relativas ao MMQO (normalidade,
homocedasticidade e independéncia) foram confirmadas. A significancia da regressao e os
desvios de linearidade ndo significativos confirmaram o modelo linear e indicaram a

possibilidade de comparacao das inclinagdes e interse¢cdes das curvas matrizada e em
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solvente, pelo teste de t, para avaliacdo do efeito da matriz (Tabela 9). A curva de

calibragao de cloranfenicol construida na matriz tilapia se encontra apresentada na Fig.15.
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Figura 15. Curva de calibragdo de cloranfenicol na matriz tildpia (0,15 a 1,65ng/mL), com
sua equacao da reta e seu coeficiente de determinacao (y = resposta em area dos picos, x
= concentragdo da amina em ng/mL, R2 = coeficiente de determinagéo).

Tabela 9. Avaliacdo das premissas do modelo e da linearidade para a curva de
cloranfenicol, em matriz tilpia

ESTATISTICA (CLORANFENICOL)

Numero de Normalidade Homocedasticidade Independéncia Regressao Desvio da
observacoes Linearidade
N R P tL p d p F p F p
18 0,9931 P>0,10 0,562 0,5826 1,835 0,10 4059,96 1,13 1,553 0,254
(e-19)

n = numero de observagoes, R = coeficiente de correlagdo de Ryan-Joiner, p = significancia, tL = estatistica t de Levene,
d = estatitica de Durbin-Watson, F = razao de variancias.

As curvas no solvente (dados apresentados na linearidade) e na matriz foram
analisadas simultaneamente para evitar que efeitos temporais fossem interpretados como
diferengas devido a matriz. O teste de F indicou homogeneidade das variancias dos
residuos das curvas no solvente e matriz para o cloranfenicol, possibilitando o uso do teste
de t com varidncias combinadas para avaliacao do efeito da matriz.

Na Tabela 10 estdo expostos os resultados das comparacdes das inclinacdes e
intersecOes das curvas de calibracdo construidas no solvente e na matriz. A intersecao
nao foi significativamente diferente, a 5% de probabilidade, entre as duas curvas. Houve,
no entanto, diferenca significativa entre as inclina¢gdes das duas curvas para cloranfenicol

(a = 0,05). Com base neste resultado, foi possivel inferir ter havido efeito matriz, ou seja, a
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curva de cloranfenicol no solvente ndo forneceu as mesmas respostas da curva de
cloranfenicol na matriz tilapia, para as mesmas faixas de concentracao estudadas (Figura
16). Assim sendo, para constru¢cao da curva padrao, deve-se fazer uso da curva na matriz

frente ao uso da curva no solvente.

Tabela 10. Comparacao entre as intersecdes e inclinagdes das curvas de calibragcdo na

matriz tilapia, e em solvente, para cloranfenicol (2,0 a 10,0mg/L).
ESTATISTICA (CLORANFENICOL)
Numero de observac6es Comparacoes entre intersecoes Comparacoes entre inclinacoes

n ta o] tb p
18 0,151 <<0,05 18,938 0,881

fa = estatistica t para contrastes entre intersegdes, tb = estatistica t para contrastes entre inclinagées, p =
significancia. Valores em negrito e sublinhados sao significativos a 5% de probabilidade.
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Figura 16. Sobreposi¢cdo das curvas de calibracdo de cloranfenicol, em solvente e em
matriz (0,15 a 1,65ng/mL) - diferencga significativa entre inclinagbes (a = 0,05)

4.3.3 Precisao e exatidao

Para os niveis de concentracédo estudados, o teste de Grubbs nao indicou mais do
que dois valores dispersos (22,2% dos nove dados originais), a 5% de significancia, entre
os resultados de recuperagdo aparente obtidos para amostras adicionadas de
cloranfenicol. Os residuos obtidos pela diferenca entre a recuperacéao aparente média e 0s
valores individuais de recuperagdo aparente em cada dia, para cada nivel de
concentracdo, apresentaram distribuicdo normal (p > 0,10) e homocedasticidade
(p > 0,05), permitindo a estimativa do desvio padrao relativo de repetitividade (DPRr) e do

desvio padrao relativo de reprodutibilidade (DPRR) por analise de variancia.
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As médias de recuperacao aparente alcancadas para amostras de tilapia nos niveis
0,03; 0,09; 0,15; 0,21; 0,27 e 0,33ug/Kg variaram entre 91,33 e 108,00%, estando na faixa
aceitavel de (50,0 a 120,0%) (EC, 2002). Os valores de DPRr variaram entre 1,04 e 4,85%
e os valores de DPRR obtidos variaram entre 1,42 e 5,51% (Tab. 11). Valores de DPRR e
de DPRr idénticos foram estimados quando a variancia de repetibilidade foi maior que a de
reprodutibilidade, sendo atribuido o valor zero para variagdo entre ensaios (SOUZA,
2007).

Estes resultados sinalizaram a faixa de aplicabilidade do método validado na faixa
de 0,03 a 0,33ug/Kg para cloranfenicol.

Tabela 11. Médias de recuperacao aparente e desvios padrao relativos, sob condi¢cbes de
repetibilidade e reprodutibilidade parcial, obtidos para amostras de tilapia adicionadas de
cloranfenicol em niveis determinados de concentracéo.

ESTATISTICA (CLORANFENICOL)

°°'('g§?r::f)9a° R (%) DPRr (%) DPRR (%)
0,15 99,2 3,5 55
0,45 100,1 4,9 4,9
0,75 100,2 1,0 1,4
1,05 100,9 3,0 3,6
1,35 100,2 2,3 2,7
1,65 58,8 2,8 2,8

R (%)= média de recuperacéo aparente, DPRr = desvio padréo relativo de repetibilidade, DPRR = desvio
padrao relativo de reprodutibilidade parcial.

Critérios de aceitacdo de para R: 50% a 120%

Critérios de aceitagéo (%) para DPRr:

0,15ng/mL: 2 ; 0,45ng/mL: 7; 0,75ng/mL:11; 1,05ng/mL: 15; 1,35ng/mL: 20; 1,65ng/mL: 24

Critérios de aceitagéo para DPRR:

0,15ng/mL: 3; 0,45ng/mL: 10; 0,75ng/mL: 17;1,05ng/mL: 23; 1,35ng/mL:30; 1,65ng/mL: 36.

4.3.4 Limites de quantificacao e deteccao

Os valores referentes aos limites de deteccédo e de quantificacdo, calculados para
cloranfenicol, se encontram na Tabela 12. Para o limite de detecgcao, o valor se refere a
média dos ruidos provenientes das dezessete injecoes de amostras isentas de
cloranfenicol, adicionada de trés vezes o desvio padrao destas mesmas injecoes.

Para o limite de quantificagcdo teorico, o valor se refere a média dos ruidos
provenientes das dezessete injecbes de amostras isentas de cloranfenicol, adicionada de
dez vezes o desvio padrao destas mesmas injecdes. O limite de quantificacdo do método
(experimental) foi determinado como sendo igual a 0,03ug/Kg. Este valor se refere ao
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menor nivel de concentracdo estudado no qual os requisitos exatiddo e precisdo do

método foram atendidos.

Tabela 12. Limites de detec¢éo e de quantificacdo para cloranfenicol, na matriz tilapia

LIMITES - CLORANFENICOL

L. - Limite de quantificacao Limite de quantificacao
Limite de deteccao o )
(tedrico) (experimental)
0,0036ug/Kg 0,017ug/Kg 0,03ug/Kg

4.4 AVALIACAO DE AMOSTRAS ALEATORIAS DE PESCADO

Como forma de se obter amostras de tilapias da espécie Nilotica (Oreochromis
niloticus) em quantidades suficientes para a execugdo dos experimentos envolvidos no
trabalho em questao, dentre os quais os procedimentos de validacao, amostras aleatoérias,
representantes de grupos identificados por chips eletrdnicos, foram fornecidas pelo
Laboratério de Aquacultura (Laqua), da Escola de Veterinaria, da Universidade Federal de
Belo Horizonte. Tais amostras se encontravam em tanques de 3000 litros, sob sistema de
recirculacdo de agua tratada em nivel de conforto animal (filtragem mecanica e biolégica,
e temperatura média entre 25 e 27 graus Celsius).

O propdsito principal destas analises aleatorias quanto a presenca de cloranfenicol,
realizadas em periodos de tempo espacado, foi a busca pela classificacdo potencial de
cada um dos grupos quanto a fornecimento futuro de amostras isentas de analito — uma
vez que resposta positiva quanto a possibilidade de fornecimento de quantidades
suficiente de amostras ainda estava sendo avaliada para tais grupos, por responsaveis no
Laqua. Outra varidvel que motivou a busca por amostras aleatérias foi a necessidade de
se encontrarem disponiveis quantidades relativamente pequenas de amostras, no entanto
suficientes para a execucdo de testes relacionados aos procedimentos de extracao
(descritos na parte experimental deste trabalho).

Assim sendo, em funcdo de as submissbes das amostras a procedimentos
analiticos terem sido realizadas apo6s otimizacdo do método para baixos limites de
determinacao, foi proposta a avaliagao conjunta dos dados obtidos, como possibilidade de
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avaliacdo de informacdes, sabidamente ndo representativas, contudo, respaldadas
tecnicamente, quanto a aplicabilidade do método desenvolvido.

Desta forma, consideraram-se trés amostras individuais de tilapias com idades
proximas a seis meses (representando aproximadamente 150 gramas de filé, cada) e 1
amostra constituida por 6 tilapias juvenis (representando aproximadamente 80 g. de filés),
as quais foram comumente submetidas as etapas: abate (seccdo medular),
descabecamento, evisceracgao e filetagem. As etapas descritas foram realizadas na planta
industrial do Laqua, e em suas demais instalagdes. A etapa de moagem / trituracdo dos
files foi realizada em processador convencional de alimentos, nas instalagcées do
Laboratério de Bioquimica de Alimentos, da Faculdade de Farmacia, na UFMG, onde
permaneceram refrigeradas a 4 °C até o momento das analises. Das amostras fornecidas,
apenas uma das adultas representava grupo de procedéncia externa, tendo, as demais,
nascido e sido criadas nos tanques do Laqua.

A Figura 17A apresenta cromatograma tipico de amostras ausentes de analito CAP,
e 16B de amostra adicionada de padréo cloranfenicol (concentracao 0,03ug/Kg) e padrao
interno D5-CAP (concentracao 0,15ug/Kg) — tempo de retengéo: 2,7 minutos.

A Tabela 13 apresenta os resultados das amostras analisadas, tendo sido
comumente verificada a auséncia do composto CAP. O critério de identificacdo e
confirmagdo do composto nas amostras é fundamentado pela presenca de picos
cromatograficos nas transicoées monitoradas em modo MRM.
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Figura 17. A = Cromatograma tipico (“Extracted lon Chromatogram” — XIC) de amostra de
tilapia isenta de analito cloranfenicol e B = Cromatograma (“Extracted lon Chromatogram”
— XIC) da amostra adicionada de padrao na concentragao correspondente a 0,03ug/Kg
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Tabela 13. Resultados das amostras aleatorias analisadas

Amostra Concentracao (ug/Kg)
Adulta 1 n.d.
Adulta 2 n.d.
Juvenis 1 n.d.
Adulta 3 n.d.

Por meio das Instrugdes Normativas SDA N.? 08, de 30 de margo de 2007; SDA N.°
09, de 10 de abril de 2008; Instrucdo Normativa SDA N.® 15, de 25 de maio de 2009; SDA
N.? 06, de 16 de marco de 2010; e SDA N.2 06, de 25 de fevereiro de 2011, o Ministério da
Agricultura publicou resultados similares, caracterizando amostras de pescado de cultivo,
nao detectaveis para a pesquisa de cloranfenicol. Tais instrucbes se referem aos
resultados para os anos 2006, 2007, 2008, 2009 e 2010, respectivamente.
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5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi apresentado um método analitico validado para confirmacao e
determinacao quantitativa de cloranfenicol (CAP) em amostras de tilapias. A faixa linear
deste mesmo método variou de 0,03ug/kg a 0,33ug/kg. Observou-se efeito de matriz. O
método é altamente seletivo, preciso, exato, e apresenta limites de quantificacdo e
deteccdo abaixo do LMDR requerido pela Comissdao de Decisdao 2003/181/EC da
Comunidade Européia, que é de 0,30ug/kg.

Foi empregada a técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia, acoplada a
espectrometria de massas em “tandem” com ionizagdo por “electrospray’ (CLAE-
ESI/EM/EM), cujos resultados demonstraram ser, esta, uma ferramenta analitica de alta
especificidade, detectabilidade e autoconfirmatéria para determinacédo e quantificacdo de
cloranfenicol em pescado.

O método se adéqua ao numero de pontos de identificacdo requeridos pela
Comisséao de Decisao 2002/657/EC para substancias com tolerancia zero, sendo quatro
pontos correspondentes a selecdo de um ion precursor e dois ions produtos (duas
transicdes de m/z), além do tempo de retencdo em coluna cromatografica.

Vantagens adicionais do método, frente a outros ja publicados, incluem curtos
tempos de andlise (rapida corrida cromatogréafica e rapida extracao), baixa geracao de
residuos (faz uso de agua como solvente e como uma das fases moéveis), e baixo custo.
Particularmente em relagdo a extragdo, o procedimento é direto, faz uso de pequenas
quantidades de amostra, exclui etapas adicionais de limpeza (tais quais extracdo em fase
sélida), e € mais limpo (faz uso de baixas quantidades de solvente).

Neste trabalho, o numero e natureza das amostras aleatorias submetidas
analiticamente aos procedimentos propostos fornecem informagdes nao representativas, a
despeito de amplo respaldo técnico. Desta forma, a aplicagdo da metodologia proposta,
em avaliacbes comerciais se faz iminente.

Frente ao disposto na Instrugdo Normativa SDA N.® 07, de 04 de abril de 2012,
publicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e abastecimento, que torna publicos os
resultados do acompanhamento dos Programas de Controle de Residuos e
Contaminantes no exercicio de 2011, vé-se potencial demanda de extensao do método
proposto, para afenicéis adicionais ao cloranfenicol.
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