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OTIMIZACAO E VALIDACAO DE METODO PARA DETERMINACAO DE RESIiDUOS
DE OXITETRACICLINA, TETRACICLINA E CLORTETRACICLINA EM LEITE
POR CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICIENCIA!

Iara C. A. RUELA?; Josefa A. LIMAS3; Scheilla V. C. de SOUZA?;, Roberto G. JUNQUEIRA>*

RESUMO

Um método para determinacédo de residuos de oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina em leite por cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi otimizado e validado. Ensaios intralaboratoriais empregando solucoes padrao, brancos de amostras e amostras adiciona-
das de solugdes padrao dos antimicrobianos foram realizados para avaliacao da linearidade, seletividade, exatidao, precisao, limites de
deteccao e de quantificacao do método. As amostras foram homogeneizadas, tratadas com solucdo tampao de succinato de sédio pH 4,0
e centrifugadas, descartando-se o precipitado. As tetraciclinas foram removidas do sobrenadante por quelacdo com ions cobre reversi-
velmente ligados a resina quelante e eluidas com tampao Mcllvaine-EDTA pH 4,0. As médias de recuperacédo para as tetraciclinas foram
de 76,2 a 104,9% com coeficiente de variacdo na faixa de 1,4 a 18,9%. Limites de deteccao de 10, 15 e 40ng/mL e limites de
quantificacdo de 10, 20 e 50ng/mL foram determinados para oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina, respectivamente.
Palavras-chave: leite; residuos; tetraciclinas; cromatografia liquida de alta eficiéncia.

SUMMARY

OPTIMIZATION AND VALIDATION OF A METHOD FOR DETERMINATION OF OXYTETRACYCLINE, TETRACYCLINE AND
CHLORTETRACYCLINE RESIDUES IN MILK BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. A method for determination of
oxytetracycline, tetracycline and chlortetracycline residues in milk by high performance liquid chromatography was optimized and
validated. Linearity, selectivity, trueness, precision, limits of detection and quantitation were evaluated by in-house validation procedures
employing reference materials, sample blanks and spiked samples. Milk samples were homogenized, treated with sodium succinate pH
4.0 buffer and centrifuged, discarding the precipitate. Tetracyclines were removed from the supernatant by chelating with metal ions
bound to a chelating resin and eluted with Mcllvaine-EDTA pH 4.0 buffer. Mean recoveries for tetracyclines ranged from 76.2 to 104.9%
with coefficients of variation from 1.4 to 18.9%. Detection limits of 10, 15 and 40ng/mL and quantitation limits of 10, 20 and 50ng/mL

were determined for oxytetracycline, tetracycline and chlortetracycline, respectively.
Keywords: milk; residues; tetracyclines; high performance liquid chromatography.

1 -INTRODUGCAO

As tetraciclinas, antimicrobianos produzidos por di-
versas espécies de Streptomyces spp, sdo amplamente
utilizadas no tratamento e prevencao de varias doencas
que atingem animais produtores de alimentos [20,29].
Estes antimicrobianos agem principalmente contra a
maioria das bactérias Gram positivas, sendo menos ati-
vos contra microrganismos Gram negativos [32].

Entretanto, quando estes antimicrobianos sao uti-
lizados de maneira indevida ou quando o periodo de
caréncia estabelecido ndo é respeitado, residuos po-
dem ser detectados no leite ou na carne dos animais
expostos, causando impactos na saude publica. Além
do possivel efeito toxicoléogico direto, os residuos de
antimicrobianos podem acarretar reacdes alérgicas em
consumidores sensiveis, cujos efeitos variam de rea-
¢oes cutaneas, nauseas, vomitos, podendo chegar a
choque anafilatico [10]. Concentra¢dées minimas de
antimicrobianos podem induzir a selecdo de bactérias
multirresistentes, capazes de transferir esta resistén-
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cia a outras bactérias [9,15]. O leite contaminado por
residuos de antimicrobianos pode, ainda, afetar a in-
dustria de laticinios, inibindo total ou parcialmente as
culturas utilizadas na producao de derivados lacteos
como iogurtes e queijos [5,24].

A maioria dos paises estabelece, em suas legisla-
coes sanitarias, regulamentacdo para o uso de antimi-
crobianos na pecuaria, definindo os limites maximos
de residuos (LMR) nos alimentos de origem animal.
Estes limites sao instituidos de acordo com as reco-
mendacoes do CODEX ALIMENTARIUS (8], podendo ser
inferiores aos recomendados se houver justificativa
para tal decisdo [13]. No Brasil, foram estabelecidos
pelo Plano Nacional de Controle de Residuos em Pro-
dutos de Origem Animal (PNCRB) do Ministério da Agri-
cultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) niveis ma-
ximos de 100ng/mL para oxitetraciclina, tetraciclina e
clortetraciclina em leite, individualmente ou em com-
binacdo, conforme limites estabelecidos pelo CODEX
ALIMENTARIUS [8]. Entretanto, para fiscalizacdo e
monitoramento eficientes dos niveis de residuos de
antimicrobianos em produtos de origem animal, sédo
necessarios métodos analiticos validados que garan-
tam a seguranca e confiabilidade dos resultados gera-
dos [12,30].

Os métodos para deteccdo de residuos de antimi-
crobianos em alimentos baseiam-se em trés principios
basicos: o efeito direto em um microrganismo teste; o
reconhecimento da forma tridimensional molecular,
utilizado em técnicas imunolégicas e o uso das carac-
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teristicas fisico-quimicas dos antimicrobianos, que fun-
damentam técnicas cromatograficas e/ou espectromé-
tricas [30].

Dentre as desvantagens das técnicas microbiologi-
cas, destacam-se: baixa seletividade na identificacao
do antimicrobiano; restritos limites de deteccdo para
muitos compostos; demora na obtencédo dos resulta-
dos e incidéncia de resultados falsos positivos [19, 21,
28]. Ja as técnicas imunolégicas ndo sao seletivas o
bastante para a identificacdo inequivoca de um com-
posto, necessitando métodos fisico-quimicos de con-
firmacao. Entretanto, permitem que muitas amostras
sejam analisadas em pouco tempo [30,36]. Os métodos
fisico-quimicos, como os que empregam a técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), possuem
maior sensibilidade para detectar residuos de antimi-
crobianos em alimentos de origem animal [3, 6, 14, 23].
Estes métodos requerem sempre algum tipo de extra-
céo e, ou, desproteinizacdo prévia, dependendo da ma-
triz e residuo a ser pesquisado, além de instrumenta-
cdo complexa e pessoal treinado [2, 23, 27, 35]. No
entanto, a capacidade desses métodos em identificar
seletivamente e quantificar niveis de residuos na or-
dem de ng/mL ou ng/g tem garantido seu uso, princi-
palmente para a confirmacao de amostras positivas em
meétodos de triagem [24,25].

O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar um
método para a analise de oxitetraciclina, tetraciclina e
clortetraciclina em leite por CLAE [1,6], capaz de con-
templar os valores de LMR regulamentados na legisla-
cao nacional [4] e internacional [8], para ser adotado
nas atividades de monitoramento do PNCRB do MAPA.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Amostras

Amostras de leite cru (de aproximadamente S li-
tros) foram obtidas por ordenha manual de gado bovino
nao tratado com tetraciclinas, na fazenda experimen-
tal do MAPA/Escola de Veterinaria da UFMG. Estas
amostras foram homogeneizadas, aliquotadas, identi-
ficadas e mantidas sob congelamento (-14°C a -18°C)
até o momento das analises. Para os experimentos de
validacao, cerca de 100 aliquotas de 5SmL foram utiliza-
das como brancos ou adicionadas de padrao das tetra-
ciclinas, em 10 niveis de concentracdo e pelo menos
S replicatas por nivel.

2.2 - Reagentes e solventes

Os acidos succinico e citrico foram Vetec (Rio de
Janeiro, Brasil). Sulfato de cobre, fosfato de sédio
dibasico e EDTA foram Merck (Rio de Janeiro, Brasil).
Acido oxalico foi Sigma (Saint Louis, MO, EUA). Todos
os reagentes utilizados foram grau para analise.

Os solventes metanol, etanol e acetonitrila foram
grau CLAE Vetec (Rio de Janeiro, Brasil).

A resina quelante com ions cobre Chelating
Sepharose Fast Flow foi da Pharmacia (Uppsala, Suécia).
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2.3 - Padroes de referéncia

As solugoes padrao foram preparadas e padroniza-
das segundo a AOAC INTERNATIONAL [1] utilizando
materiais de referéncia Sigma (Saint Louis, MO, EUA).
As solucdes estoque (100pug/mL) de oxitetraciclina,
tetraciclina e clortetraciclina foram preparadas, sepa-
radamente, em metanol e armazenadas em frascos
ambar, devidamente vedados, sob temperaturas de -14
a -18°C, até o momento da utilizacéo.

A partir destas solucdoes foram obtidas solucgdes
padrao intermediarias contendo lug/mL de cada com-
posto em metanol, sendo armazenadas como descrito
acima.

As solugdes padrao de trabalho, utilizadas nas cur-
vas de calibracdo, foram preparadas imediatamente
antes das analises por diluicdo das solucdes interme-
diarias em tampao Mcllvaine-EDTA pH4,0. Esse tam-
pao foi preparado por diluicdo de 37,2g de EDTA para
1000mL de solucdo Mcllvaine, obtida pela diluicdo de
12,9¢g de acido citrico e 10,9g de fosfato de sodio dibasico
em agua destilada e deionizada para 1000mL [1,6].

2.4 - Equipamentos

Agitador de tubos Heidolf Top-mix (Mannheim, Alema-
nha), banho de agua com agitacdo Yamato BT25 (Téquio,
Japao), centrifuga Jouan E 96 (Winchester, VA, EUA) e cro-
matografo Termo Separation Products TSP (Fremont, CA,
EUA) constituido dos seguintes modulos: degaseificador
SCM 1000, controlador do sistema (interface) SN 4000,
bomba quaternaria P 4000, injetor manual Rheodyne ID
0495, injetor automatico AS 3000, detector ultravioleta UV-
2000, microcomputador Pentium MMX 166 MHz com
software TSPC 1000 acoplado a impressora HP 692C.

2.5 - Otimizacao e validacao do método

O meétodo otimizado e validado foi baseado nos des-
critos por CARSON [6] e pela AOAC INTERNATIONAL [1].

2.5.1 - Procedimentos analiticos otimizados

* Etapa de extracéo

As amostras de leite (brancos) foram descongela-
das em temperatura ambiente ou em banho de agua
com agitacao a aproximadamente 50°C, homogeneizadas
e deixadas a temperatura ambiente para separacao da
gordura.

Aliquotas de 5mL foram pipetadas para tubos de
centrifuga de polipropileno de 50mL. Amostras adicio-
nadas de padrao foram preparadas pela adicdo de solu-
cao intermediaria aos brancos, com posterior homoge-
neizacdo em agitador de tubos.

As camadas de gordura foram retiradas com pipeta
de Pasteur e, quando necessario, as amostras eram
centrifugadas a uma velocidade de 1.500xg durante 10mi-
nutos a 10°C.

Foram adicionados as amostras 10mL de tampéao
succinato de sédio pH 4,0, seguido de homogeneizacao
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em agitador de tubos e centrifugacao a 1.500xg por 30mi-
nutos a 10°C, descartando-se o precipitado.

» Etapa de purificacao

— Preparo das minicolunas com resina quelante de
Sepharose

Suspensoes de resina quelante em etanol 20% con-
tendo ions cobre foram homogeneizadas e transferidas
em duas aliquotas de 0,7mL para minicolunas de poli-
propileno Biorad Poly-Prep (0,8x4 cm), deixando escoar
a solucao de etanol a 20% em agua contida na suspen-
sado da resina.

As minicolunas foram lavadas com trés porcoes de
2mL de agua destilada e deionizada e adicionadas de
2mL de solucao de sulfato de cobre 10mM. Posterior-
mente, as minicolunas foram novamente lavadas com
duas porcoes de 2mL de agua destilada e deionizada. O
volume final da resina quelante mantido nas minicolu-
nas foi de 1,0 a 1,2mL, com cerca de 0,7mL da porcéao
superior corada de azul, indicando a adsorcéo do ion cobre.

— Transferéncia dos extratos para as minicolunas

Apéds centrifugacdo, os sobrenadantes obtidos no
item “Etapa de extracdo” foram transferidos para as mi-
nicolunas em 3 porcoes de cerca de SmL.

Apés todo o liquido ter escoado, as minicolunas
foram lavadas sequencialmente com 2mL de solucao
tampao succinato de sodio pH 4,0; 2mL de agua desti-
lada e deionizada; 2mL de metanol e novamente com
2mL de agua destilada e deionizada.

Foram acoplados as minicolunas baldes volumétri-
cos de SmL e adicionados 4mL de tampao Mcllvaine-
EDTA pH 4,0 para eluir as tetraciclinas, completando-
se o volume com este tampéao. Neste ponto as resinas
quelantes ficavam incolores. Os procedimentos foram
executados usando fluxo da gravidade.

— Regeneracédo das minicolunas

Apés eluicdo das amostras, as minicolunas foram
lavadas com 3mL de tampéo Mcllvaine-EDTA pH4,0, trés
porcoes de 2mL de agua destilada e deionizada e, final-
mente, 10mL de etanol a 20%, deixando um excesso de
etanol de aproximadamente 3mL para preservacdo da
resina quelante. As minicolunas foram armazenadas
sob temperatura de 2a10°C. Antes de cada uso, as mi-
nicolunas foram agitadas por inversdo manual para
ressuspender e homogeneizar a resina. Segundo reco-
mendacao de CARSON [6], o nimero de utilizacoes de
uma mesma minicoluna foi igual a 6.

* Etapa de deteccdo e quantificacao

As condicoes cromatograficas foram: volume de in-
jecao de 150uL; coluna PLRP-S, Sum, 150x4,6mm; de-
tector UV a 355nm; fase movel acido oxalico
0,01 M:acetonitrila:metanol 72:20:8 (v/v/v); fluxo de
1mL/min; sistema isocratico e integracdo pelo para-
metro altura dos picos obtidos nos cromatogramas.

2.5.2 - Validacao do método otimizado

No processo de validacao intralaboratorial [12,34]
solucoes padrao, brancos de amostras e amostras adi-
cionadas de solucoes padrao foram submetidos aos pro-
cedimentos analiticos otimizados.

e Linearidade e limite de deteccdo do equipamento

A linearidade foi avaliada pela determinacdo da ca-
pacidade do sistema de medicdo em obter resultados
proporcionais a concentracdo das tetraciclinas em uma
determinada faixa de concentracado. Para tal, foram
construidas curvas de calibracao com solucodes de tra-
balho das tetraciclinas em concentracdes na faixa de
5 a 250ng/mL, determinando-se, por regressao linear,
as equacoes das curvas. Foram avaliados o coeficiente
de determinacao, a significancia da regressdo, o desvio
da linearidade e os desvios da regressdo. Os procedi-
mentos foram realizados em trés dias diferentes para
avaliacdo da reprodutibilidade dos resultados.

Para a determinacao do limite de deteccdo do equi-
pamento foram injetadas solucdes padrao de trabalho
em concentracoes cada vez menores, sendo determi-
nadas as menores massas de oxitetraciclina, tetraci-
clina e clortetraciclina detectadas pelo equipamento,
nas condicdes estabelecidas e que apresentassem um
sinal, no minimo, trés vezes o valor do maior sinal de
ruido [12].

* Seletividade, exatiddo, precisdo, limites de
deteccao e de quantificacao do método

Para a verificacdo da seletividade do método foram
analisadas amostras adicionadas de solucbées padrao
em dois niveis de concentracdo (100 e 200ng/mlL) e
brancos de amostras, em cinco replicatas cada. O perfil
dos registros obtidos para estas amostras foi verifica-
do, sendo observadas a resolucdo dos picos das subs-
tancias pesquisadas, a presenca de interferentes e a
concordancia entre o tempo de retencao de cada tetra-
ciclina nos cromatogramas das solucdes padrao de tra-
balho e nos cromatogramas das amostras.

Para avaliacao da exatidao, precisdo e limites de
deteccao e de quantificacdo do método foram analisa-
dos brancos de amostras e amostras adicionadas de
solucoes padrdao em pelo menos sete niveis de concen-
tracdo, com um minimo de cinco replicatas por nivel.
Para a oxitetraciclina foram estudados 5; 10; 15; 20;
30; 50; 75; 100; 150 e 200ng/mL; para a tetraciclina 10;
15; 20; 30; 50; 75; 100; 150 e 200ng/mL e para a clorte-
traciclina 30; 40; 50; 75; 100; 150 e 200ng/mL.

Com o objetivo de avaliar a precisdo do método, ou
seja, a distribuicdo dos resultados de testes individuais
em torno de sua média [12], foram avaliados os coefi-
cientes de variacdo (desvios padrao relativos) dos re-
sultados, em um mesma concentracéo, para cada subs-
tancia pesquisada. A exatidao foi avaliada pela
comparacao entre os valores tedricos das adicoes de
tetraciclinas e os valores obtidos nos ensaios [12], sendo
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expressa em termos de porcentagem de recuperacao.
Foram utilizados, como referéncia para avaliacao dos
coeficientes de variacdo e porcentagens médias de re-
cuperacao, os critérios de aceitabilidade determinados
pelo CODEX ALIMENTARIUS [8] e adotados pelo
MERCOSUL [22] (Tabela 1).

TABELA 1. Niveis de concentracao e respectivos valores de
recuperacao média e coeficiente de variacdo aceitaveis
para resultados quantitativos

Exatiddo Preciséo
Concentragdo
Recuperagio média Coeficiente de variagdo
(mgkgoul) . .
(%) intralaboratorial (%)

¢1 50a120 35
1a10 60a 120 30
10a100 70a110 20
>100 80a 110 15

Fonte: CODEX [8], MERCOSUL [22].

O limite de quantificacdo do método foi determina-
do como a menor concentracdo de analito que pode ser
detectada em todas as replicatas estudadas [12,18],
contemplando os valores de porcentagens médias de
recuperacao e de coeficientes de variacao estabeleci-
dos como aceitaveis [8,22].

O limite de deteccao do método foi a menor con-
centracao de analito que foi detectada em todas as re-
plicatas estudadas [12,18], embora nao tenham sido
contemplados os valores definidos como aceitaveis
[8,22].

Nas concentracdes correspondentes a estes limi-
tes foram analisadas amostras em dez replicatas.

2.6 - Analise estatistica

Para a determinacao da consisténcia dos resulta-
dos e comparacao entre as médias de recuperacdo para
diferentes concentracées dos analitos foram utilizadas
analises de variancia para delineamento inteiramente
casualizado (0=0,05) [31].

Na avaliacao da melhor condicao de integracao, com-
parando as médias da recuperacao entre area e altura
dos picos nos cromatogramas, foi utilizado teste de t
emparelhado (0=0,05) [33].

Para a avaliacao da precisdao do método, em funcao
dos niveis de concentracdo das tetraciclinas, foi apli-
cada a seguinte equacao, relacionando o efeito da con-
centracdo (x) com os coeficientes de variacao (CV):

ctx

dlx

CV = (Equacao 1)

sendo c e d parametros desta equacédo.

A equacao 1 foi rearranjada para fornecer uma fun-
cdo linear que relacionasse o inverso da concentracao
do antimicrobiano ao CV, isto é:

142 Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 25(1):

. (Equacéao 2)
cv=Licl

X

sendo as estimativas de c e d calculadas por regressao
linear (Y=a+bX), em que CV=Y, a variavel dependente;
1/d=a, o coeficiente linear; c/d=b, o coeficiente angu-
lar e 1/x=X, a variavel independente.

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Otimizacdao do método

Para minimizar a ligacdo de residuos de aminoaci-
dos como histidina, cistina ou triptofano aos ions me-
talicos divalentes da resina, interferindo com formacéao
de complexos entre as tetraciclinas e os ions metali-
cos [7], parte das proteinas foi removida do leite pelo
tratamento com tampao succinato de soédio pH 4,0. Apos
este tratamento das amostras, seguido de centrifuga-
cédo, os sobrenadantes apresentavam-se limpidos, com
satisfatoria separacdo da fase sélida, ndo sendo cons-
tatadas perdas das tetraciclinas. Outros autores tam-
bém observaram que as tetraciclinas mantém-se esta-
veis em solugdes acidas, recomendando o emprego de
succinato de so6dio pH4,0 [6,7] ou dos acidos cloridrico,
fosforico e citrico [17] na etapa de extracdo. OKA et al.
[29] extrairam tetraciclinas do leite adicionando 50mL
de tampao Mcllvaine-Na,EDTA pH4,0, centrifugando a
amostra, purificando o extrato com coluna C, e con-
centrando o extrato purificado por evaporacao.

No método original, CARSON [6] propos eluicdo das
tetraciclinas das minicolunas com 2,5mL de tampao
Mcllvaine-EDTA-NaCl pH4,0. Na CLAE foi adotado um
sistema gradiente composto por 100% de acido oxalico
0,01 M com fluxo de 1mL/min, durante 1minuto, segui-
do de mudanca linear para acido oxalico
0,01 M:metanol:acetonitrila, 70:8:22 (v/v/v), durante
5 minutos. Esta composicao foi mantida durante 11 mi-
nutos retornando linearmente para a condicédo inicial.

TABELA 2. Resolucédo e tempo de retencao das tetracicli-
nas nas condicdes gradiente e isocratica

Gradiente Isocratica
Tetraciclina Resolugdo Tempo de Resolugao Tempo de
USP/EP retencéo USP/EP retencéo
Oxitetraciclina 1,43/1,38 7.7 1,68/1,79 4.0
Tetraciclina 1,43/1,38 8,2 2,89/2,95 4.8
Clortetraciclina 2,45/2,56 10,7 7.9/871 89

*Resolucoes calculadas conforme sugerido por USP [38] e EP [11].

No procedimento otimizado neste trabalho foi uti-
lizado um volume de 4mL de tampao Mcllvaine-EDTA
pH4,0 para garantir a completa eluicao dos residuos de
tetraciclinas das minicolunas. Na deteccdo por CLAE
foi observada eficiéncia na eluicao das tetraciclinas
utilizando-se como fase moével o acido oxalico
0,01 M:metanol:acetonitrila, 70:8:22 (v/v/v), em condi-
cao isocratica, com fluxo de 1mL/minuto e tempo total
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de desenvolvimento de 1lminutos. Nestas condicoes,
foram observados melhor resolucédo dos picos [12,38] e
menores tempos de retencdo do que os obtidos na con-
dicao gradiente, originalmente proposta por CARSON
[6] e AOAC [1], como demonstrado na Tabela 2.

WHITE, MOATS & KOTULA [39] utilizaram, na se-
paracao dos antimicrobianos em estudo, uma condicao
gradiente contendo tampao de oxalato 0,05M,
decanossulfonato 0,005M e acetonitrila. No entanto,
apesar da boa separacdo observada, um tempo total de
desenvolvimento de 25 minutos foi necessario para a
eluicao das tetraciclinas. MOATS [26] utilizou uma con-
dicao isocratica para esse método, obtendo um tempo
de desenvolvimento de 14 minutos.

Para oxitetraciclina e clortetraciclina nao houve
diferenca significativa entre os resultados de integra-
cao por area e altura dos picos nos cromatogramas
(p>0,05). No entanto, para tetraciclina, quando se uti-
lizou o parametro altura, a recuperacao média foi supe-
rior a observada para a area (p<0,05) (Tabela 3). Foi rea-
lizada, também, a comparacao entre os coeficientes de
variacao da area e da altura dos picos nos cromatogra-
mas para a menor concentracdo quantificada neste ex-
perimento. Os coeficientes de variacao nessas concen-
tracoes foram de 30,9; 27,8 e 40,9% na integracao pelo
parametro area e de 15,9; 13,1 e 18,9% pelo parametro
altura, para oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraci-
clina, respectivamente. Como a precisao alcancada com
o parametro altura dos picos nos cromatogramas foi
maior, este parametro foi adotado na quantificacao dos
antimicrobianos em estudo.

TABELA 3. Comparacao dos valores médios das recupera-
coes na integracao por area e altura dos picos nos cro-
matogramas para oxitetraciclina, tetraciclina e clorte-

traciclina
Oxitetraciclina Tetraciclina Clortetraciclina
Concentracéao Recuperacao Recuperacao Recuperacéo
(ng/mL) (%) (%) (%)
Area Altura Area Altura Area  Altura
10 101,7 93,4 - - - -
15 118,3 100,2 - - - -
20 104,2 83,1 74,6 79,7 - -
30 87,4 76,2 79,4 78,3 - -
50 73,1 90,0 69,4 855 108,0 86,2
75 7,4 89,2 80,0 89,8 80,9 84,9
100 89,0 90,8 83,2 89,3 82,8 82,9
150 93,2 98,3 89,7 1049 87,2 92,4
200 76,3 82,7 81,4 84,9 88,8 81,7

Recuperacao média (%) 90,5 89,3 79,7 87,5 89,5 85,6

Desvio padrao 15,7 7,68 6,42 8,83 10,8 4,17
T (teste emparelhado) 0,249 -3,298 0,790
probabilidade 0,810 0,020 0,470

3.2 - Validacao do método otimizado

Foi observada linearidade da resposta na faixa de
10 a 200ng/mL para oxitetraciclina, de 10 a 200ng/mL
para tetraciclina e de 30 a 250ng/mL para clortetracili-
na. Foram obtidos coeficientes de determinacao satis-
fatérios, significancia da regressao (p<0,001) e distri-
buicao adequada dos desvios da regressao, nao sendo
observado desvio de linearidade (p>0,05). Curvas tipi-
cas de linearidade estdo apresentadas na Figura 1. Os
limites de deteccdo do equipamento para os 150uL in-
jetados foram de 1,5; 0,75 e 4,5ng para oxitetraciclina,
tetraciclina e clortetraciclina, respectivamente.
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o 3000 -
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< 2000 -
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FIGURA 1. Linearidade da resposta para oxitetraciclina,
tetraciclina e clortetraciclina.
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Na Figura 2 estao representados cromatogramas dos
brancos de amostras, solugdes padrdao de trabalho de
100ng/mL e amostras adicionadas com 100ng/mL. A
seletividade do método foi demonstrada pela separa-

cao completa das tetraciclinas dos interferentes da
matriz, pela resolucdo dos picos, pela recuperacao sa-
tisfatéria e semelhanca (altura e simetria) entre os pi-
cos dos padrdes e das amostras adicionadas.
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FIGURA 2. Cromatogramas tipicos de branco de amostra (A), solu¢do padrao de trabalho de 100ng/mL das tetraciclinas (B)
e amostra adicionada de oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina em 100ng/mL (C).

As recuperacboes médias obtidas nos intervalos de
concentracdo de 10 a 200ng/mL para oxitetraciclina, de
20 a 200ng/mL para tetraciclina e de 50 a 200ng/mL
para clortetraciclina encontram-se apresentadas na
Tabela 3. Os coeficientes de variacdo obtidos para esses
analitos nas concentracoes estudadas situaram-se na
faixa de 1,4 a 16,3%; 3,4 a 13,1%; e 3,5 a 18,9%, respec-
tivamente. As recuperacdes médias e coeficientes de
variacao encontraram-se dentro do estabelecido como
aceitavel (Tabelal), demonstrando exatidao e precisao
do método [8, 18].

Para oxitetraciclina foi determinado como nivel de
quantificacdo e deteccao a concentracdo de 10ng/mL,
avaliada em dez replicatas. A média de recuperacao e o
coeficiente de variacao foram de 93,2 e 16,0%, respecti-
vamente. Foi ainda estudada a concentracdo de Sng/mL
em cinco replicatas, sendo que apenas em duas
replicatas foram detectados tracos do composto. Por-
tanto, para a oxitetraciclina os limites de deteccao e de
quantificacdo foram coincidentes, contemplando os va-
lores de referéncia descritos na Tabela 1.

Para a tetraciclina os niveis de concentracdo de
15 e 20ng/mL foram estabelecidos como limite de
deteccao e de quantificacdo, respectivamente, avalia-
das dez replicatas para cada concentracdo. A média de
recuperacdo e o coeficiente de variacdo para a concen-
tracdo de 20ng/mL foram de 79,7% e 13,1%, respectiva-
mente, contemplando os valores descritos na Tabela 1.
Para a concentracao de 15ng/mL foi detectado o analito
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em todas as replicatas, mas a média de recuperacao e
o coeficiente de variacao foram de 74,8 e 42,1%, res-
pectivamente. Portanto, esse valor foi considerado o
limite de deteccao para tetraciclina. Amostras com 10ng/
mL também foram avaliadas, porém, o analito nao foi
detectado em nenhuma das replicatas.

Para a clortetraciclina concentragdes de 40 e 50ng/mL
foram estudadas em dez replicatas. Amostras com
50ng/mL apresentaram porcentagem média de recupe-
racao e coeficiente de variacdo de 86,2 e 18,9%, respec-
tivamente. Estes valores encontraram-se dentro das
faixas recomendadas (Tabelal), sendo, portanto, consi-
derado o limite de quantificacao para clortetraciclina. A
concentracdo de 40ng/mL, embora detectada em todas
as replicatas, apresentou porcentagem média de recu-
peracao de 108,2% e coeficiente de variacao de 24,4%.
Como o coeficiente de variacao foi superior a 20%, va-
lor recomendado para quantificacao (Tabelal), esta con-
centracdo foi considerada o limite de deteccéo para clor-
tetraciclina. Amostras com 30ng/mL também foram
analisadas em S5 replicatas, mas somente em duas
amostras o analito foi detectado.

Os coeficientes de variacdo situaram-se na faixa de
1,4 a 16,3% para oxitetraciclina, de 3,4 a 42,1% para
tetraciclina e de 3,5 a 24,4% para clortetraciclina, nas
faixas de concentracdo estudadas, incluindo os limites
de deteccao. A dispersao dos resultados individuais de
porcentagem de recuperacao neste intervalo de concen-
tracao encontra-se ilustrada na Figura 3. Na faixa quan-
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tificavel para cada tetraciclina, os resultados de porcen-
tagem de recuperacao das replicatas concentraram-se
dentro dos limites recomendados de 70 a 110% [8,22],
demonstrando a eficiéncia do método otimizado em re-
cuperar os analitos na matriz do leite.
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FIGURA 3. Dispersado dos resultados individuais de porcen-
tagem de recuperacdo no intervalo de concentracao que
inclui o limite de deteccao do método para cada tetraci-
clina estudada.
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FIGURA 4. Efeito da concentracao das tetraciclinas sobre
as porcentagens médias de recuperacdo e os coeficien-
tes de variacao.

O efeito da concentracao das tetraciclinas sobre as
médias de recuperacao e os coeficientes de variacao
esta representado na Figura 4. As médias de recupera-
cdo nao foram influenciadas pela variacdo da concen-
tracdo de tetraciclinas na faixa estudada (p>0,05). A
tendéncia observada de reducao do coeficiente de va-
riacdo com o aumento da concentracdao das tetracicli-
nas foi representada, empiricamente, por uma funcao
inversa (Equacao 1). A equacao proposta por HORWITZ
[16], CV = 20:05ks ¥ ndo se ajustou aos dados experi-
mentais, provavelmente devido as concentracdes dos
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residuos estudados na ordem de ng/mL. THOMPSON
[37] verificou que, para concentracdes de analitos nes-
ta faixa, a equacao de HORWITZ [16] pode nao ser apro-
priada. Por outro lado, a regressédo linear aplicada a
Equacao 2 foi significativa (p<0,01), fornecendo coefi-
cientes de determinacdo de 0,7199; 0,7586 e 0,8331 para
oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina, respecti-
vamente. Com base nas equacoes ajustadas e adotan-
do o coeficiente de variacdo de 20%, recomendado pelo
CODEX ALIMENTARIUS [8], pode-se estimar o limite de
quantificacdo do método de 8,3ng/mL para oxitetraciclina,
22,5ng/mL para tetraciclina e 45,2ng/mL para clorte-
traciclina, valores proximos aos limites 10; 20 e 50ng/
mL, respectivamente, determinados experimentalmente.
Estes resultados demonstraram o potencial aplicativo
da funcéo utilizada para descrever a variacdo do CV,
com a concentracado dos analitos, na predicdo de limi-
tes de quantificacdo do método, a serem comprovados
experimentalmente.

4 - CONCLUSOES

O método validado apresentou linearidade na faixa de
10 a 200ng/mL para a oxitetraciclina, de 10 a 200ng/mL
para a tetraciclina e de 30 a 250ng/mL para a clortetra-
cilina.

A seletividade foi evidenciada pela completa sepa-
racao das tetraciclinas dos interferentes da matriz, pela
resolucao dos picos e pela recuperacdo satisfatoéria.

Exatidao e precisdo foram observadas na faixa de
10 a 200ng/mL para a oxitetraciclina, de 20 a 200ng/
mL para a tetraciclina e de 50 a 200ng/mL para a
clortetraciclina.

Os limites de deteccdo de 10; 15 e 40ng/mL e de
quantificacao de 10; 20 e 50ng/mL determinados para
oxitetraciclina, tetraciclina e clortetraciclina, respec-
tivamente, contemplaram os limites maximos de resi-
duos permitidos pela legislacdo brasileira e interna-
cional.

O método demonstrou eficiéncia para ser utilizado
nas atividades de monitoramento de residuos de tetra-
ciclinas em leite pelo PNCRB do MAPA.

A funcao utilizada para representar a tendéncia
de aumento do coeficiente de variacdo, com a reducdo
da concentracao dos analitos estudados, permitiu es-
timar limites de quantificacdo das tetraciclinas, ob-
tendo-se valores semelhantes aos alcancados experi-
mentalmente.
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