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Resumo

As quantidades totais de carne consumidas, conforme a Balanga Alimentar Portuguesa
(BAP), relativamente ao grupo de suinos atingiram os 45,2 kilos por habitante por ano,
correspondendo a 39% do total de carnes consumidas no ano de 2016, destacando-se
também as miudezas, nomeadamente o figado, sendo consumidas 5,3 kilos por habitante
nesse mesmo ano. Para satisfazer esta quantidade de consumo de carne por ano, por
habitante, os produtores tém vindo cada vez mais a adotar a técnica do uso de antibioticos
como promotores de crescimento em animais para consumo alimentar. Este uso indevido de
antibiéticos é considerado fraudulento na Europa, pois pode levar a presenca de residuos
destes compostos em matrizes comestiveis. Assim sendo o consumo de alimentos de
origem animal contendo residuos de antibioticos pode originar efeitos toxicos diretos nos
consumidores, como reagoes alérgicas em individuos hipersensiveis, ou efeitos indiretos,
como inducao do desenvolvimento de bactérias resistentes, sendo esta uma enorme
preocupacao mundial. Torna-se assim de extrema importancia para a saude publica, bem
como para a seguranca alimentar, determinar os possiveis antibidticos que possam estar
presentes em animais para consumo alimentar, nomeadamente em leitao. A matriz estudada
neste trabalho foi o figado de leitdo, a qual apresentou alguns obstaculos, devido a
complexidade associada aos seus elevados teores de proteina e gordura, com a capacidade
de interferir no desempenho analitico.

Neste estudo, foram analisadas 36 amostras de figado de leitao, proveniente da Bairrada,
tendo-se recorrido a UHPLC-ToF-MS (Cromatografia liquida de ultra elevada resolugao
acoplado a espectrometro de massa em tempo de voo) capaz de detetar, identificar e
quantificar a presenca de 45 antibioticos pertencentes a 7 classes diferentes. Os métodos
analiticos desenvolvidos e otimizados foram validados de acordo com a Decisao da
Comissao 657/2002/CE.

Na primeira colheita de quinze amostras, efetuada em novembro de 2018, verificou-se que
todas as amostras continham residuos de antibioticos, enquanto que na a colheita referente
a fevereiro de 2019, foram encontrados cerca de 47% de residuos de antibioticos nas 21
amostras analisadas.

Os antibioticos encontrados nas 36 amostras analisadas foram, predominantemente,
Enrofloxacina, Danofloxacina e Tilmicosina. Todos esses antibioticos foram encontrados em
concentragoes minimas, nao excedendo o limite maximo de residuos (LMR) espitulado pelo

Regulamento n°37/2010 da Comissao Europeia, pelo que se pode considerar que nao



constituem um risco para o consumidor, embora a presenga simultinea de dois ou mais

antibiéticos na mesma amostra possa levantar questoes adicionais de seguranca.

Palavras-chave: Antibidticos, Deteccao de Residuos, Figado de Leitao, Seguranga

Alimentar, UHPLC-ToF-MS.

Abstract

According to the Portuguese Food Balance (BAP) the total quantity of meat consumed,
regarding the group of pigs, reached 45.2 kilos per inhabitant per year, corresponding to
39% of the total meat consumed in 2016. Stressing the offal, mainly the liver, it was
consumed 5.3 kilos per inhabitant that same year. Furthermore, to satisfy this amount of
meat consumption per inhabitant, per year, producers are increasingly adopting the
technique of using antibiotics as growth promoters in animals for food consumption. The
antibiotics' misuse is considered fraudulent in Europe as it may lead to the presence of
compounds' residues in edible matrices. In this way, the consumption of animal foods
containing antibiotic residues can lead to direct toxic effects on consumers, such as allergic
reactions in hypersensitive individuals, or indirect effects, such as inducing the development
of resistant bacteria, which is a huge worldwide concern. It is of utmost importance for
public health as well as consumer food safety to determine the possible antibiotics that may
be present in food-producing animals, particulary piglets. The studied matrix in this work
was the piglet liver, which presented some obstacles, due to the complexity associated with
high levels of protein and fat content, interfering with its analytical performance.

In this study, 36 liver piglet samples from Bairrada were analyzed using UHPLC-ToF-MS
(Ultra High Resolution Liquid Chromatography coupled with time-of-flight mass
spectrometer) capable of detecting, identifying and quantifing the presence of 45 antibiotics
belonging to 7 different classes. The analytical methods developed and optimized have been
validated according to Commission Decision 657/2002/EC.

In the first collection of fifteen samples, carried out in November 20018, it was found that all
samples contained antibiotic residues, while for the February 2019 collection, approximately
47% antibiotic residues were found in the 2| samples analyzed. Antibiotics found in the 36
samples examined were predominantly Enrofloxacin, Danofloxacin and Tilmicosin. All of
these antibiotics were found in minimum concentrations, not exceeding the Maximum

Residue Limit (MRL) set out in European Commission Regulation n°37/2010 and can
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therefore be considered not to pose a risk to the consumer, although the simultaneous
presence of two or more antibiotics in the same sample may raise additional safety

concerns.

Keywords: Antibiotics, Food Safety, Piglet liver, Residues detection, UHPLC-ToF-MS.
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tandem Mass Spectrometry”

UHPLC-QqToF-MS - Cromatografia Liquida de Ultra Elevada Pressao - ionizagao
electrospray - acoplada a um espectrometro de massa com analisador de tempo de voo
quadropole, do inglés “Ultra-High-Pressure Liquid Chromatography electrospray ionization
quadrupole Time-of-Flight Mass Spectrometry”

UHPLC-ToF-MS - Cromatografia Liquida de Ultra Elevada Resolugao acoplada a um
espectrometro de massa com analisador de tempo de voo, do inglés “Ultra High
Performance Liquid Chromatography coupled with Time-of-Flight Mass Spectrometry”

UV - Ultra Violeta

Xi



I. Objetivos

O principal objetivo deste trabalho experimental foi, de acordo com a Decisao da Comissao
Europeia 2002/657/CE, desenvolver e validar um método analitico UHPLC (Cromatografia
liquida de ultra elevada resolugao) acoplado a um espectrometro de massa em tempo de
voo (ToF-MS), para a detegao e quantificagao de residuos de 45 antibidticos, pertencentes a
7 familias distintas, nomeadamente Tetraciclinas, Quinolonas, Penicilinas, Macrolidos,
Cefalosporinas e Trimetoprim, em figado de leitao.

Um segundo objetivo foi a aplicagado do método a amostras reais, proveniente da regiao da
Bairrada, de forma a contribuir para um melhor conhecimento da presenca de residuos de
antibidticos em alimentos de origem animal, tendo em atengao que tal se encontra pouco

estudado em figado de leitao.
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2. Revisao Bibliografica

2.1) Importancia do consumo de carne de suino em Portugal

Durante o ano de 2016, conforme a Balanga Alimentar Portuguesa (BAP), as quantidades
totais de carne disponiveis para consumo aumentaram a um ritmo médio anual de 1,6%,
atingindo 80,4 kg/hab/ano, o que equivale a 220,3 g/hab/dia [". Segundo o Instituto Nacional
de Estatistica (INE), verificou-se que o consumo humano de carne pela populagio
portuguesa no ano de 2016, relativamente ao grupo dos suinos foi de 45,2 kg/hab/ano,
correspondendo a 39% do total de carnes consumidas nesse ano™. Como podemos
observar na Figura |, a carne de suinos, onde se inclui a dos leitdes apresenta um grande
impacto na populagio portuguesa. Este consumo pode dever-se, quer aos habitos
alimentares dos portugueses, quer, também, ao facto desta carne ser mais barata
relativamente as outras carnes vermelhas. Destaca-se, também, as miudezas, que ocupam um
lugar bastante significativo, sendo consumidas 5,3 kg/hab/ano, pela populacio portuguesa E
assim de extrema importancia para a seguranga alimentar, bem como para a salde publica,
garantir a qualidade dos produtos alimentares provenientes de suino, como é o exemplo das
chamadas miudezas, onde o figado de leitao assume um papel relevante, quer pelo consumo
do mesmo, especialmente na regidao da Barraida, quer, também, como matriz alimentar de
exceléncia para a determinagao de residuos de medicamentos, em geral, e de antibioticos,

em particular.

CONSUMO HUMANO DE CARNE EM PORTUGAL NO ANO DE 2016

B Carne de suinos 452 (t)
B Carne de animais de capoeira 423 (t)
M Carne de bovinos 188 (1)
Miudezas 53 (t)
M Qutras carnes 25 (t)
B Carne de ovinos e caprinos 23 (t)
B Carne de equideos 0 (t)

Figura | — Consumo humano de carne em Portugal, em milhares de toneladas (t), no ano de 2016.
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2.2) Antibioticos em alimentos de origem animal

A pecudria intensiva pode envolver o uso de dietas, ambientes ou praticas de manejo que
imponham stress fisiologico e psicologico aos animais. A elevada densidade populacional em
ambientes fechados de criagao de animais para consumo alimentar, potencia a partilha de
agentes patogénicos que podem ser propicios a rapida disseminagao de agentes infeciosos.
Para combater ou prevenir essas infegoes é necessario adotar medidas preventivas que
muitas vezes incluem a utilizagao antibidticos. Os produtores de suinos enfrentam um
grande desafio, visto que estes animais sao bastante suscetiveis ao aparecimento de doengas
infeciosas, pelo que na maioria das exploragoes convencionais o tratamento com agentes
antimicrobianos é iniciado pouco tempo apds o nascimento, quer para fins terapéuticos
como profilaticos®. No geral, em Portugal, os agentes antimicrobianos mais usados em
suinos sao tetraciclinas, penicilinas, sulfonamidas, fluoroquinolonas e macrélidos!.

As possiveis consequéncias dessa utilizagdo para a saude humana sido potenciadas pelo
elevado consumo de alimentos de origem animal. O consumo destes alimentos contendo
residuos de agentes antimicrobianos ou seus metabolitos pode originar efeitos toxicos
diretos nos consumidores, como por exemplo reagoes alérgicas em individuos
hipersensiveis, disfungoes hepaticas e digestivas, problemas cardiacos, ou efeitos indiretos,
como indugao do desenvolvimento de bactérias resistentes a antimicrobianos que sao
usados tanto em animais como em humanos. Atualmente este assunto tem merecido, e bem,
uma enorme preocupagao mundial #¢.

A Food and Drug Administration (FDA)"), e a Unidao Europeia (UE)®! exigem um severo
controlo no uso de medicamentos de utilizagao veterinaria na criacao de animais destinados
a producao de produtos alimentares para consumo humano. De acordo com estes 6rgaos
reguladores, os medicamentos veterinarios sao classificados em dois grupos: O grupo A
compreende as substincias com efeitos anabolizantes, bem como as substancias nao
autorizadas, entre se encontram estilbenos e derivados, agentes antitireoidianos, esteroides,
lactonas do acido resorcilico, beta-antagonistas e nitrofuranos. O grupo B compreende
medicamentos veterindrios e outros compostos autorizados, bem como as respetivas
condi¢coes de utilizagdo. Deste grupo siao exemplo os bactericidas, anti-helminticos,
sedativos, anti-inflamatérios nio esteroides (AINEs), entre outros® (Tabela I). Assim é
importante realgar que os antibidticos sio amplamente usados para fins terapéuticos e
profilaticos em animais produtores de alimentos. Ja a sua utilizagdo como promotores de
crescimento para os animais, apesar de ainda existir, nao se encontra autorizada na UE

sendo, portanto, considerada ilegal[s]. Tendo em conta todas estas circunstancias, os
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alimentos de origem animal devem ser monitorizados quanto a presenca de residuos de

medicamentos veterinarios..

Tabela | = Resumo adaptado da diretiva 96/23/CE do Conselho de 29 de abril de 1996,

Grupo A - Substincias com efeito anabolizante e substincias ndo autorizados

I. Estilbenos, derivados dos estilbenos, seus sais e ésteres;

Agentes antitiroidianos;

Esteroides;

Lactonas do acido resorcilico (incluindo o Zeranol);

B- agonistas;

o U A W N

Substancias constantes do Anexo IV do Regulamento (CEE) n.° 2377/90 do

Conselho de 26 de junho 1990.

Grupo B - Medicamentos veterinarios e contaminantes

1) Substancias antibacterianas, incluindo sulfamidas e quinolonas.
2) Outras medicamentos veterinarios:

a) Antelminticos;

b) Anticoccideos, incluindo os nitroimidazois;

c) Carbamatos e piretroides;

d) Tranquilizantes;

e) AINEs;

f) Outras substancias que exer¢cam atividade farmacologica.
3) Outras substancias e contaminantes ambientais:

a) Compostos organoclorados, incluindo bifenilos policlorados (PCBs);

b) Compostos organofosforados;

c) Elementos quimicos;

d) Micotoxinas;

e) Corantes;

f) Outros.
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2.3) Familias de Antibiéticos

2.3.1 Tetraciclinas

As tetraciclinas com formula quimica Cy,H,4N,Og, sao um grupo de antibidticos amplamente
usados em medicina veterinaria, e atuam contra uma vasta gama de organismos Gram-
positivos e Gram-negativos inibindo a sintese proteica através da ligagao a subunidade
ribossomal 30S ', Esta familia de antibiéticos é usada maioritariamente para o tratamento
de infegoes gastrointestinais, respiratorias e bacterianas da pele. Estes compostos sao
relativamente estaveis em dcidos, no entanto sao instaveis em bases, podendo ser
fotodegradados em epimeros reversiveis. Também é importante realgar que as tetraciclinas
sao agentes quelantes fortes, sendo a quelagao de um iao metdlico divalente essencial para a
sua atividade antimicrobiana!''l. Estes fatores dificultam o processo de extragio destes
compostos de tecidos biologicos, levando a recuperagoes baixas e variaveis. Para ultrapassar
essas dificuldades, a extragao das amostras inclui um primeiro passo com a utilizagao de uma
solugao aquosa de EDTA (acido etilenodiamino tetracético) que, sendo também um agente
quelante, minimiza a interagao entre as tetraciclinas e os referidos metais, promovendo a
desproteinizagao e reduzindo a presencga de catides ligados a proteinas. De uma forma geral
existem varios métodos analiticos para a determinagao destes compostos em produtos de
origem animal, entre imunoensaios e eletroforéticos, mas o mais usado ao longo dos anos
tem sido a técnica de cromatografia liquida (LC)!"'. Na Figura 2, podemos observar a

estrutura quimica das tetraciclinas.

OH O OH O 0

Figura 2 - Estrutura quimica das Tetraciclinasl!'l.
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2.3.2 Macrolidos

Os macrolidos sao um grupo importante de antibioticos, que atua contra bactérias Gram-
positivas aerobias e anaerobias, usados em medicina veterinaria maioritariamente para tratar
infecoes do trato respiratorio, podendo também atuar como promotores de crescimento.
Estes tém acao bacteriostatica através da ligacao a subunidade 50S do ribossoma, e inibem a
sintese proteica bacteriana !'%.,

As estruturas de todos os macrolidos baseiam-se num anel lactona macrociclico ao qual
estao ligados aglcares, incluindo aglcares amino e agucares desoxi. Os macrélidos
terapeuticamente mais relevantes sao aqueles que compreendem anéis 12-, 14-, 15- ou 16-
associados. Um exemplo de um composto pertencente a familia dos macrdlidos é a

espiramicina e esta representada na Figura 3.

Ha o™

Figura 3 — Exemplo de estrutura quimica de um macrélido, a Espiramicinal!'l.

Estas moléculas, como bases fracas, sao lipofilicas, soliveis em metanol e instaveis em
4cidos!"’l, A estrutura destas moléculas contém croméforos que conferem cor as moléculas
podendo ser analisados por UV ou através de detecio fluorométrical'® . As técnicas mais
comuns usadas para extrair macroélidos de matrizes bioldgicas incluem SPE (extracao em fase
sélida) ou extracio em fase liquido-liquido (LLE) usando um solvente organico!'".
Recentemente, o avango da ciéncia ao nivel da cromatografia tem mostrado que UHPLC-
ToF-MS constitui uma poderosa técnica para a identificagao e quantificacao inequivoca dos
macrélidos. Contudo, Wang et al.'¥ desenvolveram duas técnicas de cromatografia liquida
com espetrofotometria de massa, UHPLC-ToF-MS e LC-MS/MS, para identificagao,
quantificacao e confirmagao de 6 residuos de antibioticos pertencentes a familia dos
macroélidos, em matrizes como os ovos, mel e leite cru. Estes autores concluiram que
embora o LC-MS/MS tenha vantagens em termos de limites inferiores de detecao e melhor
reprodutibilidade, o UHPLC-ToF-MS pode também ser uma ferramenta de confirmagao

permitindo até a identificagio de possiveis produtos de degradagio!'".
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2.3.3 Sulfonamidas

As sulfonamidas (SA) sao substincias bacteriostaticas sintéticas estruturalmente baseados
num grupo funcional de p-aminobenzenosulfonamida. Estes antimicrobianos de amplo
espetro inibem a conversao de acido p-aminobenzoico em dihidroperoato, que ¢
fundamental para a sintese do acido fdlico, tanto para as bactérias Gram negativas como
positivas, e também para alguns protozoarios'"'"”l. A familia das sulfonamidas inclui a
sulfadiazina (Figura 4A) e o sulfametoxazol (Figura 4B), entre varias outras moléculas com
estrutura quimica semelhante. Estes compostos siao bastante usados quer como
terapéuticos, quer como profildticos, tanto em humanos como em animais sendo, neste
ultimo caso, também adicionado a alimentos para animais. Existe uma preocupagao sobre os
niveis desses medicamentos relacionada com o facto se podem levar a sérios problemas de
saide, como por exemplo, reacdes alérgica ou toxicas!'®. Algumas sulfonamidas sio
potencialmente cancerigenas, levando a um debate sobre seguranga alimentar para o
consumidor, estando estabelecido um LMR (limite maximo de residuo) de 100 pg/kg para a

concentragao total de sulfonamidas em alimentos provenientes de suinos.
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Figura 4 - Estrutura quimica das sulfonamidas: Sulfadiazina (A) e sulfametoxazol (B)!''l.

A extragao destes compostos, tradicionalmente, é realizada com solventes organicos,
nomeadamente com acetonitrilo, pois estes solventes sao capazes de desnaturar as
proteinas, o que resulta numa extragao mais limpa, ajudando a libertar qualquer residuo de
antibiético ligado a proteina!'?. Devido a natureza complexa de algumas matrizes, uma etapa
de limpeza é crucial antes da determinagao cromatografica. As técnicas de SPE e LLE estao
entre as mais usadas!'”?. Quanto a detecio, métodos GC-MS sio considerados
inapropriados, pois este método requer derivatizagao, devido a elevada polaridade e baixa
volatilidade destes compostos. Varios métodos para a determinagao de SA, baseados em

HPLC com detetor com sistema de diodos e fluorescéncia, tém sido relatados, no entanto,
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atualmente esses métodos estao a ser substituidos por métodos com detegao por MS/MS

com a vantagem de se alcangar uma maior sensibilidade e especificidade '],

2.3.4 Quinolonas

As quinolonas sao uma familia de antibiéticos sintéticos de amplo espetro sintetizados a
partir do acido 3-quinolonecarboxilico e muito utilizadas no tratamento de animais
produtores ou nao de alimentos, bem como, também em humanos. Estes medicamentos sao
amplamente utilizados para tratar infegoes bacterianas respiratérias, urinarias e
digestivas''"""l, Na Figura 5, estio representadas as estruturas quimicas de trés compostos
pertencentes a familia das quinolonas, nomeadamente acido nalidixico, acido oxolinico e
ciprofloxacina. A maioria das quinolonas é chamada de fluoroquinolonas uma vez que
possuem um atomo de fllor ligado ao sistema central de anéis, como é o caso da

ciprofloxacina apresentada na Figura 5C.
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Figura 5 - Estrutura quimica das quinolonas: Acido Nalidixico (A), Acido Oxolinico (B) e
Ciprofloxacina (C)I''],

Entre as metodologias existentes para detetar esta classe de antibiéticos, Zhang et al. !'”)
apresentaecam um método baseado em UHPLC-MS/MS, onde foram analisadas 22 quinolonas
em leite. A extragao dos analitos foi conseguida através de uma fase de limpeza com o
auxilio da técnica SPE. A separagao cromatografica foi otimizada para permitir a melhor
separacao de todos os 22 compostos usando uma coluna CI8 e uma fase movel acidificada
com acido formico (0,2% aquoso), e metanol-acetonitrilo (40:60, v/v) que foi considerado o

melhor solvente para uma maior eficiéncia de ionizagao.
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2.3.5 B - Lactamicos

Os antibidticos B-lactimicos, bem como todos os mencionados anteriormente, contribuem
para o tratamento e prevencao de infe¢oes bacterianas. Estes antibioticos funcionam
inibindo a biossintese da parede celular bacteriana, o que tem um efeito letal sobre as
bactérias. A familia dos beta-lactimicos possui dois grupos principais constituidos pelas
penicilinas e pelas cefalosporinas, que tém em comum uma amina tetraciclica'"! (Figura 6). A
estrutura basica da penicilina é o acido 6-aminopenicilianico, enquanto as cepalosporinas
apresentam um nlcleo acido 7-aminocefalosporanico. Em ambos os casos, a presenca do
anel B-lactdimico de 4 membros, instavel e termicamente labil, torna estes compostos

facilmente degradaveis pelo calor e na presenca de alcoois é possivel a isomerizagao de
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penicilinas em condigdes acidas!'"'"*.
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Figura 6 — Estrutura quimica dos beta-lactamicos: Benzilpenicilina (A) e Ceftiofur (B)!''l.

Todos estes aspetos relativos a estabilidade destes antibioticos obrigam varias precaugoes
quanto a temperatura e ao pH durante a preparagao da amostra. Para a determinagao destas
duas classes de compostos: penicilinas e cefalosporinas, Mastovska et al.l'®, desenvolveram
um método analitico para andlise de multiresiduos em rim de bovino usando cromatografia
liquida acoplada a espetrometria de massa (LC-MS/MS). As condigdes cromatogrificas,
semelhantes para todos os B-lactamicos, consistem numa coluna C18 e, como fase movel,
agua e acetonitrilo, contendo acido féormico. Os autores referem que o uso de metanol em
vez de acetonitrilo poderia levar a degradagao de alguns compostos, e também relataram

que o acetonitrilo fornece melhor sensibilidade para os beta-lactimicos testados!''l.
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2.4) Resisténcia Bacteriana

A resisténcia bacteriana aos antibioticos é atualmente uma das problematicas mais relevantes
a nivel global afetando a saude publica, visto que apresenta consequéncias clinicas e
economicas preocupantes, estando associada ao uso inadequado e abusivo de antibidticos.
Apesar da observagio da diminuicao do consumo destes farmacos nos Ultimos anos,
Portugal, no contexto europeu, é um pais com um elevado consumo de antibiticos. E
importante salientar que uma proporg¢ao consideravel do uso inadequado de antibidticos,
que tem um papel importante na disseminagao da resisténcia bacteriana aos antibiéticos, é
devida ao uso destes em atividades como a veterinaria, zootecnia e a pecuaria, apurando-se
que aproximadamente 50% da totalidade dos agentes antimicrobianos consumidos na Uniao

Europeia, nio sao usados em humanos !,

ALTERAGAO DE [ MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE
ATM @ o ATM
ahATM
ATM BOMBA DE EFLUXO
parede
bacteriana

membrana

bacteriana
genes de

resisténcia

ATM = antimicrobiane DNA bacteriano [ALTERAGAO DO SITIO DE AGAD

Figura 7 — Mecanismos de Resisténcia Bacteriana *”!

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana aos antibioticos € um fenomeno natural, ou
adquirido, resultante da pressao seletiva exercida pelo uso dos antibioticos, existindo assim
uma correlagao muito clara entre um maior consumo de antibidticos e niveis mais elevados
de resisténcia microbiana. Como podemos observar na Figura 7, estes mecanismos de
resisténcia bacteriana ocorrem por alteragao da permeabilidade, agao enzimatica, bombas de

efluxo e alteracio genética do alvo!'”.
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2.5) Legislacdao para os residuos de antibioticos em alimentos de origem animal

O uso de antibioticos como promotores de crescimento é considerado fraudulento na
Europa, pois pode levar a residuos destes compostos que persistem em matrizes ediveis™.
A presenca de residuos em produtos de origem animal € motivo de preocupagao em termos
de saiude publica. Por esse motivo, a Comissao Europeia determinou a necessidade do
controlo obrigatério dos medicamentos veterinarios nos alimentos de origem animal
destinados ao consumo humano. Assim, foram estabelecidos limites maximos de residuos
(LMR) nos géneros alimenticios de origem animal estando os mesmos descriminados no
Regulamento (UE) N°37/2010%,

Na Tabela 2 estao apresentados os antibioticos analisados no presente trabalho, assim como

os LMRs estabelecidos para a matriz figado de suino.
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Tabela 2 - Substancias farmacologicamente ativas e classificagdo no que respeita ao LMR. (Adaptado
do Regulamento (UE) n° 37/2010 da Comissao de 22 de dezembro de 2009 [23]).

Familia

Substiancia Farmacologicamente Ativa

LMR para figado de suino

Tetraciclinas

Doxiciclina

300 pg/kg

Clorotetraciclina

300 pg/kg

Epi-Clorotetraciclina

Nao estabelecido

Epi-Tetraciclina

Nao estabelecido

Oxitetraciclina 300 pg/kg
Tetraciclina 300 pg/kg
Sulfacloropiridazina 100 pglkg
Sulfadiazina 100 pglkg
Sulfadimetoxina 100 pglkg
Sulfamethazina 100 pglkg
Sulfametiazol 100 pglkg
Sulfapiridina 100 pg/kg
Sulfonamidas Sulfaquinoxalina 100 pg/kg
Sulfatiazol 100 pg/kg
Sulfisoxazol 100 pg/kg
Sulfametoxazol 100 pg/kg
Sulfisomidina 100 pg/kg
Sulfadoxina 100 pg/kg
Sulfanilamida 100 pg/kg
Outros Trimetoprim 50 pg/kg
Tilmicosina 1000 pg/kg
Macrolidos Tilosina 100 pg/kg
Espiramicina 2000 pg/kg
Danofloxacina 200 pg/kg
Acido nalidixico Nao estabelecido
Norfloxacina Nao estabelecido
Acido oxolinico 150 pglkg
Ofloxacina Nao estabelecido
Quinolonas Enoxacina Nio estabelecido
Cinoxacina Nao estabelecido
Flumequina 500 pg/kg
Marbofloxacina 150 pglkg
Ciprofloxacina Nao estabelecido
Enrofloxacina 200 pg/kg
Ampicilina 50 pg/kg
o Amoxicilina 50 pg/kg
Penicilinas Benzilpenicilina (pen G) 50 pg/kg
Dicloxacilina 300 pg/kg
Oxacilina 300 pg/kg
Nafcilina Nao estabelecido
Cefapirina Nao estabelecido
Cefquinoma 100 pg/kg
Cefalonium Nao estabelecido
Cefalosporinas Cefazolina Nao estabelecido
Cefaperazona Nao estabelecido
Cefalexina Nao estabelecido
Ceftiofur 2000 pg/kg
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Assim sendo, os produtos alimentares que contenham concentragoes de antibidticos que
excedam o LMR estabelecido sao inadequados para consumo humano.

No caso de algumas substincias proibidas ou nao autorizadas, foi estabelecido um limite
minimo de desempenho requerido (MRPL) para harmonizar o desempenho analitico dos
métodos utilizados em diferentes laboratérios 3,

Atualmente, métodos analiticos para determinar a presenga de medicamentos veterinarios
em produtos alimentares de origem animal, sao essenciais para o cumprimento do plano de
controlo. A Decisio da Comissio Europeia (2002/657/CE)?" atribui a execucio ao disposto
na Diretiva do Conselho 96/23/CE® relativamente ao desempenho de métodos analiticos e
a interpretacio de resultados. A Decisio 98/179/CE ! estabelece regras para a colheita das
amostras oficiais a usar na pesquisa de substancias, bem como os seus residuos em animais
vivos e respetivos produtos. A analise das amostras deve ser efetuada em laboratorios
aprovados pela autoridade nacional competente para o controlo oficial de residuos, sendo
necessario garantir a qualidade e comparabilidade dos resultados analiticos originados por
esses laboratorios. Devem usar-se sistemas de garantia da qualidade e aplicar-se métodos
validados em conformidade com procedimentos e critérios de desempenho e garantir a
rastreabilidade relativamente a normas comuns. Nesse sentido, os laboratorios oficiais de
controlo devem estar acreditados em conformidade com a norma ISO 1702574,

Em Portugal, no Instituto Nacional de Investigagao Agraria e Veterinaria esta localizado o
Laboratério Nacional de Referéncia para a pesquisa de residuos de medicamentos em
produtos de origem animal estando acreditado de acordo com a ISO 170252 e como tal é

responsavel pela analise das amostras de controlo oficial no nosso Pais.

2.6) Metodologias Analiticas

Uma grande variedade de matrizes comestiveis deve ser monitorizada quanto a presenga de
residuos veterinrios, incluindo musculo, figado, rim, gordura, leite, ovos, peixe e mel™). No
entanto, ainda existem relativamente poucos métodos de multi-detecao e multi-classe para a
determinacio de antibidticos no tecido hepitico. E de extrema importancia realcar que ao
trabalhar com tecido hepatico e desenvolver a metodologia da preparagao das amostras, um
dos principais obstaculos esta relacionado a complexidade associada aos elevados teores de
proteina e gordura nessa matriz, que muitas vezes interferem no desempenho analitico.

Além disso, a elevada atividade enzimatica no tecido hepatico pode ser responsavel pela
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rapida degradacao de compostos labeis, o que leva a perdas significativas durante a extragao
das amostras®.

Os métodos de multi-detegao para medicamentos veterinarios sao escassos, nao porque hao
sao necessarios, mas devido a um numero de desafios analiticos que tém que ser superados
28 A maioria dos métodos publicados de residuos de medicamentos veterinarios concentra-
se em uma classe de compostos, como sulfonamidas, quinolonas, macrélidos, entre outros
(Tabela 3). Um método para determinar um numero extenso de antibidticos abrangendo
varias classes no tecido hepético foi publicado por Kaufmann et al.?® sendo detetados cerca
de 100 medicamentos veterinarios em tecidos musculares, hepaticos e renais, pertencentes
a diferentes familias, usando UPLC-ToF-MS. Outro método capaz de determinar um nimero

extenso destes compostos foi publicado por Ortelli et al.

que identificaram 150
medicamentos veterinarios, incluindo avermectinas, benzimidazois, beta-agonistas, beta-
lactamicos, corticoides, macrdlidos, nitroimidazois, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas,
entre outros, no leite cru usando UPLC-ToF-MS. Essa técnica também foi usada para triagem
e quantificagio de mais de 100 medicamentos veterinarios no leite por Stolker et al. ©°.
Wang et alP'" analisaram 59 medicamentos veterinirios de 7 grupos que incluiram
endectocidas, fluoroquinolonas, ionoforos, macrélidos, AINEs, fenicois e sulfonamidas, em
mel e leite, utilizando UHPLC-QqToF-MS (Cromatografia Liquida de Ultra Elevada Pressao -
ionizacao electrospray - acoplada a um espetrometro de massa com analisador de tempo de
voo quadropole) para quantificagdo e confirmagao de seus produtos de degradacgao. Essa
técnica também foi usada para triagem e quantificacao de 90 medicamentos veterinarios
pertencentes a cerca de 20 classes incluindo macrolidos, sulfonamidas, quinolonas,
tetraciclinas e alguns outros no leite por Zhang et al.’”, e também por Dasenaki et al.*”, que
desenvolveram uma metodologia para detetar 143 medicamentos veterinarios e outros
produtos farmacéuticos em leite e pescado.

Recentemente, novas abordagens utilizando o potencial de UHPLC-ToF-MS foram
desenvolvidas para realizar métodos de triagem de residuos multiclasse®"l.

Através das vantagens desta técnica, é possivel conduzir rapidamente uma Unica analise para
identificar simultaneamente varios compostos sem ambiguidade, bem como obter resultados
preliminares quantitativos a fim de identificar uma possivel amostra nao compativel. Esta
metodologia confirma ser uma importante ferramenta analitica para ser usada na analise de

alimentos ™. A principal restrigio ao uso de metodologias ToF-MS esté relacionada com a

falta de regulamentacdo quanto aos critérios de identificacio e validacio 7.,
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Ora, é exatamente sobre esta falta de regulamentacao, que o presente estudo inova ao
apresentar uma abordagem para o uso de detegao de ToF-MS nao apenas para triagem, mas
especialmente para propositos confirmatorios e que, eventualmente, possa contribuir para
suprir essa falta.

Deste modo, um método UHPLC-ToF-MS foi desenvolvido e validado para detegao e
quantificacado de antibidticos pertencentes a 7 familias (tetraciclinas, quinolonas,
sulfonamidas, cefalosporinas, penicilinas, macrolidos e trimetoprim) de acordo com os
requisitos estabelecidos pela Decisio 2002/657/CE da Comissio Europeia. Além disso,
este estudo foi aplicado a 36 amostras reais, contribuindo para um melhor conhecimento
dos residuos de antibioticos presentes em figado de leitoes, uma vez que essa matriz é

relativamente pouco estudada.

Tabela 3 — Resumo da metodologia UHPLC-ToF-MS aplicada a um vasto nimero de classes de
antibiéticos, presente em matrizes alimentares de origem animal.

Metodologi Referénci
Classe de antibioticos Matriz eto ’o.ogla .e f-:ren’ua
analitica Bibliografica
100 Antibidticos de 5 Classes (Tetraciclinas,
Figado, Rim,
Quinolonas, Macrélidos, f-Lactamicos e UPLC-ToF-MS [28]
Musculo
Aminoglicosideos)

150 Antibiéticos de 5 Classes (B-Lactamicos,

Macrdlidos, Quinolonas, Sulfonamidas e Leite UPLC-ToF-MS [29]
Tetraciclinas)

< 100 Antibioticos de 6 classes (Macrdlidos,

Penicilinas, Quinolonas, Sulfonamidas, Leite UPLC-ToF-MS [30]
Tetraciclinas e Anfenicois)

59 Antibidticos de 7 classes (Endectocidas,

Fluoroquinolonas, ionéforos, macroélidos, AINEs, Mel, Leite UHPLC-QqToF-MS [31]
fenicois e Sulfonamidas)
90 Antibidticos de 20 classes (Macrdlidos,
Sulfonamidas, Quinolonas, Tetraciclinas, entre Leite UHPLC-QqToF-MS [32]
outros)
143 Antibidticos de 17 classes (Cefalosporinas, Leite,
Macrolidos, Quinolonas, Tetraciclinas, Musculo de UHPLC-QToF-MS [33]
Penicilinas, Quinoxalinas, entre outros) Peixe
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3. Legislacao

3.1) Validacao do método

A validagao de um método analitico € um processo de confirmagao, mediante exame, e
fornecimento de provas cabais de que sao respeitados os requisitos especificos para uma
determinada utilizagao pretendida. Este processo deve demonstrar se o método analitico da
cumprimento aos critérios aplicaveis as carateristicas relevantes do desempenho. Considera-
se, na UE, o método validado e apto a ser usado no controlo oficial de residuos de
medicamentos veterinarios em amostras de origem animal, quando os parametros
estabelecidos estiverem em conformidade com os critérios de desempenho da Decisao da
Comissio 2002/657/CE®Y. Os critérios de desempenho estabelecidos, e que devem ser
estudados durante o processo de validagao, sao o limite de decisao CCa, capacidade de
detecao CCpB, veracidade/recuperagao, precisao, seletividade/especificidade/aplicabilidade e
robustez.

Os métodos analiticos devem ser validados consoante os objetivos de controlo,
classificando-se em métodos qualitativos ou quantitativos. Os métodos qualitativos
identificam uma substancia com base nas suas propriedades quimicas, biologicas ou fisicas, e
os quantitativos determinam a quantidade ou fragao massica de uma substancia de forma a
poder exprimi-la através de um valor numérico com as unidades adequadas.

Estes métodos dividem-se em métodos de triagem ou confirmagao. O método de triagem é
utilizado para detetar a presen¢a de uma substincia numa amostra a um nivel requerido,
estes métodos possibilitam a capacidade para processar um elevado nimero de amostras
num curto espago de tempo e eleger as amostras potencialmente nao conformes. O método
de confirmagao fornece indicagoes completas ou complementares para a identificagao
inequivoca de uma substancia, sendo que os métodos cromatograficos sem detecao
espetrométrica nio sio adequados como métodos de confirmacio®!. Na Tabela 4 pode

observar-se as carateristicas do desempenho a verificar na validagao nos diferentes métodos.
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Tabela 4 - Carateristicas do desempenho a validar para métodos de triagem e confirmagaol24l.

Limite | Capacidade | Veracidade/ | Precisdo | Seletividade/ | Aplicabilidade/
de de detecdo | Recuperacgio Especificidade | Robustez/
decisdo | CCB Estabilidade
CCa
Métodos Triagem - + - - + +
qualitativos | Confirmagio + + - - + +
Métodos Triagem - + - + + +
quantitativos | Confirmagao + + + + + +

No procedimento de validagao, as grandezas analiticas medidas a partir da analise de uma
amostra sao o tempo de retengao (TR) do analito ou o tempo de retengao relativo (TRr) do
analito (A) relativamente a um padrao interno (Pi) utilizando a Equagao |. Na detegao por
espetrometria de massa, os critérios de desempenho siao fundamentados através das
variagoes permitidas nos tempos de retengao relativos e nas razoes ionicas de cada
substancia, calculadas em ensaios diferentes. Para a detegao por espetrometria de massa a
variagdo maxima do TRr aceitavel é de 2,5%. O desvio da massa exata (A ppm) é calculado

através da Equagao 2, sendo o critério maximo de 5 ppm.

TRA -
TRrA = TRD (Equagao 1)

A ppm = (Massa exata—Massa detetada)/Massa exatax|0® (Equagio 2)

3.2) Limite de decisdo e capacidade de detecado

O limite de decisao (CCa) é a concentragao a partir da qual a amostra pode ser declarada
nao conforme com uma probabilidade de erro igual a a (erro de 1% para substancias nao
permitidas e de 5% para substancias com LMR. Para as substancias com LMR, o CCa é a
concentragao a partir da qual, com uma certeza de 95% (l-a), a substancia esta presente em
concentragao superior ao seu LMR.

A capacidade de detegao (CCP) de um método € o teor mais baixo a partir do qual o analito
pode ser detetado, identificado e quantificado com uma probabilidade de erro  (erro de 5%
para substancias permitidas ou proibidas). Para substancias com LMR, é a concentragao a

que o método € capaz de detetar concentragdes no limite permitido com certeza estatistica

de 1-B.
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De acordo com a Decisio 2002/657/CE?Y, estes limites podem ser calculados através da
variabilidade da resposta analitica pela razao sinal/ruido (S/R) de amostras brancas
representativas das amostras laboratoriais de rotina. A Equagao 3 aplica-se para
medicamentos veterinarios proibidos em animais destinados a produgao de alimentos ou

que nao possuam LMR, sendo o CCa correspondente a 3 vezes a média do S/R de 20

amostras brancas.

Cca = 3 S/RZO amostras brancas (Equa§5° 3)

Posteriormente, depois de se proceder a fortificagio de 20 amostras brancas ao nivel do
CCa determinado, o CCP é obtido através da Equagao 4, onde o SD ¢é o desvio padrao da

reprodutibilidade interlaboratorial das 20 amostras fortificadas ao nivel do CCa.

CCB =CCa + |164 X SDZO amostras fortificadas no CCQ (EqU3C5° 4)

No caso de substancias que possuam LMR ou substancias permitidas, aplica-se a Equagao 5.

CCOL = CLMR + |164 X SDZO amostras fortificadas no LMR (Equa§5° 5)

3.3) Veracidade

Este parametro corresponde ao grau de concordancia entre o valor médio de uma longa
série de resultados de ensaios e um valor de referéncia aceite. Para determinar a veracidade
devem usar-se materiais de referéncia certificados (MRC). Os intervalos indicativos para os
desvios entre o valor médio da fragao massica corrigido pela recuperagao determinado

experimentalmente e o valor certificado sao apresentados na Tabela 5.

Tabela 5 - Intervalo de veracidade aceite nos métodos quantitativos[24l.

Fraciao massica Intervalo
<I pg/kg - 50% + 20%
>| pg/kg a 10 pg/kg -30% + 10%
<10 pg/kg -20% +10 %
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3.4) Recuperacao

Caso o MRC nao esteja disponivel, aceita-se que a veracidade das medigoes seja avaliada
através da recuperagao, pelo que deve-se fortificar 6 aliquotas de uma amostra branca (ABR)
ao nivel de substancias com limite maximo de residuos (LMR) para 3 niveis de fortificacao
(0,5 LMR,I LMR e 1,5 LMR)™. A recuperagio é a percentagem da concentragio real de uma
substancia que foi possivel recuperar durante o processo analitico e se encontra na nossa

amostra final, e pode ser calculada através da Equacao 6.

Recuperagio (%) = 2ormedide  , 100% (Equacio 6)
Nivel de fortificacio

3.5) Precisao

A precisao é a variabilidade da grandeza medida pelo uso do método em causa e em
condigoes idénticas (repetibilidade), com modificagbes de pelo menos um parametro
(reprodutibilidade) com a participagao de varios laboratérios (reprodutibilidade
interlaboratorial)™l. Para calcular a repetibilidade, devem realizar-se varias anélises em
paralelo com pelo menos 6 réplicas para os 3 niveis de fortificagao (0,5 LMR,I LMR e I,5
LMR). Para a reprodutibilidade, realizam-se as mesmas andlises, mas repetidas ao longo de

trés dias, por outro analista, ou com lotes de reagentes diferentes e em diferentes matrizes.

Este parametro, normalmente é calculado sob a forma de um desvio padrao do resultado do
ensaio, como podemos observar na Equagao 7. Assim sendo, quanto menor o desvio padrao

maior é a precisao, e quanto maior for o desvio padrao menor € a precisao.
E ~
CV =— (Equacao 7)
T

Onde:
o - Desvio padrao
M - Média dos resultados

O coeficiente de variagao de anilises efetuadas em condigoes de reprodutibilidade nao deve
ultrapassar o coeficiente de variagao interlaboratorial (CV) dado pela Equagio de Horwitz

(Equagdo 8), enquanto que 2/3 desse valor representa o limite para a repetibilidade™.
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CV = 2 (1-03lg9) (Equagao 8)
Onde:

C é a fragcao massica expressa sob a forma de poténcia 0.

Na Tabela 6, sao discriminados alguns exemplos de CV maximo aceite para

reprodutibilidade e respetiva fragao massica para os métodos quantitativos.

Tabela 6 — Exemplos de CV de reprodutibilidade maxima aceite para métodos quantitativos[24.

Fracdao massica CV de reprodutibilidade (%)
| ug/ke (*)
10 pg/kg *)
100 pg/kg 23
1000 pg/kg (Img/kg) 6

(*) Para fragdes massicas inferiores a 100 ug/kg, a Equagio de Horwitz resulta em valores

demasiado elevados, entio abaixo deste nivel o CV devera ser o mais baixo possivel.

3.6) Seletividade/ Especificidade

A seletividade/especificidade é a capacidade de um método fazer a distingao entre o analito e
outros compostos interferentes (isdmeros, metabolitos, produtos de degradagao,
substancias endogenas, componentes da matriz). Este parametro pode ser avaliado através
da analise de 20 amostras brancas (ABR’s) usando a metodologia a validar e verificar a

presenca ou nao de interferentes™.

3.7) Robustez

A robustez pode ser determinada através da analise ao longo do processo de
desenvolvimento do método, identificando os fatores que possam estar a influenciar e
deturpar os resultados, sendo eles, o analista, o lote e idade dos reagentes e solventes, as

temperaturas, os valores de pH e ainda a prépria amostra animal e a sua frescura ja que, por
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exemplo, a amostra pode degradar-se ao longo do tempo, perdendo alguns compostos.
Todos estes fatores podem evidenciar, se as alteragoes das condigoes do procedimento sao

ou nio significativas nos resultados obtidos™.

4. Procedimento experimental

4.1) Materiais

Ao longo do trabalho experimental realizado em laboratério, para além de todo o material
de vidro disponivel, foram utilizados tubos de centrifuga com capacidade de |5 mL,
micropipetas de volume variavel, uma trituradora, espatulas, uma balanga Mettler Toledo
PC200 e AEIOO (Greifensee, Suiga), uma centrifuga refrigerada Heraeus Megafuge 1,0
(Hanau, Alemanha), agitadores vortex XX3 Velp Scientifica (ltdlia) e agitadores reax
Heidolph Reax 2 overhead mixer (Schwabach, Alemanha), ultrassons Bandelin Sonorex
Super RK510, um Evaporador Turbovap Zymark (Hopkinton, MA, EUA) acoplado a um
gerador de azoto (pureza 99,9995%) Peak Scientific (Frankfurt, Alemanha), filtros VWhatman
Mini-Uniprep PVDF (fluoreto de polivinilideno) de 0,45um (Clifton, NJ, EUA), colunas SPE
OASIS HLB polymeric sorbent cartridge (6mL, 200 mg) Waters (Milford, MA, USA).

A coluna cromatografica usada foi uma Acquity UPLC HSS T3 1,8um, 2,Ix100mm da marca
Waters. O sistema de UHPLC-ToF-MS é composto por UHPLC Shimadzu Nexera X2,
constituido por bomba binaria, injetor automatico de volume variavel, com sistema de
refrigeracao e forno para colunas da marca Shimadzu Nexera e um detetor ToF-MS, Triple

TOFTM 5600+, da marca AB Sciex.

4.2) Reagentes

Durante o procedimento experimental, foram utilizados reagentes de grau analitico
reconhecido e agua ultra pura tipo |. No caso dos solventes usados para as fases moveis,
apresentavam grau de pureza indicado para UHPLC-MS. Os reagentes utilizados foram o
acetonitrilo fornecido por Honeywell (Seelze, Alemanha), metanol fornecido por Carlo Erba
(Val de Reuil, Franga), acido formico fornecido por Chemlab (Zedelgem, Bélgica), acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e n-hexano fornecidos por Sigma-Aldrich (Madrid,

Espanha).
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4.3) Padroes

Os padroes para as 7 familias analisadas (Tetraciclinas, Quinolonas, Macrolidos,
Sulfonamidas, Penicilinas, Cefalosporinas e Trimetoprim) foram adquiridos na Sigma- Aldrich.
Os padroes internos (PI's) fornecidos pela mesma marca foram Desmetiltetraciclina para as
Tetraciclinas, Lomefloxacina para as Quinolonas, Roxitromicina para os Macrdlidos,

Sulfameter para as Sulfonamidas e Trimetoprim e Penicilina V para as Penicilinas.

4.4) Solucdes

Durante a extragao, foi utilizada uma solugao de EDTA com concentragao de 0,1M, que foi
previamente preparada através da dissolugao de 29,23 g de EDTA em agua até perfazer um
volume total de | L. Para a fase movel A, foi elaborada uma solugao de acido férmico a 0,1%
através da diluicao de | mL de acido férmico em agua, perfazendo o volume de | L, e para a
fase movel B, foi escolhido o acetonitrilo como solvente. As solugoes padrao mae foram
obtidas através da dissolu¢ao del10+0,5 mg de cada substancia padrao em 10 mL de metanol,
a excegao dos B-lactamicos (Penicilinas e Cefalosporinas), cuja solugao foi preparada em
agua. A concentragao destas solugoes mae de cada um dos padroes variou entre os 500 e os
1000 pg/mL, pois os compostos tém LMR muito distintos. Na Tabela 7, é possivel observar a
concentragao estimada para a solugao mista de trabalho para a classe dos B-lactamicos. De
ressaltar, que o Ceftiofur foi adicionado em separado, pois possui um LMR demasiado
elevado, comparado as restantes classes de compostos.

A solugao mista dos padroes internos (10 pg/mL) foi preparada através da dissolugao de 100
pL das solugdes mae dos padroes internos Sulfameter, Roxitromicina, Lomefloxacina, com
99,7 pL de Penicilina V e 200 pL de Desmetiltetraciclina perfazendo o volume de 10 mL com
metanol.

Foi preparada uma solugao de trabalho multiresiduo com os volumes necessarios de cada
uma das solugoes mae a analisar, de forma a fortificar as amostras brancas ao nivel da gama
de trabalho validada (0,5 LMR, | LMR, 1,5 LMR, 2 LMR e 2,5 LMR), perfazendo os 10 mL
com metanol. Na Tabela 8, esta descrita a concentragao estimada para a solugao mista de
trabalho multiresiduo para a familia das tetraciclinas, sulfonamidas, trimetoprim, macrolidos
e quinolonas.

Todas as solugoes padrao foram devidamente acondicionadas a uma temperatura de -20°C

por seis meses para as solugdoes mae e um més para as solugoes de trabalho/diluigoes.
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Tabela 7 - Concentragio da

figado de leitao.

solugao mista de trabalho para a classe dos B-lactimicos na matriz

Classe de . Concentracdo
LMR (pg/kg) compostos Analito (ug/mL)
50 Ampicilina
50 Amoxicilina 2
50 Penicilinas Benzilpenlcilina (pen G)
300 Dicloxacilina
300 Oxacilina 12
300 (nao estabelecido) Nafcilina
100 Cefquinona 4
20 (nio estabelecido) Cefalonium 0,8
50 (nao estabelecido) Cefalosporinas Cefaperazona
50 (nio estabelecido) Cefazolium 2
50 (ndo estabelecido) Cefapirina
200 (ndo estabelecido) Cefalexina 4
2000 Ceftiofur ()

(*) O Ceftiofur tem um LMR de 2000 pg/kg, valor bastante elevado face aos restantes compostos.
Por isso, o Ceftiofur ndo é adicionado a solugiao mista de trabalho para a classe dos B-lactamicos, e é

usado separadamente.

Tabela 8 — Concentragao da solugao mista de trabalho multiresiduo na matriz figado de leitao.

Classe de . Concentracao

LMR (ug/kg) Compostos Analito (g ImL)c

300 Doxiciclina

300 Clortetraciclina

300 Tetraciclinas Epi-chlortetr.ac'iclina 12

300 Epi-tetraciclina

300 Oxitetraciclina

300 Tetraciclina

100 Sulfacloropiridazina

100 Sulfadiazina

100 Sulfadimetoxina

100 Sulfamethazina

100 Sulfametiazol

100 Sulfonamidas Sulfapiridina 4

100 Sulfaquinoxalina

100 Sulfatiazol

100 Sulfisoxazol

100 Sulfametoxazol

100 Sulfisomidina
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100 Sulfadoxina
100 Sulfanilamida
50 Outros Trimetoprim 2
1000 Tilmicosina 40
100 Macrolidos Tilosina 4
2000 Espiramicina 80
200 Danofloxacina 8
100 (n2o estabelecido) Acido nalidixico 4
100 (nao estabelecido) Norfloxacina
150 Acido oxolinico 6
100 (nao estabelecido) Ofloxacina
100 (nao estabelecido) Quinolonas Enoxacina 4
100 (nao estabelecido) Cinoxacina
500 Flumequina 20
150 Marbofloxacina 6
100 (nao estabelecido) Ciprofloxacina 4
200 Enrofloxacina 8

4.5) Amostragem

As 36 amostras de figado de leitao que foram analisadas ao longo deste estudo, foram
colhidas de leitoes provenientes de um matadouro na regiao da Bairrada (Portugal). Algumas
amostras ja se encontravam no laboratério devidamente armazenadas numa arca de
refrigeragao a -30°C ha cerca de | ano, mas era de prever que estas amostras poderiam ja
nao se encontrar em condicoes de serem analisadas. Inclusivamente é de notar que nao
existe nenhum estudo sobre a estabilidade dos compostos a analisar em matriz, neste caso,
em figado. Deste modo, estas amostras nao foram consideradas para este procedimento
experimental. Por esse motivo, foram colhidas 15 novas amostras em novembro de 2018 e
21 amostras em fevereiro de 2019. Apos a colheita, as amostras foram transportadas
imediatamente para o laboratério em bolsas térmicas devidamente acondicionadas e

posteriormente armazenadas a -80°C até analise.

4.6) Método de Extracao

Foram pesados 2 gramas de amostra de figado de leitao, previamente homogeneizado, para
um tubo de centrifuga de 15 mL. Adicionou-se 50 pL da solugao de padroes internos a 10
pg/mL a todas as mostras, e posteriormente agitou-se a amostra no vortex durante 30
segundos, deixando repousar, ao abrigo da luz, durante |0 minutos. Adicionou-se 10 mL de
acetonitrilo e | mL de solugao de EDTA a 0,IM, e homogeneizou-se no reax durante |0

minutos e de seguida no ultrassons durante 20 minutos.
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Centrifugou-se a 4000 x g durante 10 minutos a temperatura ambiente e transferiu-se o
sobrenadante para um novo tubo. De seguida evaporou-se até perto da secura, cerca de |
mL. Adicionou-se 5 mL de dgua ultrapura e agitou-se no vortex durante |5 segundos.

A técnica de extragao utilizada neste procedimento experimental foi a SPE, uma vez que
demonstrou ser util para muitos propositos. A titulo de exemplo, refira-se que isolamento,
concentragao, purificacao e limpeza sao as principais abordagens nas praticas deste método.
A etapa de preparagao da amostra tem um papel crucial para a determinagao de compostos
especificos nas matrizes alimentares®” e, no caso da SPE, divide-se em quatro etapas
distintas: condicionamento, adicao da amostra, lavagem e eluicao, como esta representado

na Figura 8.

CONDITIONING ~ SAMPLE ADDITION WASHING ELUTION
a v 4

Ir 1 4 !

[Analyte » Interferents ® 0*]

Figura 8 — As quatro fases (Condicionamento, Adicao da amostra, Lavagem e Eluicao) do processo
de extragao em fase solida (SPE)(38l

Acondicionaram-se as colunas SPE OASIS HBL 200 mg, com 10 mL de acetonitrilo e 10 mL
de agua ultrapura, de seguida passou-se o extrato pelas colunas e lavaram-se as mesmas com
5 mL de agua, apds foram secas, por vacuo, durante aproximadamente 5 minutos.

Eluiram-se os compostos das colunas SPE com 10 mL de acetonitrilo para novos tubos de
centrifuga de 15 mL, e levou-se novamente a evaporar até cerca de 0,5 mL no Turbovap.
Adicionou-se 400 pL de fase Mével A (Acido Férmico a 0,1% em 4gua) e 2 mL de n-hexano,
e agitou-se 30 segundos no vortex. De seguida, centrifugou-se durante |0 minutos a
4000 x g e descartou-se o n-hexano. Filtrou-se com Mini uniprep’ 0,45 um, e injetou-se
com um injetor automatico no sistema UHPLC.

Simultaneamente com as amostras a analisar, e numa primeira analise considerada como
método inicial de triagem, fez-se a extragao de uma amostra branca (ABR), uma amostra
branca fortificada ao nivel do CCB (0,5 LMR) e uma amostra fortificada ao nivel do LMR,

conforme o descrito na Tabela 9. Em simultaneo, preparou-se uma mistura de padrao direta
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(MPD) a qual foi adicionada 50 pL da solugao mista de trabalho multiresiduos, 50 pL da
solugao mista de trabalho dos B-lactamicos, 40 pL da solugao mae de Cetfiofur, 50 pL da

solucao dos Padroes internos e 200 uL de fase movel A.

Tabela 9 - Forticagoes ao nivel do CCB e do LMR.

ABR CCp LMR MPD

Solucio Mista de Trabalho Multiresiduos 0 25 50 50
(bL)

Solucdo B- Lactamicos (pL) 0 25 50 50
Ceftiofur (pL) 0 20 40 40
Solucdo dos Padrdes Internos (pL) 50 50 50 50

No método de confirmagao, as amostras foram analisadas em duplicado e juntamente com
estas, fez-se a extragao de uma amostra em branco, bem como foi preparada uma curva de
calibragao composta por cinco amostras fortificadas ao nivel do LMR: 0,5 LMR, | LMR, 1,5
LMR, 2 LMR e 2,5 LMR, conforme apresentado na Tabela 10. Preparou-se também uma
mistura de padrao direta (MPD) ao nivel do LMR, com 50 pL de solugao mista de trabalho
multiresiduos, 50 pL da solugao mista de trabalho dos B-lactamicos, 40 pL da solugao mae

de ceftiofur, 50 pL da solug¢ao mista dos padroes internos (Pi) e 200 pL da fase mével A.

Tabela 10 - Fortificagoes para a curva de calibragao.

05LMR ILMR I,5LMR 2LMR 2,5LMR
(ABF1) (ABF2) (ABF3) (ABF4) (ABF5)

Solucido Mista de Trabalho

Multiresiduos (uL) 25 >0 7 100 12
Solucdo B-Lactamicos (uL) 25 50 75 100 125
Ceftiofur (pL) 20 40 60 80 100
Solucdao Padrodes internos (uL) 50 50 50 50 50
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4.7) Método de triagem por UHPLC-ToF-MS

O método UHPLC-ToF-MS tem sido o método de triagem mais usado para a detegao de
residuos de antibidticos em matrizes alimentares provenientes de animais destinados ao
consumo humano. A combinagao da cromatografia liquida de alta resolugao com ToF, hoje
em dia é apresentada como uma ferramenta eficaz em termos de seletividade, sensibilidade e
rapidez. Na Figura 9, esta representado o equipamento de UHPLC-ToF-MS utilizado para a

validagdo do método de triagem no INIAV.

Figura 9 — Cromatografia liquida de elevada resolugao acoplada a detetor de massa com analisador
por tempo de voo.

Na Tabela |Il, estaio descritas as condicdes de funcionamento do sistema LC,
nomeadamente o fluxo, o volume de injegao, tempo de corrida, temperatura da coluna e do
amostrador, as fases moéveis usadas e as condigoes do gradiente ao longo do tempo. Na
Tabela 12, sao designadas as condi¢goes de operagao do sistema ToF-MS, ou seja: modo de
ionizagao, gama de massas, gas cortina, gas | e 2, neste caso o azoto, temperatura e

voltagem.
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Tabela 11 — Condigcoes de funcionamento do sistema LC.

Fluxo 0,5 mL/minuto
Volume de injecao 10 L
Tempo de corrida I minutos
Temperatura da coluna 40°C

Temperatura do amostrador 10°C

Fase movel A: 0,1% de acido formico em agua

Fases moveis
Fase moével B: Acetonitrilo

Condices do gradiente Tempo Fase movel A (%) Fase movel B (%)
(minutos)

0 97

2 97

5 40 60
9 0 100
10 3 97
Il 97 3

Tabela 12 - Condi¢des de funcionamento do sistema ToF-MS.

Modo de ionizacado Electrospray, modo positivo
Gama de massas (Da) 100-920
Gas cortina (CUR) 25 psig
Gas | (psig) 45 psig
Gas 2 (psig) 45 psig
Temperatura (°C) 575 °C
Voltagem (V) 5500 V
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4.8) Procedimento de Validacao

Como foi descrito anteriormente, a validagdio do método analitico para detegao e
quantificagao de antibioticos em figado de leitao foi executada tendo em conta os critérios
de validagio da Decisio da Comissao 2002/657/CE™. Para o procedimento de validacio do
método de triagem, foram analisadas 20 amostras brancas, bem como 20 amostras
fortificadas ao nivel do CCB, correspondente a 0,5 LMR. Quanto as 20 amostras brancas,
estas foram realizadas para se verificar se continham ou nao algum tipo de residuo ou
interferente que pudesse afetar a identificagao dos analitos pesquisados.

Os critérios de identificagao avaliados foram o Tempo de Retengao Relativo (TRR), cuja
variagao devera ser inferior a 2,5% e a massa exata cujo desvio devera ser inferior a 5 ppm.
Relativamente a validagado do método de confirmagao, os critérios de identificagao foram
baseados na exatidio de massa, tempo de retengao, razao isotopica e padrao de
fragmentagao, respeitando os mesmos critérios do método de triagem (TRR<2,5% e
Am<5ppm).

Para a razao isotopica foi considerado um desvio maximo aceitavel de 10%, e para o padrao
de fragmentagao o valor minimo aceite para a identificagao positiva foi estabelecido para
70%. Visto que estes dois parametros nao constam na legislagao, estes valores foram
estimados internamente apds a validagao de outras metodologias, onde se chegou a
conclusao da veracidade dos mesmos, foi também tida em consideragao o aconselhamento

do fabricante como sendo critérios de aceitagao recomendados.

4.8.1 Seletividade/Especificidade/Aplicabilidade

Para o parametro seletividade/especificidade/aplicabilidade procedeu-se a andlise de 20
amostras brancas aplicando o método a validar, ou seja UHPLC-ToF-MS. Este método faz
parte do procedimento de rotina do laboratério, onde sao analisadas diversas matrizes
animais. Assim sendo, foi feita a extensio para figado de leitio para comprovar a
seletividade/especificidade/aplicabilidade do método. A extensio do método, foi performada

a partir do método anteriormente validado, em 2014, por Freitas, A. e colaboradores 2,

4.8.2 Veracidade/ Recuperacao

O parametro de veracidade nao foi possivel determinar neste procedimento experimental,
pois nao haviam materiais de referéncia certificados (MRC) disponiveis no laboratoério.
Assim, e como mencionado anteriormente, caso o MRC nao esteja disponivel, aceita-se que
a veracidade das medicoes seja avaliada através da recuperagao.
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Para determinar a recuperagao, foram fortificadas 6 amostras brancas para cada uma das
concentragoes (0,5 LMR, | LMR e [,5 LMR), foi aplicado o método analitico a validar e
calculou-se a concentragao final para cada amostra. A recuperagao foi calculada com o
auxilio da Equagao 6 e verificou-se se cada um dos antibidticos pesquisados se encontrava

conforme os valores aceitaveis.

4.8.3 Precisao: Repetibilidade e Reprodutibilidade

Para a determinagao da repetibilidade, preparou-se um conjunto de amostras brancas
fortificadas a 0,5 LMR, LMR e [,5 LMR. Para cada nivel, fizeram-se seis duplicados. Calculou-
se, também para cada nivel, a concentragao média obtida, o desvio-padrao e o CV,
repetindo-se 0 mesmo processo para mais dois dias distintos.

Quanto ao parametro reprodutibilidade, um conjunto de amostras brancas fortificadas a 0,5
LMR, | LMR e I,5 LMR, foi devidamente preparado, sendo que para cada nivel foram feitos 6
duplicados. Repetiu-se o mesmo procedimento mais duas vezes, em dias diferentes e com
diferente operador. Calculou-se, para cada nivel, a concentragao média obtida, o desvio-
padrao e o CV (Equagao 7). Os valores de repetibilidade e de reprodutibilidade foram

confrontados com os valores aceitaveis, de acordo com a Equagao de Horwitz (Equagao 8).

4.8.4 Capacidade de detecdao (CCua) e limite de decisao (CCp)

A capacidade de detecdo e o limite de decisao foram calculados através das equagoes 4 e 5.
Para estes parametros, 20 amostras brancas foram fortificadas ao nivel do LMR, seguindo o
processo analitico a validar.

Para compostos cujo o LMR nio esteja estabelecido no Regulamento n°37/2010™, foram
estimadas concentragoes semelhantes a um composto pertencente a mesma familia de
antibiéticos, e que possua LMR estabelecido, a fim de obter um valor o mais coerente

possivel.

4.8.5 Curvas de Calibracao

As curvas de calibragao foram construidas através da fortificagao de amostras brancas com
seis niveis de concentragao distintos: ABF| corresponde a 0,5 LMR, ABF2 corresponde a |
LMR, ABF3 corresponde a I,5 LMR, ABF4 corresponde a 2 LMR e por fim ABF5
corresponde a 2,5 LMR, conforme o descrito na Tabela 10. A extragao das amostras para a
curva foi repetida em trés dias diferentes e foram utilizados lotes de reagentes distintos ao

longo deste procedimento experimental. Na Tabela |3, sao descritos os niveis de
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fortificagao usados e o respetivo nimero de réplicas efetuadas em cada um dos trés dias de

validacao.

Tabela 13 - Niveis de Fortificacdo usados para tragar as retas de calibragao

Designacdo da amostra Concentracdao Numero de réplicas
ABF | 0,5LMR 6
ABF 2 | LMR 6
ABF 3 1,5 LMR 6
ABF 4 2 LMR I
ABF 5 2,5 LMR I
ABR 0 I

5. Apresentacdo e discussao de resultados

5.1)Extensdao do método

Freitas e colaboradores, em 2014”2, validaram uma metodologia multi-residuos e multi-
classe para determinagao de antibioticos em figado de bovino, e para tal, recorreram a SPE
com colunas OASIS HBL. No seguimento deste estudo, pretendeu-se otimizar o método de
extragao anteriormente publicado. Como se trata de uma matriz complexa, foram testadas
algumas colunas de SPE que poderiam ser mais vantajosas para facilitar a identificagao dos
compostos pesquisados, a fim de obter um extrato o mais limpo possivel, com menos
interferentes que possam comprometer a identificagio dos nossos compostos e assim
otimizar recuperagoes. Quatro diferentes tipos de colunas SPE foram testadas: C18 200 mg,
C18 500 mg, OASIS HBL 200 mg e Prime HBL 200 mg com e sem etapa de limpeza. No
caso destas ultimas colunas, foi aconselhado pelo fabricante a utilizagao destas colunas sem

pré-condicionamento.

Através da observagao da Figura 10, foi possivel concluir que a coluna OASIS HBL 200 mg
apresentou os melhores resultados, onde foram observados 52 compostos pertencentes as
7 familias de antibioticos, nos quais, 5 correspondem aos padroes internos.
Deste modo, a coluna OASIS HBL 200 mg foi a selecionada para este processo experimental

na matriz figado de leitao. Esta coluna, foi também a escolhida e utilizada pelos autores que
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validaram um método para a determinacio de antibiéticos em figado de bovino™, no estudo

referido anteriormente.
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Figura 10 — NUmero de antibioticos detetados depois de seguidos 5 diferentes tipos de preparagcao
de amostra com variagao nas colunas SPE, incluindo os padroes internos.

5.2) Extensao do método para novos compostos

Pelo mesmo autor referido anteriormente, foram validados 39 antibioticos para o figado de
bovino em 2014 ?3 dos quais apenas 5 antibidticos nio foram introduzidos na validagiao do
método em figado de leitdo, a saber, Sulfametazina, Sulfametoxipiridazina, Eritromicina,
Amoxicicilina e Clorofenicol. Contudo, foram validados e introduzidos neste trabalho
experimental mais || novos compostos, dos quais 6 pertencem a familia das Cefalosporinas
(Cefalonium, Cefapirina, Cefazolina, Cefoperazona, Cefquinoma e Ceftiofur), 2 pertencentes
a familia das Tetraciclinas (Epi-Clorotetraciclina e Epi-Tetraciclina), 2 pertencentes a familia
das Penicilinas (Ampicilina e Benzilpenicilina) e | pertencente a familia das Sulfonamidas
(Sulfadimidina).

Assim sendo, neste estudo foi possivel realizar a extensao de 39 para 45 compostos.
Seguindo o mesmo procedimento de extragao e de validagao, analisando tanto de amostras
brancas como amostras brancas fortificadas, concluimos que a identificagao destes
compostos era inequivoca e por isso, a validagdo demonstrou que o método pode ser

utilizado também para estes compostos.
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5.3) Validacao

O desempenho do método multiresiduos para a detegao e confirmagao dos 45 antibioticos
pertencentes a 7 familias distintas foi verificado através do estudo de validagao tendo em
conta os critérios da Decisio da Comissio 2002/657/CE®*, como ji foi referido. Nos
pontos seguintes estao apresentados, para cada parametro de validagao, os resultados
obtidos assim como a interpretagao dos mesmos relativamente aos critérios que guiaram

este processo.

5.3.1 Validacao do método de triagem e confirmacao

Para a validagao do método de triagem, foram analisadas 20 amostras brancas ao nivel do
CCa, sendo os critérios de identificagao o tempo de retengao e o desvio da massa exata. Os
TRR foram calculados através da Equagao |, descrita anteriormente. Na Tabela 14, estao
representados os resultados para todos os 45 antibidticos validados neste trabalho
experimental. Para a detegao no que diz respeito ao maximo de desvio obtido TRR (%) e ao
erro maximo do desvio de massa (ppm), verificou-se que para todos os compostos, os
critérios foram respeitados (TRR<2,5% e Am<5ppm).

O maximo desvio TRR encontrado foi para os compostos Cefquinoma e Dicloxacilina com
0,8 %, com um erro maximo de desvio de massa de -0,9 ppm e -1 ppm, respetivamente.

O erro maximo do desvio de massa encontrado foi para os compostos Ampicilina e
Marbofloxacina com 3,5 ppm e 2,9 ppm, respetivamente.

Na Tabela 14 também sao apresentados os resultados para o método de confirmagao
através do score do espetro de fragmentagao (%). Para este parametro o valor minimo
aceite para a identificagao positiva foi estabelecido para 70%, e este critério foi respeitado
para todos os compostos estudados.

O composto onde se obteve um maior desvio para este parametro foi o Cefalonium com
99,9%, e onde se verificou um menor desvio foi para o composto Enoxacina com 81% de

score do espetro de fragmentagao.
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Tabela 14 - Resultados da validagao em figado de leitdo para o método de triagem e confirmagao.

DETECcAo CONFIRMACAO
+ TEMPO DE | MAXIMO DE SCORE
COMPOSTO FORMULA [M+H] RETENCAO DESvIO E,RRO ESPECTRO DE
(DA) MAXIMO N
(MIN) OBTIDO FRAGMENTACAO

TRR(%) | PP™) (%)
Ampicillina CieHsN;O,4S 350,11690 4,10 0,4 3,5 98,4
Benzilpenicilina Ci¢H1sN,O.S 335,10601 4,40 0,3 2,5 93,8
Cefalonium CyoH/sN4OsS, 459,07914 4,20 0,4 0,6 99,9
Cefapirina C|7H |7N30652 424,063 16 3,90 0,7 0,7 99,5
Cefazolina Ci4H4sNsO,S; 455,03729 4,50 0,4 0,8 98,1
Cefaperazona CasH27NsOsS, 646,14968 4,80 0,4 -24 94,7
Cefquinoma Ca3H24N(OsS, 529,13224 4,00 0,8 -0,9 96,9
Ceftiofur CisH7Ns0O5S; 524,03629 5,10 0,3 0,7 99,2
Clorotetraciclina C1H2»3CIN,Og 479,12157 4,40 0,2 0,5 96,3
Cinoxacina Ci2HoN,Os 263,06625 4,97 0,5 | 91,7
Ciprofloxacina Ci7HsFN;O; 332,14050 4,20 0,4 3,3 89,3
Danofloxacina CisH2FN;O3 358,15615 4,30 0,5 0,9 90,5
Dicloxacilina CisH7CIh,N;OsS | 470,03387 6,10 0,8 -1 98,5
Doxiciclina C22H24N203 445, | 6054 4,70 0, | 0,6 95,0
Enoxacina CisH7FN4O; 321,13575 4,20 0,4 0,9 81,0
Enrofloxacina Ci9H»FN;O4 360,17180 4,30 0,3 1,8 83,9
Epi-Clorotetraciclina CH,3CIN,Og 479,12157 4,27 0,2 0,9 93,3
Epi-Tetraciclina CH24N,Oq 445,16054 4,16 0,2 0,9 88,6
Flumequina Ci4H,FNO; 262,08740 5,60 0,5 1,3 90,9
Marbofloxacina Ci7H/sFNLO, 363,14631 4,12 0,2 2,9 89,1
Nafcillina C;1H»N,O5S 415,13222 6,00 0,3 0,4 95,7
Acido Nalidixico CiaHLN,O; 233,09207 5,50 0,4 -0,9 97,4
Norfloxacina Ci¢H/sFN;O4 320,14050 4,20 0,3 2,8 84,8
Ofloxacina CigH,0FN;0,4 362,15106 4,20 0,2 2,4 90,3
Oxacilina Ci9HsN;O5S 402,11182 5,70 0,3 -0,9 91,7
Acido Oxolinico Ci3H;INOs 262,07100 5,10 0,4 1,3 90,4
Oxitetraciclina CH24N,0O4 461,15546 4,25 0,1 0,4 92,8
Espiramicina C4H7N,O 4 843,52128 4,50 0,7 0,9 98,4
Sulfacloropiridazina CoHsCIN4O,S 285,02075 4,90 0,6 -1 78,6
Sulfadiazina CioHoN4O,S 251,05972 3,90 0,3 | 93,9
Sulfadimetoxina CoHisN4O,S 311,08085 5,30 0,2 0,9 94,3
Sulfadimidina C2H1sN4O,S 279,09102 4,55 0,2 -1,7 85,0
Sulfadoxina CoHisN4O,S 311,08085 4,95 0,4 1,9 98,2
Sulfametiazol CoH 0N4O,S, 271,03180 4,50 0,4 | 88,4
Sulfametoxazol CioHi1N;O5S 254,05939 4,95 0,4 -0,9 93,7
Sulfanilamida CeHsN,O,S 173,03793 1,30 0,6 -1 95,7
Sulfapiridina Ci1HIN;O,S 250,06447 4,16 0,5 -0,8 94,3
Sulfaquinoxalina C4H2NLO,S 301,07537 5,30 0,3 0,9 92,9
Sulfatiazol CoHsN;O,S, 256,02090 4,15 0,4 11 98,7
Sulfisomidina CoHisNLO,S 279,09102 3,80 0,5 11 90,3
Sulfisoxazol C1H3N;0sS 268,07504 5,00 0,1 0,9 92,6
Tetraciclina CiH24N,O4 445,16054 4,30 0,7 | 89,0
Tilmicosina C46H80Nzo|3 869,57332 4,80 0,3 0,7 98,6
Trimetoprim Ci4HsN4O3 291,14517 4,12 0,1 0,9 90,0
Tilosina C46H77NO|7 9 | 6,52643 5, |0 0, | 0,7 93,6
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5.3.2 Curvas de calibracdo

As curvas de calibragao, foram tragadas em triplicado para cada um dos antibidticos a partir
da analise de amostras brancas fortificadas em concentragoes proximas do LMR. Ou seja,
para a realizacao das curvas de calibragao, as amostras foram fortificadas nas concentragoes
0,5 LMR, I LMR, 1,5 LMR, 2 LMR e 2,5 LMR durante trés dias distintos. Dado ao nimero
elevado de compostos analisados e de forma a simplificar a apresentacao dos resultados, foi
selecionado um dos compostos entre os 45 compostos validados, novamente a
enrofloxacina, pertencente a familia das quinolonas, a titulo de exemplo. Neste caso, a
enrofloxacina tem um LMR de 200 pg/kg para o figado de suino, e por isso as amostras
foram fortificadas com 100, 200, 300, 400 e 500 pg/kg, e com o padrao interno
correspondente, lomefloxacina.

Para a determinagao recorreu-se a area do pico de enrofloxacina da transi¢ao idnica mais
intensa e calculou-se a area relativa a partir da razao entre a area desse pico e a do padrao
interno conforme apresentado nas Tabelas |5, 16 e |7 para cada um dos trés dias.

O critério de linearidade estabelecido foi o de que o correspondente coeficiente de
correlagio fosse superior a 0,95 (R*>0,95), critério que foi observado em todas as moléculas
nos trés dias de validagdo. Nas Tabelas 15, 16 e |7 estio apresentados os valores da
intensidade relativa da area do composto enrofloxacina, obtidos em cada um dos 3 dias e
para as concentragoes analisadas. As Figuras |1, 12 e |3 apresentam as retas de calibragao,

correspondentes, obtidas em cada um dos trés dias.

Tabela 15 - Dados utilizados nos calculos dos varios paramétros de validagao: Intensidade relativa
em area da enrofloxacina obtida para o dia |I.

Concentracao DIA 1 MEDIA Y
0,000 0,000 0,000
500,000 2,803 2,803
100,000 0,539 0,549 0,526 0,562 0,575 0,566 0,553
200,000 1,081 1,081 1,079 1,128 1,239 1,179 1,131
300,000 1,592 1572 1,554 1,667 1,617 1,643 1,607
400,000 1,858 1,858
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Figura | | — Reta de calibragio para enrofloxacina para o dia |.

Tabela 16 — Dados utilizados nos calculos dos varios parametros de validagao: Intensidade relativa
em area da enrofloxacina obtida para o dia 2.

Concentracéo DIA 2 MEDIA Y
0,000 0,000 0,000
500,000 2,845 2,845
100,000 0,598 0,628 0,574 0,601 0,686 0,689 0,629
200,000 1,071 1,171 1,295 1,278 1,163 1,294 1,212
300,000 1,702 1,598 1,657 1,820 1,756 1,705 1,706
400,000 1,838 1,838
DIA 2
3
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Figura 12 — Reta de calibragcao para enrofloxacina, para o dia 2.
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Tabela 17 - Dados utilizados nos calculos dos varios parametros de validagio: Intensidade relativa
em area da enrofloxacina obtida para o dia 3.

Concentracio DIA 3 MEDIA Y
0,000 0,000 0,000
500,000 2,620 2,620
100,000 0533 | 0504 0325 | 0554 | 0518 0573 0,501
200,000 1095 | 1,095 1,094 1096 | 1,070 1,151 1,100
300,000 1437 | 1264 1,495 1329 | 1346 1,423 1,382
400,000 1,619 1,619
DIA 3
3
2,5 oo ®
2 . -
- -
=15 _’,,-o"’ ¢
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Figura 13 — Reta de calibragdo para o composto enrofloxacina, para o dia 3.
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5.3.3 Método de Confirmacao por Fragmentacao

O presente estudo, como atras se referiu, pretende propor critérios de validagao, baseados
nos principios estabelecidos na Decisio da Comissio 2002/657/CEPY e nos principios
definidos na secgao 4.8, para a utilizagago da metodologia ToF-MS como método de
confirmagao. Os critérios de identificagao assentam em quatro parametros: exatidao de
massa, tempo de retengao, razdo isotopica e padrao de fragmentagao. Tomando como
exemplo a enrofloxacina (ambibiético mais vezes detetado no nosso estudo — ver resultados
no capitulo 6), na Figura |4 é possivel avaliar a aceitagao dos dois primeiros critérios: ARRT
<2,5% e Am <5 ppm, ambos cumpridos, e nas Figuras 15 e |16 apresentam-se os resultados

referentes aos outros dois parametros.

1268 .
1168 C19H23FN303

Il [M+H] =360.17180
b Max ARRT = 0.3%

jgez Max Appm= 1.8 ppm
e

6.0e5
5065
4065
3065
2065

432

05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 6.5 0
Time, min

Figura 14 — Cromatograma de UHPLC-ToF-MS para Enrofloxacina ao nivel do LMR em figado de leitao.

Na Figura 15, é apresentado o espetro de fragmentagao, onde A é o espetro da amostra
enriquecida ao nivel do LMR para a enrofloxacina e B é o espetro retirado da biblioteca
LibraryView™ Software, fornecida juntamente com o equipamento (Siex), para esse mesmo
composto. Para este composto ao nivel de LMR numa amostra fortificada, a sobreposigao
dos espetros foi de 98% tendo-se obtido durante a validagdo um minimo para este
composto de 83,9%.

O antibiético onde foi verificado o maximo score de fragmentagao corresponde ao
cefanolium com 99,9% e o minimo score de fragmentagao observado foi para a enoxacina
com 81%. Para os demais compostos analisados, o score obtido foi sempre superior a 70%,

respeitando o valor definido como o minimo aceite para uma identificagao positiva.

49



% Intensity (of 3.2e4)

100% -

90% A

80% A

70% A

60% -

50% -

40% -

30% o

20% A

10% A

0%

98% score para Enrofloxacina
Min Score obtido: 83.9%

245.1090

217.0418

203.0618

189.0461 || ! 231.0936
;
1

243.0571
258.0679
I
i

316.1828

286.0997
314.1671

288.1514
300.1153

342.1617

360.1722

-10% 4
-20% 4
-30% 4
-40% 4
-50%
-60% -
-70% A
-80% 4
-90 %

-100% -,

T

I
— }

110

120 130

140

150 160

170

180 190 200 210 220 230 240

Mass/Charge, Da

250 260

270 280 290 300 310 320

330 340 350 360

Figura 15 — Espetro de fragmentagao obtido com ToF-MS para a enrofloxacina ao nivel do LMR
no figado de leitao: A- Amostra fortificada com enrofloxacina ao nivel do LMR; B- Espetro da
biblioteca.

Em relagao a razio isotopica, durante o processo de validacdo, as diferencas encontradas

entre o padrao teorico e o padrao real, foram inferiores a 10% para todos os compostos,

respeitando assim o critério de aceitagao. Na Figura 16, é apresentado um exemplo para a

enrofloxacina, novamente ao nivel do LMR, onde é possivel observar uma diferenga de

apenas 3% entre o calculado pelo software e o obtido para uma amostra fortificada de figado

de leitao.
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Figura 16 — Sobreposicao da razao isotopica: padrao tedrico e real numa amostra de figado de
leitao ao nivel do LMR para a enrofloxacina.
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5.3.4 Seletividade/ Especificiade/ Aplicabilidade

Através da andlise as 20 amostras brancas analisadas para este parametro, comprovou-se a
inexisténcia de qualquer interferente que pudesse comprometer a identificagdo inequivoca
de todos os 45 antibidticos analisados. Neste procedimento experimental, foi também
introduzido a variagao da espécie animal, de forma a comprovar a aplicabilidade do método.

A inexisténcia de interferentes foi constatada para todas as 20 amostras.

5.3.5 Veracidade/Recuperacao

Tal como mencionado anteriormente, nao foi possivel proceder a determinagio da
veracidade, devido a inexisténcia de materiais de referéncia. Consequentemente, procedeu-
se ao calculo da recuperagao para cada composto. A recuperagao foi calculada através da
Equagao 6, com amostras fortificadas ao nivel do LMR, para as concentragoes: 0,5 LMR, |
LMR e 1,5 LMR, com seis réplicas para cada nivel de fortificagao e cada réplica por sua vez
analisada em trés dias distintos. A Tabela 18 apresenta os resultados da recuperagao para
cada um dos 45 compostos validados, compreendidos entre os 82 e os 120%, sendo que a
epi-tetraciclina foi a que apresentou o valor mais baixo, 82%, e a ampicilina o valor mais

elevado com 120% de taxa de recuperagao.

Tabela 18 - Valores de Recuperagao (%) para cada composto.

Composto Recuperacao (%)

Ampicilina 120
Acido Nalidixico [

Acido Oxolinico 99
Benzilpenicilina (penG) 109
Cefalonium 102
Cefaperazona 93
Cefapirina 94
Cefazolina 109
Cefquinoma 102
Ceftiofur 103
Cinoxacina 92
Ciprofloxacina 101
Clorotetraciclina 94
Danofloxacina 104
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Dicloxacilina 97

Doxiciclina 102
Enoxacina 95
Enrofloxacina 105
Epi-Clorotetraciclina 85
Epi-Tetraciclina 82
Espiramicina 95
Flumequina 103
Marbofloxacina 95
Nafcilina 100
Norfloxacina 104
Ofloxacina 99
Oxacilina 99
Oxitetraciclina 99
Sulfacloropiridazina 99
Sulfadiazina 100
Sulfadimetoxina 104
Sulfadimidina 105
Sulfadoxina 101
Sulfametiazol 104
Sulfametoxazol 102
Sulfanilamida 94
Sulfapiridina 100
Sulfaquinoxalina 10l
Sulfatiazol 101
Sulfisomidina 93
Sulfisoxazol 103
Tetraciclina 99
Tilmicosina 103
Tilosina 90
Trimetoprim 97

5.3.6 Precisao: Repetibilidade e Reprodutibilidade

A repetibilidade do método foi calculada através da fortificagao das amostras brancas em
trés niveis de fortificagao (0,5 LMR, | LMR e |,5 LMR), tendo sido efetuadas seis réplicas
para cada um dos niveis de concentragao, repetidas em trés dias distintos. Desta forma,
procedeu-se ao calculo do desvio padrao e da média através da curva de calibragao. A partir
do valor médio foi calculado o CV que nao deve ultrapassar 2/3 do valor obtido pela
Equagao de Horwitz, como mencionado anteriormente.

Na Tabela 19, é possivel verificar os valores de repetibilidade (%) e o respetivo critério de
aceitagao para cada composto, onde o maior valor obtido foi para a benzilpenicilina (penG)
com 21%. No entanto, para este composto, bem como para epi-clorotetraciclina e
espiramicina, este parametro nao foi respeitando, pois ultrapassou o critério de aceitagao
estipulado pela Equagao de Horwitz. Este facto pode justificar-se, possivelmente, por estes
compostos serem mais suscetiveis a efeitos matriz, causando estas variagoes. Contudo, os
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resutantes resultados foram de acordo com o maximo aceito pela Equagao de Horwitz, de

acordo com o requerido pela decisao 2002/657/CE™,

Tabela 19 - Valores de Repetibilidade (%) e respetivo critério de aceitacao para cada composto.

Composto Repetibilidade (%)  Critério de Aceitacao
Ampicilina 16 17
Acido Nalidixico 12 15
Acido Oxolinico |l 14
Benzilpenicilina (penG) 21 17
Cefalonium 16 19
Cefaperazona 14 17
Cefapirina 14 19
Cefazolina 14 17
Cefquinoma 13 15
Ceftiofur 7 10
Cinoxacina 13 15
Ciprofloxacina 8 14
Clorotetraciclina 12 13
Danofloxacina 7 |4
Dicloxacilina 8 13
Doxiciclina Il 13
Enoxacina 8 15
Enrofloxacina 9 14
Epi-Clorotetraciclina 20 13
Epi-Tetraciclina 8 13
Espiramicina 19 10
Flumequina 8 12
Marbofloxacina Il |4
Nafcilina 8 13
Norfloxacina 12 15
Ofloxacina I 15
Oxacilina 7 13
Oxitetraciclina 10 13
Sulfacloropiridazina 6 I5
Sulfadiazina 12 15
Sulfadimetoxina 5 15
Sulfadimidina 6 15
Sulfadoxina 12 15
Sulfametiazol 13 15
Sulfametoxazol Il 15
Sulfanilamida 12 15
Sulfapiridina I I5
Sulfaquinoxalina 5 I5
Sulfatiazol 9 15
Sulfisomidina 12 15
Sulfisoxazol 5 15
Tetraciclina 10 13
Tilmicosina 9 Il
Tilosina 12 15
Trimetoprim 10 17
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Para determinar a reprodutibilidade, foi aplicado o mesmo procedimento que para a
repetibilidade. Deste modo, novamente, o CV nao devera exceder o valor obtido pela
Equacao de Horwitz. Na Tabela 20, é possivel observar os valores de reprodutibilidade
obtidos e respetivo critério de aceitacao para todos os 45 compostos analisados. Sendo que
valor mais elevado de reprodutibilidade foi também para a benzilpenicilina com 22%, bem
como para a epi-clorotetraciclina. Ainda assim, para este ultimo composto (epi-
clorotetraciclina) e para a espiramicina, nao cumprem este critério, pois ultrapassam o CV
estipulado pela Equagao de Horwitz. Este fator pode ser justificado pelo facto, novamente,
destes compostos serem suscetiveis a efeitos matriz, causando estas variagoes, onde
futuramente seria interessante e importante realizar um estudo mais completo sobre os
efeitos matriz para cada composto individualmente.

Os demais antibioticos analisados neste estudo, mostraram a aceitagao para o critério de

reprodutibilidade.

Tabela 20 - Valores de Reprodutibilidade (%) e respetivo critério de aceitagao para cada composto.

Composto Reprodutibilidade (%) Critério de Aceitacdo
Ampicilina 21 25
Acido Nalidixico I5 26
Acido Oxolinico 17 21
Benzilpenicilina (penG) 22 25
Cefalonium 18 29
Cefaperazona 15 25
Cefapirina 15 29
Cefazolina 16 25
Cefquinoma 16 23
Ceftiofur 8 14
Cinoxacina 16 23
Ciprofloxacina 9 20
Clorotetraciclina 15 19
Danofloxacina 7 20
Dicloxacilina 9 19
Doxiciclina 12 19
Enoxacina 10 23
Enrofloxacina 8 20
Epi-Clorotetraciclina 22 19
Epi-Tetraciclina 10 19
Espiramicina 20 14
Flumequina 10 18
Marbofloxacina 14 21
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Nafcilina 8 19
Norfloxacina 15 23
Ofloxacina 14 23
Oxacilina 8 19
Oxitetraciclina 12 19
Sulfacloropiridazina 7 23
Sulfadiazina 13 23
Sulfadimetoxina 6 23
Sulfadimidina 7 23
Sulfadoxina 14 23
Sulfametiazol 16 23
Sulfametoxazol 15 23
Sulfanilamida 13 23
Sulfapiridina 13 23
Sulfaquinoxalina 6 23
Sulfatiazol 10 23
Sulfisomidina 16 23
Sulfisoxazol 8 23
Tetraciclina | 19
Tilmicosina 10 16
Tilosina 13 23
Trimetoprim 12 25

5.3.7 Capacidade de detecao e Limite de decisao

Os valores de CCB e CCa, foram determinados através da analise de amostras brancas

fortificadas ao nivel do LMR, para o método de confirmagao. O CCf bem como o CCa

foram avaliados para cada um dos trés dias de validagao. Na Tabela 21, podemos observar

os valores obtidos para estes dois parametros para cada um dos 45 compostos validados.

Estes valores foram obtidos tendo em conta os LMRs estabelecidos e o desvio padrao

observado nas amostras fortificadas, por aplicagao das equagoes 4 e 5.

Tabela 21 - Valores de CCB (ug/kg) e CCa (pg/kg) para cada um dos compostos.

Composto CCB (ug/kg) CCa (ug/kg)
Ampicilina 9l 65
Acido Nalidixico 1,9 1,4
Acido Oxolinico 288 213
Benzilpenecilina (penG) 85 67
Cefalonium 18 91
Cefaperazona 1,6 I,
Cefapirina 0,7 0,5
Cefazolina 9,7 78
Cefquinoma 147 11
Ceftiofur 3093 2286
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Cinoxacina 0,2 0,1

Ciprofloxacina 255 216
Clorotetraciclina 422 307
Danofloxacina 288 251
Dicloxacilina 383 316
Doxiciclina 391 319
Enoxacina 4.4 3,2
Enrofloxacina 287 252
Epi-Clorotetraciclina 446 323
Epi-Tetraciclina 363 326
Espiramicina 2678 2104
Flumequina 634 595
Marbofloxacina 195 161
Nafcilina 385 324
Norfloxacina 13 8,2
Ofloxacina 3,1 2,1
Oxacilina 371 315
Oxitetraciclina 44| 327
Sulfacloropiridazina 136 112
Sulfadiazina 153 121
Sulfadimetoxina 131 112
Sulfadimidina 155 128
Sulfadoxina 146 122
Sulfametiazol 161 129
Sulfametoxazol 147 121
Sulfanilamida 116 107
Sulfapiridina 166 125
Sulfaquinoxalina 140 122
Sulfatiazol 178 134
Sulfisomidina 138 106
Sulfisoxazol |57 120
Tetraciclina 386 313
Tilmicosina 1707 1364
Tilosina 144 105
Trimetoprim 75 62

6. Analise de amostras reais de figado de leitdao

Trinta e seis amostras de figado de leitao da regiao da Bairrada, foram recolhidas entre
novembro de 2018 a fevereiro de 2019 e analisadas pela metodologia analitica ja validada
UHPLC-ToF-MS. Para a primeira colheita de amostras correspondente ao més de novembro
foram analisadas |5 amostras (Amostra [-15). Para a segunda colheita de amostras
correspondente ao més de fevereiro foram analisadas 21 amostras (Amostra A-V),
perfazendo um total de 36 amostras analisadas.

Nas Tabelas 22 e 23 sao apresentados os resultados das amostras analisadas, bem como os
respetivos LMR.

Podemos observar que para a primeira colheita de amostras, realizada em novembro de

2018, todas as |5 amostras continham residuos de antibioticos, sendo de realgar que numa
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das amostras analisdas form detetados 9 residuos de antibidticos diferentes, enquanto em
quatro das amostras foram identificados 4 residuos, sendo que 3 das amostras apresentaram
s6 um residuo de antibiotico (Figura 17).

Na segunda colheita de amostras, realizada em fevereiro de 2019, os residuos de
antibioticos foram encontrados em cerca de 47% nas 2| amostras analisadas, onde dez delas
nao continham nenhum tipo de residuo de antibidtico, sete amostras continham residuos de
apenas um antibiodtico e quatro amostras continham residuos de dois antibioticos diferentes
(Figura 18).

Este facto pode dever-se, por exemplo, a época do ano em questao, ao produtor, a falta de
consulta de um médico veterinario, bem como a dosagem distinta de antibidticos
administrada aos animais cujos figados foram analisados.

Os antibidticos encontrados em mais abundancia nas 36 amostras reais analisadas foram a
enrofloxacina, pertencente a familia das quinolonas, sendo este composto detetado em 22
amostras, a tilmicosina, pertencente a familia dos macrolidos, detetada em |0 amostras, e a
danofloxacina, da familia das tetraciclinas, detetada em 9 das amostras.

Em relacdo as 7 familias de antibidticos estudadas, nas amostras reais foram encontradas 3
familias de antibioticos: Quinolonas, onde foram identificados 9 residuos de antibioticos
pertencentes (enrofloxacina, ciprofloxacina, danofloxacina, flumequina, ofloxacina,
norfloxacina, acido oxolinico, marbofloxacina e cinoxacina); Macrolidos, onde foram
observados 2 residuos pertencentes a essa familia (tilmicosina e espiramicina) e Tetraciclinas,
onde foram observados dois residuos de antibidticos (oxitetraciclina e doxiciclina) (Figura
[9). E estas familias de antibioticos estao entre as mais utilizadas para o tratamento de
infecoes em suinos, pelo que nao é de estranhar que tenham sido as mais detetadas.
Contudo, é importante salientar que todos esses residuos de antibidticos foram
encontrados em concentragoes minimas, nao excedendo o nivel de LMR estabelecido pelo
Regulamento n° 37/2010 da Comissdo Europeia™!.

Ainda assim, torna-se relevante referir, pela positiva, que nenhum residuo de antibiotico
encontrado nas amostras reais estudadas pertence as substancias proibidas. Alguns
antibidticos encontrados, pertencentes a familia das Quinolonas, nomeadamente a
ofloxacina, norfloxacina e cinoxacina, nao possuem um LMR estabelecido nesse mesmo
regulamento, o que nos indica que os produtores de suinos, de onde foram colhidos os
figados analisados, utilizaram quer antibidticos com LMR estabelecido, quer sem LMR

estabelecido pelo regulamento n°37/2010/CE, mas nunca antibiéticos proibidos.
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Tabela 22 - Concentracao dos residuos de antibiodticos nas |5 amostras colhidas em novembro de
2018, e respetivo LMR.

Amostra Composto Concentracdo (pg/kg) LMR (ug/kg)
Amostra | Enrofloxacina 2,3 200
Tilmicosina 35,1 1000
Ciprofloxacina 8,7 200
Danofloxacina 12,6 200
Enrofloxacina 1,7 200
Amostra 2 Flumequina 52,1 500
Ofloxacina 12,2 Nao estabelecido
Espiramicina 2,7 2000
Tilmicosina 34,9 1000
Ciprofloxacina 14,6 200
Danofloxacina 28,5 200
Enrofloxacina 14,6 200
Flumequina 52,5 200
Amostra 3 Norfloxacina 15,8 Nao estabelecido
Ofloxacina 18,7 Nao estabelecido
Acido Oxolinico 17,9 150
Espiramicina 107,3 2000
Tilmicosina 95,9 1000
Ciprofloxacina 9,2 200
Danofloxacina 14,4 200
Amostra 4 Enrofloxacina 3,6 200
Espiramicina 13,7 2000
Tilmicosina 39,8 1000
Danofloxacina 15,2 200
Amostra 5 Enrofloxacina 5,0 200
Espiramicina 60,0 2000
Tilmicosina 80,0 1000
Danofloxacina 12,2 200
Amostra 6 Enrofloxacina 3,1 200
Tilmicosina 35,3 1000
Danofloxacina 14,0 200
Amostra 7 Enrofloxacina 3,7 200
Espiramicina 17,2 2000
Tilmicosina 40,4 1000
Amostra 8 Enrofloxacina 1,5 200
Amostra 9 Enrofloxacina 0,8 200
Danofloxacina 0,7 200
Enrofloxacina 1,5 200
Amostra 10 Espiramicina 34,1 2000
Tilmicosina 7,8 1000
Ciprofloxacina 3,3 200
Danofloxacina 3,1 200
Doxiciclina 7.8 300
Amostra || Enrofloxacina 2,9 200
Marbofloxacina 1,2 150
Oxitetraciclina 108,0 300
Espiramicina 33,2 2000
Tilmicosina 3,7 1000
Danofloxacina 0,9 200
Amostra 12 Enrofloxacina 2,1 200
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Marbofloxacina 0,8 150

Oxitetraciclina 89,1 300
Espiramicina 31,5 2000
Tilmicosina 1,6 1000
Cinoxacina 0,7 Nao estabelecido
Amostra I3 Enrofloxacina 1,6 200
Oxitetraciclina 82,3 300
Amostra 14 Oxitetraciclina 59,3 300
Cinoxacina 2,1 Nao estabelecido
Amostra |5 ,Enroﬂoxacina 1,9 200
Acido Oxolinico 0,8 150
Oxitetraciclina 69,7 300

Amostras de Novembro

Numero de amostras

11 I ‘ 11111
I 2 3 4 5 6 7 8 9
Numero de antibioticos

Figura 17 — Numero de antibioticos observados nas |5 amostras reais de figado de leitao, colhidas

em novembro de 2018.
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Tabela 23 - Concentragao dos residuos de antibioticos para as 2| amostras colhidas em fevereiro
de 2019, e respetivo LMR.

Amostra Composto Concentracdo (pg/kg) LMR (pg/kg)
Amostra A
Amostra B Doxiciclina 1,2 300
Amostra C Doxiciclina 1,7 300
Amostra D
Amostra E
Amostra F
Amostra G
Amostra H
Amostra |
Amostra ) Enrofloxacina 2,8 200
Amostra L Enrofloxacina 5,0 200
Acido Oxolinico 5,7 150
AmostraM " b floxacina 1,0 200
Amostra N
Amostra O Doxiciclina 3,3 300
Amostra P
Ciprofloxacina 9,6 200
Amostra Q Enrofloxacina 21,6 200
Ciprofloxacina 47 200
Amostra R Enrofloxacina 0,4 200
Amostra S
Amostra T Enrofloxacina 3,2 200
Acido Oxolinico 0,3 150
Amostra U Enrofloxacina 2,8 200
AmostraV Enrofloxacina 3,7 200
Amostras de Fevereiro
1
210
2 9
o 8
E 7
o]
o 6
© 5
o 4
g 3
=
0

0 I 2

Numero de antibioticos
Figura 18 - NUmero de antibiéticos observados nas 21 amostras reais de figado de leitdo, colhidas

em fevereiro de 2019.
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Residuos de antibioticos presentes nas 36 amostras
estudadas
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Figura 19 — Residuos de antibioticos presentes nas 36 amostras reais analisadas, em figado de leitiao.
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7. Conclusodes e perspectivas futuras

O método analitico desenvolvido neste trabalho experimental, para a detegao, identificagao
e quantificacao de 45 antibioticos em figado de leitao proveniente da regiao da Bairrada
evidenciou cumprir todos os parametros estabelecidos na Decisao da Comissao
2002/657/CE de 12 de agosto de 2002P4, Contudo, apenas para o parimetro de
repetibilidade, o epimero epi-clorotetraciclina, benzilpenicilina (penG) e espiramicina, nao
demonstraram a aceitagdo deste critério, e para a reprodutibilidade, também a epi-
clorotetraciclina e espiramicina nao cumpriram este critério. Esta facto pode dever-se,
provavelmente, pela biotransformagao ao longo de todo o procedimento experimental do
epimero em outro composto distinto, bem como, pela suscetibilidade destes compostos a
efeitos matriz, causando estas oscilagoes, sendo necessario fazer um estudo mais completo
sobre os efeitos matriz em cada composto individualmente.

Atendendo aos resultados obtidos no processo de validagao, pode facilmente antever-se que
esta metodologia é adequada para utilizagio em laboratérios de rotina para pesquisa e
confirmagao da presenca de residuos de antibidticos, e quica de outros medicamentos
veterinarios, em alimentos de origem animal. A metodologia ToF-MS, neste estudo,
demonstrou inumeras vantagens, sendo inequivoca na identificagio simultinea dos
antibiéticos pesquisados, confirmando ser uma importante ferramenta analitica nao so para
métodos de triagem, mas também para propositos confirmatérios, podendo colmatar a falta
de regulamentagao existente.

Por outro lado, a andlise das amostras reais evidenciou a presencga residual de varios dos
antibidticos pesquisados neste trabalho. Entre as 36 amostras, as |15 colhidas em novembro
de 2018 apresentaram um pior cenario, quando comparadas com as 2| amostras
posteriormente analisadas, colhidas em fevereiro de 2019. Este facto pode ter ficado a
dever-se a inlmeros fatores, nomeadamente, a diferente época do ano, ao produtor, a falta
de um médico veterindrio ou, mesmo, a dosagem distinta de antibidticos administrada aos
animais em estudo. Importa, também, equacionar se a administragao foi efetuada através de
“cocktails” de antibidticos de uma s6 vez ou se os mesmos foram adicionados
sequencialmente, tendo em aten¢ao que o primeiro poderia nao ter sido eficaz, havendo
necessidade de administrar um segundo ou até um terceiro ou um quarto. Ja para a presenga
de mais de quatro antibioticos nas amostras colhidas em novembro de 2018 nao parece
existir uma hipotese adequada que nao seja um total desrespeito pelas boas praticas

veterinarias.
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Ainda assim, é de extrema importancia ressaltar, que nas 36 amostras estudadas nao foi
encontrado nenhum antibiotico que ultrapassasse o LMR estipulado pelo Regulamento (UE)
n°® 37/2010 da Comissio de 22 de dezembro de 2009, quando estabelecido. Poder-se-ia
entao considerar que, sobretudo as amostras colhidas em fevereiro de 2019, nao constituem
um risco para o consumidor, embora a presenca simultanea de dois ou mais antibioticos na
mesma amostra possa levantar questoes adicionais de seguranga, uma vez que o LMR de
cada substancia é estabelecido de forma individual. Ora, considerando que nao ha dados
disponiveis sobre possiveis efeitos cumulativos, ou mesmo de potencial
sinergismo/antagonismo, de dois ou mais antibioticos quando presentes simultaneamente
num alimento de origem aninal, sera avisado equacionar a realizagao de estudos adicionais
que incluam especificamente este assunto de forma a que, também no quadro legal referente
aos LMRs de substancias em tecidos ediveis, seja prevista esta hipotese.

Também, e atendendo a que os efeitos do processamento culinario comum (cozer, fritar ou
assar, por exemplo) nao se encontram ainda devidamente estudados, nomeadamente quanto
ao potencial aparecimento de produtos de degradagao resultantes da agao da temperatura
utlizada nesses procedimentos, seria relevante, também relevante que tal pudesse ser
conhecido, de forma a proteger a saude do consumidor.

Finalmente, a disseminacio de determinantes da resisténcia antimicrobiana %, a ocorréncia
de reacoes alérgicas e/ou toxicas em individuos hipersensiveis e o impacto ambiental

causado pelo uso dos antibiéticos

constituem hoje preocupagoes importantes.

Assim, a utilizacao de antibioticos na produgao animal, e da suinicultura em particular, deve
ser monitorizado e minimizado através das boas praticas agricolas e veterinarias, de forma a
proporcionar um ambiente higiénico aos animais durante a sua vida. Alternativas a utilizagao
de antibioticos, como uso de vacinas, probioticos, prebioticos ou mesmo de agentes
antimicrobianos naturais estao ja na ordem do dia e devem ser encorajadas.

Em jeito de conclusao para este estudo, um topico interessante seria, por exemplo, fazer a
pesquisa de residuos de antibioticos em figado e rim dos mesmos leitoes, tendo em atengao
que a farmacocinética dos antibidticos em causa se faz de forma diferente, pelo que face aos
resultados que viessem a ser obtidos seria mais facil fazer a avaliagdo de risco para o
consumidor das chamadas miudezas de leitao. Também, a validagao de um método multi-
residuo para a determinagao de residuos de antibidticos em rim de leitao com a extensao
para um maior nimero de antibidticos, bem como a avaliacao das determinantes de
resisténcias nas fezes desses leitoes nao deixarai de constituir um importante contributo

para a seguranga alimentar.
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