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INTRODUCAO

Antibiéticos sdo compostos naturais ou sintéticos usados no tratamento e prevencdo de doencas
humanas e animais as quais sdo capazes de inibir o crescimento ou inativar fungos ou bactérias (1). Uma
variedade destes antibioticos é utilizada no tratamento e prevencéo de patologias durante o crescimento e
terminacdo de suinos como é o caso das quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas, macrolideos entre
outros. Parte destas substancias administradas é excretada nos dejetos e por consequéncia atinge corpos
d’agua e solos, podendo ocasionar impacto ambiental, bem como o surgimento de bactérias resistentes.
Para minimizar possiveis impactos, o tratamento destes dejetos é necesséario. Uma alternativa tecnolégica
€ a utilizacao de biodigestores, que possibilitam a agregacdo de valor ao residuo mediante a utilizagcao do
biogas produzido em sistemas de geragcdo de energia e calor. Na busca de alternativas de tratamento
para estes residuos, é necessario conhecer e quantificar as concentracdes destes antibidticos
encontradas no meio ambiente. Segundo a literatura, metodologias por SPE-LC-MS/MS s@o amplamente
utilizadas (2,3). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi adaptar/desenvolver e otimizar uma
metodologia para andlise de tetraciclinas (oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina, metaciclina e
doxiciclina) em amostras de dejeto de suinos submetidas a biodigestado anaerdbia.

MATERIAL E METODOS

Um volume de 10 mL da amostra liquida (dejeto de suino) foi transferida para tubos falcon de 50 mL. Em
seguida foram adicionadas concentragBes conhecidas dos antibidticos nas amostras (oxitetraciclina,
tetraciclina, clortetraciclina, metaciclina e doxiciclina, 1ug/mL) para posterior calculo de recuperagéo.
Portanto, Na,EDTA e H,SO, 40% foram adicionados a fim de garantir condicbes de extracdo dos
antibioticos escolhidos. Os tubos foram submetidos a agitagdo, centrifugacéo e posterior extracdo em fase
sélida (SPE) com cartuchos HLB. Na etapa de SPE, os cartuchos foram pré-condicionados com MeOH,
HCI 0,5 M e H,O MilliQ para entédo aplicacdo da amostra (2 mL). Na sequéncia foi realizada a etapa de
lavagem (clean-up) com 5% de MeOH em agua, H,O, hexano sob vacuo. A etapa de eluicdo da amostra
foi testada utilizando trés sistemas de solvente distintos (1) CHzCly/acetona (3:2 v/v), (2) MeOH e (3)
MeOH/2% de acido formico. Apos eluicéo, as amostras foram secas em Nz(g), ressuspendidas em 1 mL de
MeOH:H,0 (2:3 v/v) e filtradas em filtros PTFE de 0,22 um para posterior quantificagdo no LC-MS/MS. O
sistema de andlise utilizado consistiu em um cromatografo liquido Surveyor Plus acoplado a um
espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo TSQ Quantum Access Max ambos da Thermo
Scientific. A separagdo cromatografica foi realizada em coluna Acclaim™ 120 C18 (150 mm x 4,6 mm, 5
um). O volume de injegdo da amostra foi de 10 pL. O gradiente de eluicdo utilizado consistiu de duas
fases (eluente A, dgua MilliQ com 0,1% de &cido formico e eluente B, acetonitrila com 0,1% de &cido
férmico) com o seguinte sistema de elui¢c@o: 0-2 min isocratico 95% A e 5% B; 2-3 min gradiente até 25%
de B; 3-7 min isocratico 25% B; 7-12 min gradiente até 50% de B; 12-15 min isocratico até 50% de B; 15-
16 min gradiente até 100% de B; 16-18 min isocratico até 100% de B; 18-18,5 min gradiente até 5% de B;
18, 5-22 min isocratico até 5% de B, em um fluxo de 1,0 mL/min. A detecgao foi realizada por electrospray
com ionizagdo no modo positivo. O modo de quantificagdo para os residuos de antibidticos utilizados foi o
Selected Reaction Monitoring (SRM). Os ions precursores monitorados foram os m/z 461,1, 445,1, 479,1,
443,1 e 445,1 para oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina, metaciclina e doxiciclina, respectivamente.
Os ions produto monitorados foram: m/z 426,3 (17 eV) e 443,3 (11 eV) para oxitetraciclina; m/z 410,3 (18
eV) e 427,4 (11 eV) para tetraciclina; m/z 462,3 (16 eV) e 444,3 (19 eV) para clortetraciclina; m/z 201,1
(33 eV) e 426,3 (13 eV) para metaciclina e m/z 321,2 (30 eV) e 428,3 (17 eV) para doxiciclina.

RESULTADOS E DISCUSSAO
A escolha ou o desenvolvimento do método analitico para quantificagdo de substancias é crucial para a
obtencao de resultados confiaveis. Em se tratando de antibiéticos, o método mais utilizado é o por SPE-
LC-MS/MS. Quando uma metodologia é desenvolvida ou adaptada utilizando SPE, diferentes parametros
do processo de extragdo devem ser levados em consideracao e testados, sendo um dos mais importantes
a escolha do solvente de eluigdo. A eficiéncia de trés solventes (CH,Cl,/acetona, MeOH e MeOH com 2%
acido formico) frequentemente utilizados na eluicdo dos compostos em cartuchos de SPE durante o
preparo de amostras para analise de antibidticos (incluindo as tetraciclinas) foi comparada. As
recuperacOes foram calculadas pelo percentual da area do sinal cromatografico de uma amostra dopada
com padrdes de antibidticos antes do processo de extragdo em comparagdo a area do pico
cromatografico de amostras dopadas depois do processo de extracdo. Os resultados mostraram poderes
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de eluicdo bastante diferenciados entre os solventes testados. Dentre eles, o0 MeOH com 2% de acido
formico foi o mais eficiente, melhorando em mais de 10x o poder de eluicdo/extracdo das tetraciclinas
estudadas quando comparado ao sistema de solvente com CHyCl,/acetona. Os resultados de
recuperacdo obtidos utilizando MeOH com 2% de acido formico também foram melhores quando
comparados a eluicdo apenas com MeOH (Tabela 1), sendo este escolhido para a continuidade dos
testes de desenvolvimento da metodologia analitica. A Figura 1 mostra o cromatograma obtido apés a
otimizacdo da etapa de eluicdo, no qual cinco picos (referentes aos cinco antibidticos testados) bem
resolvidos e com intensidades adequadas para quantificagdo séo visualizados.

CONCLUSOES

Neste trabalho a etapa de eluicdo das amostras em cartuchos de SPE para andlise de tetraciclinas em
dejeto de suinos foi otimizada através da utilizagdo de MeOH com 2% de &cido férmico, o qual mostrou
melhores recuperacdes (55,98%, 40,96%, 21,33%, 12,39% e 16,76% para oxitetraciclina, tetraciclina,
clortetraciclina, metaciclina e doxiciclina respectivamente) quando comparado aos outros sistemas
testados. Entretanto, para o desenvolvimento e otimiza¢cdo de metodologia outros pardmetros precisam
ser avaliados. Assim, futuros testes envolvendo saturagcdo do cartucho, volume de eluicdo, niumero de
extracdes entre outros, ainda sdo necessarios. Com tais otimizacdes, os percentuais de recuperacao
ainda podem ser melhorados, viabilizando ainda mais a andlise de tetraciclinas por SPE-LC-MS/MS.
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Tabela 1. Média (+ DP) dos resultados de recuperagdo dos antibidticos oxitetraciclina, tetraciclina, clortetraciclina,
metaciclina e doxiciclina em amostras de dejeto suino frente a trés diferentes solventes de eluigdo no sistema de SPE.

CH_Cl,/acetona (3:2 v/v) MeOH MeOH com 2% &cido 6rmico
Oxitetraciclina 3,94 +£ 0,86 33,29 + 3,86 55,98 + 2,98
Tetraciclina 3,94 £ 0,95 23,74 + 3,55 40,96 £ 2,75
Clortetraciclina 1,83+0,76 9,82 +1,99 21,33+2,49
Metaciclina 0,33+0,08 5,27 £ 0,95 12,39+ 1,50
Doxiciclina 1,16 + 0,35 7,89 +1,26 16,76 + 1,62
RT: 0.00 - 22.00
100 7'908 % Thbses
i TIC MS
" Exp_1_Me
80 gH_HF_b_
70
g B0
§ 50
2
T 40
&
30
20 1244
11.96
10 1157
L FENLEL | B e e “I"'I"'I"'I"A-|
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Time (min)

Figura 1. Cromatograma obtido ap6s a otimizag&o da etapa de eluigdo com MeOH/2% &cido férmico. Oxitetraciclina (tr
= 7,90 min), tetraciclina (tg = 8,39 min), clortetraciclina (tr = 11,57 min), metaciclina (tzr = 11,96 min) e doxiciclina (tg =
12,44 min).
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