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RESUMO - Métodos para determinagdo de produtos sintéticos em amostras aquosas hormalmente
requerem varias etapas de preparacdo das amostras, como extracao, clean up e concentracao.
Portanto € muito importante desenvolver métodos analiticos mais simples, mais econdmicos e com
baixo impacto ao meio ambiente. O objetivo foi testar um método para detecgdo multiresiduos de
dois antibiéticos baseado em cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa (UPLC -
ESI -MS/MS), operado em modo positivo de ionizagéo para o florfenicol amina e modo negativo
para o florfenicol, sem concentracdo e/ou clean up. O método por injecdo direta e sem clean up
além de conseguir economia de reagentes e solventes, minimiza o desperdicio, o que resulta em

vantagens no ponto de vista ambiental. Os limites de quantificacdo para o florfenicol e florfenicol

amina foram 0,02 pg mL-1le 0,01 Mg mL-1 respectivamente. A resposta de dois ions no modo
MRM foi monitorada com injecado direta de 10 uL e tempo de corrida de 3 min. As curvas de
calibracdo foram lineares para os dois compostos com recuperacdo de 84% a 102 % e desvio

padrdo relativo de <20%.
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ABSTRACT - Methods for determining synthetic products in agqueous samples typically require
several steps of sample preparation such as extraction, clean up, and concentration. Therefore, it is
especially important to develop analytical methods that are simpler, more economical, and more
environmentally friendly. The objective was to test a method for multiresidue detection of two
antibiotics based on liquid chromatography coupled with mass spectrometry (UPLC - ESI - MS/MS)
operated in positive ionization mode for florfenicol amine, and in negative mode for florfenicol,
without concentration and /or clean up. Besides providing savings in reagents and solvents, the
method by direct injection and without clean up minimizes waste, which results in an environmental
advantage. The limits of quantification for florfenicol and florfenicol amine were 0.02 pg mL™* and
0.01 ug mL™, respectively. The response of two ions in MRM mode was monitored with direct
injection of 10 pL and a running time of 3 min. Calibration curves were linear for the two compounds
with recovery rate of 84% to 102 %, and relative standard deviation of <20%.

Keywords: Antibiotic detection, residues in water, direct injection, ultra efficient liquid

chromatography.

1. INTRODUCAO

A aquicultura é o sistema de produg&o agropecuario que mais cresce no mundo e apresenta
grande potencial de expansdo devido a busca dos consumidores por alimentos mais saudaveis
(SEBRAE, 2015). O pescado € uma das principais fontes de proteina na alimentacdo humana,
proporcionando uma dieta saudavel, com alto valor proteico, rica em vitaminas A, B12, Ce D e
acidos graxos poliinsaturados de boa qualidade, como o 6mega-3 (PROTEINAS, 2009). O
processo de cultivo intensivo vem sendo realizado para suprir essa grande demanda de producéo
de peixes. A criagdo intensiva de peixes em tanques rede tem sido uma pratica comum e para
controlar infecgbes bacterianas sédo rotineiramente empregados os antimicrobianos, entre esses o
florfenicol (FFC), um dos Unicos antimicrobianos permitido pela legislacdo vigente no Brasil
(BRASIL, 2010).

O FFC é um antimicrobiano sintético de amplo espectro de acédo, atuando sobre bactérias

Gram-positivas e Gram-negativas. O mecanismo de acédo do FFC se da pela ligagdo a subunidade
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ribossémica bacteriana 50S e inibicdo da sintese de proteinas no estagio da peptidiltransferase
(CONFEDERACAO DA AGRICULTURA E PECUARIA DO BRASIL, 2018). O produto veterinario
contendo florfenicol comercializado no Brasil pela Shering Plough, o Aquaflor® 50% Premix, €
indicado para o tratamento da septicemia hemorragica bacteriana, causada pela bactéria
Aeromonas sp e para a estreptococose, causada pela bactéria Streptococcus agalactiae em
espécies de tilapia e seus hibridos (LIM et al., 2010).

O FFC é frequentemente administrado por via oral, através da racdo medicada e pode ser
lixiviado da racdo para a agua ou, até mesmo, quando usado durante o transporte de peixes para a
prevencdo de infeccdes. Embora sua degradacdo seja relativamente rapida e ndo apresente
potencial de bioacumulag&o, 0 uso recorrente garante sua presenga nos canais aquiferos, podendo
provocar danos no ecossistema aquatico e favorecer o desenvolvimento de bactérias resistentes
(BARRETO, 2018).

Métodos para a determinacdo de pesticidas e antibidticos em amostras aquosas
normalmente requerem varias etapas de preparagdo das amostras, como extracdo, clean up e
concentracdo. Atualmente o foco é no desenvolvimento de métodos analiticos econdmicos e com

baixo impacto ao meio ambiente (ASSALIN et al., 2017)

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um método sensivel, rpido e robusto para
deteccdo de dois antibiéticos, em agua, por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massa (UPLC - ESI -MS/MS), por meio de injecdo direta de amostra, sem concentracdo da amostra
e/ou clean up, baseado no método descrito por ASSALIN et al. (2017).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Solugdes padrdes

O padrao analitico de florfenicol (FFC) foi adquirido da empresa Dr. Ehrenstorfer , com grau
de pureza de 99,8% e o padrdo de florfenicol amina (FFA) foi adquirido da Sigma-Aldrich, com
grau de pureza 99,8%. As solucdes estoque dos padrdes analiticos foram preparadas em metanol
na concentracdo de 1000 pg mL*? para florfenicol e 60 ug mL? para florfenicol amina. Estas
solucdes sdo armazenadas em frascos e mantidas em freezer a temperatura de -20 °C, por até um
ano. As solugbes de trabalho foram preparadas pela diluicAo apropriada das solugbes e

armazenadas em freezer a -20 °C, por até 10 dias.
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As curvas analiticas de calibracdo com o florfenicol foram construidas nas concentracdes de
0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10 e 0,15 pg mL?. Para o florfenicol amina, foram utilizadas as
concentragdes de 0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08; 0,10 e 0,15 pug mL?,

2.2. Equipamento

As amostras de agua contendo a mistura dos padrbes foram previamente filtradas
em Millex GV de 0,22 ym de poro diretamente no vial de injecdo. O florfenicol (FFC) e
florfenicol amina (FFA) foram analisados no cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia acoplado ao
espectrdmetro de massas triploquadrupolo com fonte de ionizacdo electroespray (UPLC-ESI-
MS/MS), Quattro Premier XE, Waters. O sistema de aquisicdo de dados utilizou o software
Masslynus 4.1 (Waters) em modo positivo para FFA e negativo para FFC, sem concentracdo e/ou
clean up. Os parametros utilizados foram capilar 2 KV para FFC e 3 KV para FFA, extrator 3,0 V,
temperatura da fonte 120°C, temperatura e fluxo do gas de dessolvatagdo (N.) 460°C e 500 L.H?,
respectivamente. Argonio foi utilizado como géas de colisdo com fluxo de 0,2 mL.mint. A fase mével
utilizada foi agua contendo &cido férmico 0,01 % (A): acetonitrila (B) na proporgéo (30:70) no modo
isocratico, vazédo de 0,4 mL. min, totalizando 3 minutos de corrida. A coluna utilizada foi Acquit
UPLC BEH C18 - 2,1 x 50 mm, 1,7 um (Waters) e volume de injecéo de 10 pL. O espectrébmetro de
massas foi operado em modo MS/MS, com monitoramento de rea¢cdes multiplas (MRM) e duas

transigBes para cada antibiético.

2.3. Validacéo do método

A validagéo foi conduzida para determinar a linearidade e sensibilidade, representada pelos
limites de quantificacdo (LQ) e deteccdo (LD) e precisdo, baseada nos parédmetros e critérios
estabelecidos em EURL (2020) e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2020). A linearidade foi
determinada pela analise em sextoplicata dos padrdes analiticos FFC e FFA, compreendidos entre
0,005 - 0,02 pg.mL? para estabelecerem os coeficientes de determinagdo (RSD%) para cada

analito.

O limite de deteccdo do método (LD), menor concentracdo que pode ser detectado pela
técnica instrumental, foi estabelecido como sendo o primeiro ponto da curva analitica. O limite de
guantificacdo (LQ), a mais baixa concentracdo que pode ser quantificada, foi determinada por meio

de ajuste numérico das curvas analiticas. Os valores de LQs correspondem a concentracao
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estimada onde o coeficiente de variacdo (CV) das médias das areas, de seis repeticdes, foi de
20%. A eficiéncia do método foi investigada por meio de estudos de recuperagdo das amostras
fortificadas em 0,02, 0,04 e 0,06 ug.mL* para o FFC e 0,01; 0,02; 0,04 ug.mL? para FFA, com
cinco replicatas. O critério adotado foi recuperacdo de 70% a 120% e coeficiente de variagao
<20%.

A precisdao intra-dia (repetibilidade, RSD) foi obtida com trés replicatas em trés
concentracdes diferentes e, analisadas no mesmo dia pelo mesmo analista. A precisao inter-dia foi
obtida com trés replicatas em trés concentracdes diferentes analisadas em dois dias diferentes,

pelo mesmo analista.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dois mais abundantes ions precursores e seus fragmentos foram selecionados em
funcdo da otimizagéo das condi¢bes cromatogréaficas, bem como da otimizacdo dos parametros de
massas, em MRM. Na Tabela 1 sdo apresentados as transicbes e o0s tempos de retencdo

monitorados para os dois antibioticos florfenicol e florfenicol amina.

Tabela 1. Transi¢Bes e tempos de retencéo dos ions monitorados do FFC e FFA

Transicédo 1 Transicdo 2 Tempo de retencéo

Antibiético Confirmacdo Quantificacdo Tr (min)
Florfenicol 356 >184 8 356 >335,8 0,44
(FFC) ' ' |
Florfenicol Amina 014 248 >230 0,33

(FFA)

As curvas de calibragdo mostraram-se lineares no intervalo de trabalho estudado
apresentando r superiores ou proximos de 0,99, como recomendado pela Comunidade Europeia
(EC, 2002) e pelo BRASIL (2011), conforme apresentadas na Figura 1.
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Figura 1. Curvas de calibracdo do florfenicol e florfenicol amina

Sob as condi¢des otimizadas, as recuperacoes para os dois analitos variaram na faixa de
84% a 102%, as quais estdo dentro da faixa recomendada pela AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITARIA (2020) e o Guia EURL (2020). Na Tabela 2 sdo apresentados os
parametros de validacdo para florfenicol e florfenicol amina, para as precisdes intra-dia e

inter-dia, em trés replicatas, em trés niveis de concentracao.

Tabela 2. Pardmetros de validagdo para Florfenicol e Florfenicol Amina em agua

Parametros Florfenicol Florfenicol Amina
Concentragbes (ug mL™?) 0,02 0,04 0,06 0,01 0,02 0,04
Preciséao intra-dia (RSD%) 19 14 4 5 9 4
Preciséao inter-dia (RSD%) 11 6 3 7 8 4

Recuperacéo (%) 84 102 100 90 91 97

Na Tabela 3 sdo apresentados os limites de detecc¢éo (LD), limites de quantificacdo (LQ) e o
coeficiente de variacdo (CV %) dos antibiéticos. Os valores do coeficiente de variacdo obtidos
estdo abaixo do valor permitido < 20 % (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2020;
EURL, 2020).
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Tabela 3. Limite de Deteccdo (LD), Limite de Quantificacdo (LQ) e Coeficiente de Variacdo (CV) para
florfenicol e florfenicol amina.

o LD LQ cv
Antibiético
(g.mLY) (ug.mL?) (%)
Florfenicol
(FFC) o0t noe B
Florfenicol Amina 0,005 0,01 9

(FFA)

4. CONCLUSAO

O método para determinacao de florfenicol e florfenicol amina em agua por injecéo direta,
sem concentracdo e/ou clean up mostrou ser simples por néo requerer a etapa de preparo da
amostra. Esse método também economizou no uso de reagentes e solventes, minimizando seu
descarte para 0 meio ambiente. Os resultados obtidos revelaram a sensibilidade, rapidez, baixo
custo e confiabilidade do método. O emprego desse método serd util nas analises das aguas,

oriundas dos estudos de tilapias alimentadas com ra¢cdo medicada com florfenicol.

5. AGRADECIMENTOS

Ao CNPq pela concesséo da bolsa de Iniciagdo Tecnoldgica e Industrial (ITI-A).

6. REFERENCIAS

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA. PARA — Programa de Andlises de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos. 2020. Disponivel em: <https://www.gov.br/anvisa/pt-
br/assuntos/agrotoxicos/programa-de-analise-de-residuos-em-alimentos>. Acesso em: 01 ago. 2021.

ASSALIN, M. R. et al. Multiressiduos de pesticidas em agua por injecéo direta e cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas. In:. CONGRESO VIRTUAL IBEROAMERICANO SOBRE GESTION
DE CALIDAD EN LABORATORIOS, 8., 2016, Espanha. Anais... [S.l.: s.n.], 2017. 4 p.

BARRETO, F. M. Veiculos para recobrimento de racdo medicada para peixes: impactos na liberacao do
florfenicol e digestabilidade aparente da racdo medicada em tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus). 2018.
142p. Tese (Doutorado) — Universidade Estadual de Campinas, SP.



15° Congresso Interinstitucional de Iniciacédo Cientifica— CII1C 2021
01 a 02 de setembro de 2021
ISBN 978-65-994972-0-9

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Guia de validagcao e controle de qualidade
analitica para farmacos em produtos para alimentacédo animal e medicamentos Veterinarios. Brasilia
DF: MAPAJ/ACS, 2011. 72 p. Disponivel em: < https://www.gov.br/agricultura/pt-
br/assuntos/laboratorios/arquivos-publicacoes-laboratorio/guia-de-validacao-controle-de-qualidade-
analitica.pdf>. Acesso em: 01 ago. 2021.

BRASIL. Ministério da Pesca e Aquicultura. Boletim estatistico da pesca e aquicultura. Brasilia, DF: MPA
2010. 129 p. Disponivel em:
<https://www.icmbio.gov.br/cepsul/images/stories/biblioteca/download/estatistica/est 2010 _nac_boletim.pdf>.
Acesso em: 01 ago. 2021.

CONFEDERAGCAO DA AGRICULTURA E PECUARIA DO BRASIL. Manual Técnico: Biosseguridade e
resposta a emergéncia sanitaria para a producéo de animais de aquicultura. 80 p., 2018. Disponivel em:
<https://www.cnhabrasil.org.br/assets/arquivos/bibliotecas/manual_tecnico_-_biosseguridade_sanitaria.pdf>.
Acesso em: 01 ago. 2021.

EURL. Residues of Pesticides. Analytical quality control and method validation procedures for pesticide
residues analysis in food and feed. New Update (01.01.2020): Document No. SANTE/12682/2019.

Disponivel em: <https://www.eurl-pesticides.eu/docs/public/tmplt_article.asp?CntID=727>. Acesso em: 11 ago
2021.

LIM, J. H. et al. Plasma and tissue depletion of florfenicol in olive flounder (Paralichthys olivaceus) after oral
administration. Aquaculture, v.307, n.1-2, p. 71-74, 2010.

PROTEINAS do peixe. Food Ingredients Brasil, v. 8, p. 23-32, 2009.

SEBRAE. Servico Brasileiro de Apoio as Micro e Pequenas Empresas. Aquicultura no Brasil: Série de
estudos mercadoldgicos. Brasilia, Distrito Federal. p. 6-17. 2015.



