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Méetodo Multirresiduo para Determinacao
de Medicamentos Veterinarios
em Musculo de Tilapia

Marcia Regina Assalin’
Maria Aparecida Rosa?
Maria Clara Huttembergue?®
Vera Lucia Ferracini*
Claudio Martin Jonsson®

Resumo — A piscicultura tem ganhado destaque na cadeia de produgcao de
alimentos no Brasil. O uso de medicamentos veterinarios &€ necessario na
criagao de peixes em cativeiro, porém, o uso incorreto pode resultar na presenca
de residuos no peixe tornando-o inapropriado para o consumo. O objetivo deste
trabalho foi validar um método para determinagéo de sulfatiazol, sulfametazina,
sulfametizol, sulfadimetoxina, florfenicol, florfenicol amina, verde de malaquita,
leuco verde malaquita e triclorfon em musculo de tilapia (Oreochromis niloticus).
Analitos foram extraidos de acordo com o método QUEChERS e analisados
por espectrometria de massas (LC-MS/MS). O método demonstrou seletividade
e linearidade (R2 = 0,99) na faixa de trabalho 0,005 e 0,1 ug mL-". O limite de
quantificagdo para os analitos foi de 20 ug Kg'. Resultados de recuperagao
e precisdo para florfenicol, sulfametazina, sulfadimetoxina e triclorfon foram
considerados aceitaveis na faixa de 70% a 120% e coeficiente de variagéo (CV)
< 20%. Florfenicol amina, sulfatiazol e sulfametizol apresentaram CV < 20%,
com valores de recuperagéo entre 40,4 e 52,3%, inferiores aos considerados
aceitaveis. O método analitico proposto nao foi adequado para a determinagao
de verde malaquita, verde leuco malaquita e diclorvés por ndo atenderem aos
parametros de validacao.

Palavras-chave: medicamentos veterinarios, QUEChERS, validagdo, LC MS/
MS, musculo de tilapia
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Multiresidue Method for Determination
of Veterinary Drugs in Tilapia Muscle

Abstract — Pisciculture has gained prominence in the food production chain
in Brazil. The use of veterinary drugs is necessary in rearing of captive
fish however, incorrect usage can result in the presence of residues in
the fish, making it unsuitable for consumption. The objective of this work
was to validate an analytical method to determine the concentrations of
sulfathiazole, sulfamethazine, sulfamethizole, sulfadimethoxine, florfenicol,
florfenicol amine, malachite green, malachite green leuco and trichlorfon in
tilapia (Oreochromis niloticus) muscle. The analytes were extracted according
to QUEChERS method and analyzed by mass spectrometry (LC-MS/MS).
The method demonstrated selectivity and linearity (R2 = 0.99) in the range
0.005 and 0.1 uyg mL". The quantification limit obtained for all analytes was
20 pyg Kg'. Recovery and precision results for florfenicol, sulfamethazine,
sulfadimethoxine, and trichlorfon were considered acceptable, in the range
of 70% to 120% and coefficient of variation (CV) < 20%. Florfenicol amine,
sulfathiazole, and sulfamethizole showed CV < 20%, with recovery values in
the range off 40.4% to 52.3%, which were lower than the acceptable range.
The proposed analytical method was not suitable for the determination of
malachite green and the metabolites leuco malachite green and dichlorvos,
as they did not have the validation parameters.

Key-words: Veterinary drugs, QUEChERS, validation, LCMS/MS, tilapia
muscle.
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Introducao

A piscicultura € um ramo da aquicultura que tem ganhado destaque na
cadeia de produgao de alimentos saudaveis. O Brasil € hoje o quarto maior
produtor mundial de tilapia, peixe de cultivo que representa a maior parte
da produgéao nacional (Associagao Brasileira de Piscicultura, 2023).Sistemas
de producgao intensivo tém sido adotados para atender a necessidade dos
consumidores. A elevada densidade de estocagem de peixes pode levar
a ocorréncia de infecgbes devido a fatores relacionados com a qualidade
da agua e a nutricdo insuficiente dos peixes (Shiroma et al., 2020). O uso
de medicamentos veterinarios na criagdo de peixes em cativeiro se faz
necessario para o controle de diferentes patologias e parasitas, e dessa
forma evitar perdas de produtividade (Shiroma et al., 2020). No entanto, a
utilizagao incorreta destes medicamentos pode levar a prejuizos financeiros
(produto impréprio para consumo) e ambientais (contaminacdo do solo e da
agua) devido a presencga de residuos de medicamentos.

Limite maximo de residuos (LMR) é a concentragdo maxima de residuo de
um medicamente veterinario que pode estar presente no alimento, que nao
resulte em efeitos adversos a saude humana mesmo se ingerido diariamente
ao longo da vida (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2022a). A Instrugao
Normativa Anvisa n° 162, de 2022, estabelece, entre outros, os valores dos
limites maximos de residuos (LMR) para os insumos farmacéuticos ativos
(IFA) de medicamentos veterinarios em alimentos de origem animal.

Dentre os analitos estudados neste trabalho, apenas o florfenicol e seu
metabolito florfenicol amina possuem LMR estabelecido em musculo de
peixe, cuja concentracdo maxima legalmente permitida é 1000 ug Kg
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2022a). Em contrapartida, o
verde malaquita apresenta LMR n&o recomendado. A deteccdo de residuo
de IFA ou seus metabdlitos acima do limite previsto, ou que ndo constem na
Instrugdo Normativa, ou ainda que possuam LMR nao recomedado, constitui
em infracdo sanitaria (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, 2022b).

A determinacao de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos
de origem animal deve ser realizada por meio de métodos analiticos validados.
A validacdo assegura que os resultados gerados pelo método analitico
sejam confiaveis, tanto para identificagdo quanto para a quantificagdo dos
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compostos desejados na matriz avaliada (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2022b).

O preparo de amostras de matrizes complexas deve ser eficiente de forma
a reduzir a presenga de interferentes, minimizando assim problemas como
efeito matriz, que podem afetar a exatiddo do método (Lopes et al., 2012).
O método QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Ruged and Safe)
tem sido cada vez mais utilizado para a determinagdo de medicamentos
veterinarios em matrizes de origem animal, resultando em altos valores de
recuperacao (Anastassiades et al., 2003; Barbieri et al., 2019; Dinh et al.,
2020; Kalogeropoulou, et al., 2021; Kaufmann et al., 2023).

Algumas vantagens deste método s&o rapidez, eficiéncia, baixa geracao
de residuos, além de pequena quantidade de amostra requerida, o que
muitas vezes € um fator limitante para matrizes de origem animal (Baptista et
al., 2017; Kim et al., 2023).

Com intuito de contribuir com ag¢des que visam garantir a seguranga
do alimento, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método
analitico para determinacdo de sulfatiazol, sulfametazina, sulfametizol,
sulfadimetoxina, florfenicol (e metabdlito florfenicol amina), verde de malaquita
(e metabdlito leuco verde malaquita) e triclorfon (metabdlito diclorvés) em
musculo de tilapia (Oreochromis niloticus), baseado na extragdo QUEChERS
e analise por espectrometria de massas sequencial (LC MS/MS).

Materiais e Métodos

Reagentes e solugoes

Acetonitrila (LiChrosolv®, pureza = 99,9 %) e Metanol (LiChrosolv®,
pureza = 99,8 %) foram adquiridos da Supelco (Massachusetts, USA).
Acetato de sodio anidro (CH,COONa), sulfato de magnésio anidro (MgSO,),
acido acético glacial (pureza = 99 %) e acido férmico (pureza = 96 %) foram
adquiridos da Sigma-Aldrich ((Missouri, USA). Amina primaria secundaria
(PSA) foi fornecida pela Agilent Technologies (Wilmington, USA). Padrbes
analiticos foram adquiridos da Sigma Aldrich e Dr. Ehrenstorfer, todos com
pureza superior a 98 % (Tabela 1).


https://link-springer-com.ez88.periodicos.capes.gov.br/search?facet-creator=%22Aggeliki+G.+Kalogeropoulou%22
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Tabela 1. Padrbes analiticos utilizados na quantificagdo dos medicamentos veterina-
rios e produtos de degradagédo em musculo de tilapia

Composto Foérmula molecular e molar IEE)
(mol g7) (%)
Diclorvos CHCLOP 220,9763 99,8
Florfenicol C,H,CLFNO,S 358,2173 99,9
Florfenicol Amina C,H,FNO,S 247,2905 99,8
Verde Leuco / Malaquita C,.H,N, 330,4729 99,6
Sulfatiazol CH,N,0,8, 255,3215 100,0
Sulfametizol CH,N,0,S, 270,3362 99,5
Sulfametazina C,H.N,0,S 278,3349 99,6
Sulfadimetoxina CH,N,0,S 310,3337 99,0
Triclorfon CH.CLOP 257,4370 98,4
Verde Malaquita C,.H,:N, 329,4650 98,0
Solugoes-Padrao

Foram preparadas solugdes estoque de cada um dos compostos a
serem analisados na concentragdo de 1000 ug mL"'. A solugdo de trabalho
foi preparada por meio de diluicdes apropriadas da solugédo estoque de cada
analito em acetonitrila, resultando em uma Unica solugao de trabalho, na
concentragdo de 10 ug mL™. Todas as solugdes foram armazenadas a - 20 °C.

Amostras

Para o desenvolvimento e validagdo do método analitico, amostras
de musculo de peixe foram obtidas de peixes mantidos em tanques
experimentais da Embrapa Meio Ambiente (Jaguariuna, SP) que nao foram
expostos a nenhum medicamento veterinario (amostras branco). As amostras
de musculo de tildpia foram homogeneizadas utilizando-se um Robot Coupe
Blixer 3 (Bourgogne, France) e armazenadas a - 20 °C até o momento do uso.
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Os experimentos foram realizados de acordo com as diretrizes da Comissao
de Etica para o Uso de Animais (CEUA) da Embrapa Meio Ambiente.

Para as andlises de monitoramento foram utilizadas 10 amostras de filé de
tildpia congelado, comercializadas no mercado varejista local (Campinas, SP).

Preparo das Amostras

O método de extragdo dos analitos foi baseado no método QUEChERS
acetato (Association of Official Chemists (AOAC), com pequenas modificacdes
(AOAC International, 2007). Foram pesados 10 g de amostra em tubos de
polipropileno (50 mL), seguido pela adicdo de 10 mL de acetonitrila (1 %
de &cido acético) e submetidas a cinco (5) minutos de agitacdo (Multi Reax
Heidolph Apparatus). A etapa de salting-out foi realizada pela adi¢do de 4 g de
sulfato de magnésio anidro e 1 g de acetato de sddio anidro e agitagdo por mais
cinco (5) minutos. A separacgéo das fases foi obtida por meio de centrifugacao
a 10.000 rpm, 10°C durante cinco (5) minutos (Multifuge 3L-RHeraeus). A
limpeza do extrato (cleaun-up) foi realizada por meio de precipitacdo a baixa
temperatura seguida por extracdo em fase sdlida dispersiva (d-SPE). Para
isso, uma aliquota de 5 mL do sobrenadante foi transferida para outro frasco
de polipropileno e mantida a -18 ‘C durante 90 minutos. Em seguida, uma
aliquota de 4 mL foi retirada e submetida a d-SPE por meio da adicdo de
500 mg de sulfato de magnésio e 150 mg de PSA, agitagdo (2 minutos) e
centrifugagao (10.000 rpm, 10°C, 5 minutos). Entdo, 2 mL do sobrenadante
foram evaporados sob fluxo de N, até a secura e reconstituidos em 1 mL
de fase movel (metanol: acido férmico 0,1 %, 30:70, V/V), filtrado (filtro de
seringa, PVDF, 0,22 ym) e submetido a analise por LC MS/MS.

Instrumentacgao e condigdes analiticas de analise

Foi utilizado um sistema de cromatografia liquida acoplada a um
espectrdmetro de massas, com analisador de massas triplo quadrupolo (LC-
MS/MS, QgQ), com fonte de ionizagéo electrospray (ESI), ambos da Waters®
(modelo Quattro Premier XE). O sistema foi operado em modo positivo e
negativo de ionizagdo. As condigbes de aquisicdo foram: capilar de 3 kV,
extrator de 3 V, temperatura da fonte de 110 °C, temperatura e fluxo do gas de
dessolvatagéo (N,) iguais a 350 °C e 450 L h™', respectivamente. O sistema
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operou em modo gradiente de elui¢do, sendo (A) solugdo aquosa de acido
férmico 0,1% e (B) metanol. O gradiente iniciou-se em 30% de (B), alterando-
se linearmente para 40 % (B) durante trés (3) minutos. Em 3,1 minutos alterou-
se para 80 % de (B) e manteve-se nesta condigao até cinco (5) minutos.
Finalmente, incrementou-se para 100 % de (B) durante 0,3 minutos, sendo o
equilibrio inicial reestabelecido, totalizando oito (8) minutos de corrida.

A coluna utilizada foi a BEH C1,7 ym x 2,1 x 100 mm (Waters®),
mantida a temperatura constante de 35 °C, vazdo de 0,225 mL min' e
volume de injecdo igual a 20 yL. Foram monitoradas duas transi¢cdes para
cada analito (quantificagdo e confirmagéo), sendo a mais intensa utilizada
para quantificacdo (European Union Reference Laboratories, 2020). As
transi¢des selecionadas em modo MRM (multiple reaction monitoring) estéo
apresentadas na Tabela 2.

Validagdao do método analitico

Os parametros de desempenho avaliados foram selecionados de acordo
com o guia INMETRO/DOQ-CGCRE-008 e, SANTE/12682/2019, sendo eles
seletividade, linearidade, limite de detecgdo (LD), limite de quantificacao
(LQ), exatidao, precisdo e efeito matriz (Instituto Nacional de Metrologia,
2020, European Union Reference Laboratories, 2020).

Resultados e Discussao

As principais modificagdes introduzidas neste estudo em relagdo ao
método original QUEChERS-acetato (AOAC International, 2007) sé&o
referentes a etapa de clean-up. A presencga de lipideos pode resultar numa
pobre separacédo cromatogréfica, além de interferir nos limites de detecgéo
e quantificagdo dos compostos analisados. Assim, o clean-up foi realizado
em duas etapas, a primeira visando a precipitacdo de lipideos em baixas
temperaturas (-18 °C), seguida pela extracdo em fase soélida dispersiva
(d - SPE) para a remocao de acidos organicos, excesso de agua e outros
componentes da matriz, utilizando-se MgSO, e PSA (Baptista et al., 2017).
MgSO, é usado para remogao de agua da fase organica, enquanto PSA &
necessario para a remogao de acidos graxos, pigmentos e outros compostos
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polares provenientes da matriz (Kosma et al., 2021). A Tabela 2 mostra o
modo de ionizagao, tempo de retengdo e as transi¢des monitoradas para
cada analito.

Tabela 2. Parametros de aquisi¢do do espectrdmetro de massas para os compostos
analisados

Tempo de
Modo de ~ lon precursor o
Composto o retencéo Transigoes
ionizag&o . (m/z)
(min)

' ’ 221>79
Diclorvés ESI+ 4,57 2210 221>109
. 356>185
Florfenicol ESI- 2,29 356,0 356>336
. . 248>130
Florfenicol Amina ESl+ 1,10 248,0 248>230

. 331,2>239

Verde Leuco Malaquita ESl+ 5,23 331,2 331,2>315
. 256>92
Sulfatiazol ESl+ 1,44 256,0 256>156
. 271>108
Sulfametizol ESl+ 1,90 271,0 271>156
' 279>92
Sulfametazina ESl+ 1,94 219,0 2795186
. . 311>92
Sulfadimetoxina ESl+ 3,88 31,0 311>156
. 259>79
Triclorfon ESI+ 2,76 2590 259>109

. 329,2>165

Verde Malaquita ESI+ 4,63 329,2 329,2>313

A seletividade do método foi avaliada através da comparagdo dos
cromatogramas de amostras branco da matriz com cromatogramas de
amostras fortificadas na menor concentragao de interesse. Nenhum pico (sinal
analitico, ion traco) interferente foi observado no mesmo tempo de retengao
para a mesma m/z, demonstrando a seletividade do método (Figura 1).
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O efeito matriz foi avaliado de acordo com a Equacgdo 1 (European Union
Reference Laboratories, 2020). Para tanto, foram preparadas solu¢des-padrao
dos analitos no extrato da matriz e na fase mével na concentracédo de 0,050

pg mL™

% EM = (—AEM 1 )X 100
CEM T \AFM

Onde: % EM - % de efeito matriz
AEM - area do pico cromatogréfico no extrato da matriz
AFM - area do pico cromatografico na fase movel

Figura 1. Cromatograma de ions totais para a amostra branco da matriz.
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E considerado efeito matriz o0 aumento ou supresséo do sinal analitico em
relacéo ao sinal obtido na mesma concentragcéo do analito preparado na fase
movel. Supressao do sinal analitico foi observado para os compostos verde
leuco malaquita (24 %), florfenicol amina (66 %) e verde malaquita (85 %).
Apenas a sulfametazina apresentou aumento do sinal analitico (30 %). Neste
tipo de matriz € comum a presencga de proteinas e lipidios que dificultam a
eficiéncia de evaporacdo do analito, reduzindo a quantidade de ions para
geracao da resposta analitica (Kim et al.,2023).

Devido a verificagdo da interferéncia da matriz na resposta analitica,
adotou-se a construcdo da curva analitica na matriz. A linearidade foi
avaliada por meio de curvas analiticas construidas no extrato da matriz, com
sete niveis de concentragdo compreendidos entre 0,005 e 0,1 ug mL™". Os
resultados obtidos foram analisados pelo método de regressdo dos minimos
guadrados e expressos como coeficiente de determinacdo (r?). Todas as
curvas analiticas apresentaram valores de coeficientes de determinagao
superiores a 0,99 sendo, portanto, lineares (Kim et al., 2023).

O limite de deteccao (LD) foi determinado considerando-se a menor
concentracdo do analito, que resultou num coeficiente de variagao inferior a
20 % das areas obtidas apos a injegéo de seis replicatas (n=6). O limite de
quantificagao (LQ) foi estabelecido como a menor concentragéo validada com
exatidao e precisdo aceitaveis, para cada pesticida. A exatidao (recuperagao)
foi avaliada em dois niveis de fortificagcdo, 20 e 50 mg Kg', em dois dias
diferentes, totalizando 10 repeticées (n=10), sendo considerados aceitaveis
valores de recuperagdo compreendidos entre 70 e 120%. Ja a precisao
intradia foi avaliada em cinco (05) replicatas (n=5), analisadas no mesmo
dia, nos dois niveis de fortificagdo mencionados. Ja a precisao interdias foi
avaliada num total de 10 repeticdes (n = 10) em dias diferentes, nos mesmos
niveis de fortificagdo. Foram considerados aceitaveis valores de CV < 20 %
para a precisdo. A Tabela 3 apresenta os parametros de desempenho obtidos
para cada analito no processo de validagdo do método.
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Tabela 3. Parametros de desempenho obtidos na validagdo do método analitico

Exatidao Precisdo Precisao
— ) o) (%) Intradias Interdias
pgKg'  ugKg'  (n=5) (n=5) (n=10)
CV% CV %

_ ) 5111 37,6 23,1
Diclorvos 5 20 49,9 24,9 40,2
) 100,7 6,7 54
Florfenicol S 20 112,9 4.1 4,1
- 404 10,2 10,9
Florfenicol Amina 5 20 446 1,2 11,6
. 346 48,0 48,5
Verde Leuco Malaguita 5 20 402 289 35,0
. 50,2 9,5 104
Sulfatiazol 5 20 523 9,6 10,3
. 425 9,1 9,2
Sulfametizol 5 20 475 12,7 10,7
. 74.4 13 33
Sulfametazina 5 20 76.9 36 56
o 73 4,0 37
Sulfadimetoxina 5 20 780 6,7 54
_ 88,9 3,5 6,4
Triclorfon 5 20 88,1 32 38
Verde Malaquita 5 20 Nao e e

detectado  detectado detectado

Resultados de recuperagdo e precisdo para os analitos, florfenicol
sulfametazina sulfadimetoxina e triclorfon foram considerados aceitaveis,
apresentando valores de recuperagdo compreendidos entre 70 % e 120 %
e CV = 20 %. Os compostos florfenicol amina, sulfatiazol e sulfametazina,
embora tenham apresentado resultados de precisao satisfatérios (CV < 20
%), os valores de recuperagao variaram entre 40,4 e 52,3 %, nao atingindo
assim os critérios de desempenho considerados (70-120 %) satisfatorios para
a quantificacdo. Dessa forma, foram considerados no método apenas com o
objetivo de detecgao nas amostras de filé de tilapia.
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Diclorvos, verde malaquita e seu produto de degradagao, verde leuco
malaquita ndo foram considerados no método analitico devido a parametros
insatisfatorios tanto de recuperagéo quanto de precisao.

Analise de amostras

O método validado foi utilizado para analise de 10 amostras reais de filé de
tilapia congelado, comercializadas no mercado varejista local (Campinas,
SP).

Como controle de qualidade, amostras branco fortificadas (n=2) foram
analisadas juntamente com as amostras reais obtendo recuperacdo de
todos os analitos validados na faixa aceitavel (70 a 120%). Nas amostras
reais ndo foram quantificados residuos dos medicamentos veterinarios em
concentragdes iguais ou maiores que o LQ estabelecido (20 pg Kg').

Conclusao

O método QUEChERS-acetato com pequenas modificagbes foi utilizado
no preparo de amostras de musculo de tilapia para a determinacdo de
medicamentos veterinarios por LC MS/MS. Quatro compostos resultaram
em recuperagao maior que 70 %. Os compostos florfenicol amina, sulfatiazol
e sulfametazina, embora tenham apresentado resultados de precisdo
satisfatorios (CV < 20 %) os valores de recuperacao foram inferiores a 70%
sendo considerados no método apenas com o objetivo de detecgéo. Diclorvos,
verde malaquita e seu produto de degradagéo, verde leuco malaquita ndo
foram considerados no método analitico devido a parametros insatisfatorios
tanto de recuperagédo quanto de precisdo. Nao foram encontrados residuos
dos analitos estudados nas amostras analisadas.
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