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APRESENTACAO

O e-book: “Colecdo desafios das engenharias: Engenharia Sanitaria 2" € constituido
por vinte e cinco capitulos de livros que foram devidamente selecionados por membros que
integram o corpo editorial da Atena Editora. Diante disso, este e-book foi dividido em quatro
unidades tematicas de grande relevancia.

A primeira é constituida por sete capitulos que tratam da importancia de se monitorar
os parametros fisico-quimicos e bioldgicos da agua destinada ao abastecimento publico,
provenientes de aguas superficiais ou subterraneas (poco artesiano). Por ser um recurso
natural e cada vez mais escasso em termos de padrbes de potabilidade, faz-se necessério
a adocao de uma consciéncia coletiva que leve a redugéo do consumo per capita a nivel
mundial.

Os capitulos de 8 a 15 apresentam estudos que reforgcam a importancia de se investigar
alternativas a fim de se estabelecer melhores condi¢bes de confinamento, destinacgéo final e
desaguamento do lodo gerado na ETA. Além disso, é apresentada a importancia de melhorar
e empregar técnicas de tratamento de efluente hospitalar e provenientes de instituicdes de
ensino.

A terceira tematica apresenta trabalhos que tratam da importancia do conhecimento
sobre residuos na formagéo de futuros profissionais da biologia. Outro estudo apresenta a
importancia e o devido reconhecimento que os catadores de reciclaveis representam para
a sociedade e que contribuem para apolitica reversa de materiais reciclaveis. Ja outros
trabalhos, procuram avaliar o uso de lodo de ETA e de rejeitos da mineragdo como matéria-
prima a ser incorporada em substituicdo aos extraidos da natureza. Por fim, € apresentado um
trabalho que validou uma metodologia QUEChERS-CLAE/FL na determinagédo do antibiético
Tetraciclina em cama de aviérios.

O ultimo tema é composto por quatro trabalhos que reportam a utilizacéo de biomassa
tanto para remocéao de cor de aguas residuérias, quanto como matéria-prima para a produgéo
de bioetanol. Além disso, apresenta um trabalho que traz uma discussdo em voga em relagéao
aos possiveis riscos associados a utilizagdo de agrotéxicos e por ultimo um trabalho que trata
do desenvolvimento de estratégias de designs para o reuso de espacos urbanos abertos para
0 publico como espagos de acesso ao publico.

Diante desta variedade de estudos, provenientes de pesquisadores (as) de diferentes
partes do Brasil e com contribui¢cdes provenientes de pesquisadores de Portugal e da ltalia,
a Atena Editora publica e disponibiliza de forma gratuita em seu site e em outras plataformas
digitais, contribuindo para a divulgacédo do conhecimento cientifico gerado nas instituicdes
de ensino do Brasil e de outros paises. Assim, a Atena Editora vem trabalhando, buscando,
estimulando e incentivando cada vez mais os pesquisadores do Brasil e de outros paises a
publicarem seus trabalhos com garantia de qualidade e exceléncia em forma de livros ou
capitulos de livros.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: A cama de frango € um dos principais
residuos gerados na avicultura e sua principal
destinagdo é o aproveitado como fertilizantes
para solos cultivaveis. Dessa forma, pode
contribuir para a dispersdao de poluentes
emergentes como os antibiéticos residuais. O
objetivo desse estudo foi adaptar, otimizar e
validar um método QUEChERS/CLAE-FL para
extracdo e quantificagdo do antibiotico tetraciclina
(TCT) em cama de aviario. No desenvolvimento
da metodologia foi aplicado um planejamento
fatorial 23 inicial e na otimizagdo o delineamento
composto central rotacional (DCCR) 23. As
variaveis estudadas massa MgSO,, massa de
NaCl e volume de H,O. Aliquotas da matriz cama
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de aviario foram fortificadas com solu¢éo padréo
de TCT e posteriormente submetidas as etapas
de extracéo e detecgao pelo método em estudo.
A avaliacdo dos planejamentos experimentais
considerou a andlise de variancia (ANOVA) e
o estudo da falta de ajuste ao nivel de 95% de
confianga para o modelo quadratico. Na validagéo
foram avaliados os parédmetros de desempenho
efeito matriz, linearidade, seletividade, precisao,
exatidao, limite de detecgcéo e quantificagdo. O
modelo quadratico ajustou-se satisfatoriamente
aos dados, sugerindo que a melhor condicéo
para a recuperagdo da TCT em cama de aviario
foi a combinagédo de 2,96 g de MgSO,, 1,02g
de NaCl e 9,57 mL de H,O, com recuperacéo
prevista de 100,53%. O método apresentou
linearidade, seletividade e exatiddo adequada,
com recuperagbes médias de 99,3% do analito
estudado. O valor obtido de limite de detecgéo é
de 20 ug Le de limite de quantificagédo de 60 ug
L. Avalidacao realizada permitiu considerar que
0 método QUEChERS-CLAE/FL ¢ satisfatério e
apresenta as caracteristicas de desempenho
necessarias, sendo adequado para a pesquisa
de residuos de TCT em cama de aviério.
PALAVRAS-CHAVE: Poluentes emergentes.
Antibioticos. Métodos analiticos. Delineamentos
experimentais. Validagcéo analitica.

OPTIMIZATION AND VALIDATION OF THE
QUECHERS-HPLC/FL METHODOLOGY
FOR THE DETERMINATION OF
TETRACYCLINE IN POULTRY LITTER

ABSTRACT: Chicken litter is one of the main
residues generated in poultry farming and its main
destination is used as fertilizer for arable soils.
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Thus, it can contribute to the dispersion of emerging pollutants such as residual antibiotics.
The aim of this study was to adapt, optimize and validate a QUEChERS/HPLC-FL method for
extraction and quantification of tetracycline antibiotic (TCT) in aviary litter. In the development
of the methodology an initial 23 factorial design was applied and, in the optimization, the central
composite rotational design (DCCR) 23. The studied variables were MgSO, mass, NaCl mass
and H,0O volume. Aliquots of the poultry bed matrix were fortified with standard TCT solution
and later submitted to the extraction and detection steps by the method under study. The
evaluation of the experimental designs considered the analysis of variance (ANOVA) and
the study of the lack of adjustment at the 95% confidence level for the quadratic model.
In the validation, the matrix effect performance parameters, linearity, selectivity, precision,
accuracy, detection limit and quantification were evaluated. The quadratic model fits the
data satisfactorily, suggesting that the best condition for TCT recovery in poultry litter was
the combination of 2.96 g of MgSO,, 1.02 g of NaCl and 9.57 mL of H,O, with recovery
forecast of 100.53%. The method presented adequate linearity, selectivity, and accuracy, with
mean recoveries of 99.3% of the studied analyte. The detection limit value obtained is 20 ug
L' and the quantification limit 60 pyg L. The validation performed allowed to consider that
the QUEChERS-HPLC/FL method is satisfactory and presents the necessary performance
characteristics, being suitable for the research of TCT residues in aviary litter.

KEYWORDS: Antibiotics. Analytical methods. Experimental designs. Analytical validation.

11 INTRODUCAO

A contaminagdo de recursos naturais principalmente por compostos xenobiontes
tem levantado preocupacgdes ambientais quanto a ocorréncia das substancias denominadas
poluentes ou contaminantes organicos emergentes (POEs). Estes sdo compostos de
origem sintética ou natural, dos quais os efeitos e a presenca no ecossistema ainda séo
poucos conhecidos, e assim ndo integram os programas de monitoramento, e tdo pouco
estdo inseridos em normativas e legislacdes de controle ambiental (PAVITHRA et al., 2021;
NATARAJAN et al., 2021; PRASANNAMEDHA et al., 2021). Sao considerados poluentes
emergentes substancias empregadas em produtos de limpeza e higiene pessoal, compostos
utilizados na producao de resinas e plasticos, farmacos como analgésicos, antibi6ticos, anti-
inflamatérios, hormonios sintéticos, os horménios naturais, entre outros (RATHI et al., 2021;
GAVRILESCU et al., 2015).

Os farmacos sdo considerados contaminantes emergentes pois suas moléculas séo
biologicamente ativas, a grande maioria possui caracteristicas lipofilicas e frequentemente
apresentam baixa biodegradabilidade, além de grande potencial de persisténcia ou pseudo-
persisténcia no meio ambiente (AMERICO et al., 2013). Essas substancias ndo tém limites
ambientais estabelecidos e pouco se conhece sobre processos de transformacgdo nas
matrizes ambientais e os possiveis efeitos que podem ocasionar (PAVITHRA et al., 2021;
NATARAJAN et al., 2021; PRASANNAMEDHA et al., 2021).

Produtos farmacéuticos sdo amplamente utilizados tanto na medicina humana
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quanto na veterinaria, onde se destinam ao tratamento de doencas infecciosas ou como
aditivos alimentares. A quantidade do farmaco excretado pelos organismos animais varia
com tipo de substancia, a dosagem, a idade e a espécie, entre outros fatores. Dependendo
das circunsténcias, cerca de 95% dos ingredientes ativos administrados aos animais podem
ser integralmente eliminados, sem sofrer metabolizacdo no organismo e mesmo quando a
molécula é metabolizada, alguns produtos de degradacdo podem permanecer bioativos
(PANDEY, et al. 2021; PAVANI, 2011; FIGUEIREDO, 2015; REGITANO; LEAL, 2010).

Aproducéo de animais de forma intensiva contribui para a disperséao destes compostos
no meio ambiente em grande quantidade, uma vez que durante o processo de criacdo séo
realizadas varias aplicacbes de medicamentos. A criacdo de aves de corte de forma intensiva
¢é feita em galpOes conhecidos como aviarios. Neste tipo de criagdo € possivel o manejo
de grande quantidade de aves por lotes, que geralmente variam de 30 a 45 dias, e geram
grande quantidade de residuo conhecido como cama de aviario, cama de frango, ou esterco
(PANDEY, et al. 2021; FIGUEIREDO, 2015).

A cama de aviario € o material constituido pelas dejecOes e penas das aves, restos
de ragdes e pelo material organico absorvente da umidade usado sobre o piso do galpéo,
sendo que este pode ser muito diverso, casca de arroz, casca de amendoim, maravalha de
madeira, papel entre outros (PANDEY, et al. 2021; GARCIA et al., 2012). Durante o ciclo de
producéo, as dejecdes dos animais sdo misturadas ao material usado como substrato e, no
final do ciclo, obtém-se a cama de aviario, que pode ser retirada ou reaproveitada no lote
seguinte, sendo manejada para controlar o nivel de umidade, a produgao de p0, exposicao
a agentes transmissores de doencas e prevencgéo a proliferacao de insetos (GARCIA et al.,
2012; FIGUEIREDO, 2015).

A principal forma de aproveitamento deste substrato € como adubo para solos
cultivaveis. Contudo, do ponto de vista ambiental, ha restricdes ao aproveitamento deste
residuo, pois este pode ser um poluente do solo e das aguas superficiais e subterraneas
devido aos residuos de medicamentos que podem estar presentes neste substrato, além
de outros poluentes convencionais. A deteccdo de antibiéticos em matrizes ambientais
vem sendo reportada em diversos estudos (Tabela 1) e pode ocasionar o aparecimento de
microrganismos resistentes. Tal fato, representa um problema de saude publica, uma vez
gque aumentam o nimero de doencas infecciosas sem tratamento, que demandam de novos
compostos de amplo espectro e consequentemente mais caros (LOUREIRO et al., 2016;
JANSEN et al., 2019).

Os antibiéticos constituem uma classe de farmacos de extrema importancia para a
salde, sdo usados extensivamente na medicina com finalidade de prevenir ou tratar infec¢des
microbianas. Dentre eles, encontra-se a classe das tetraciclinas, que correspondem a maior
categoria de farmacos utilizados na medicina humana e veterinaria, para fins terapéuticos ou
de profilaxia (OCAMPO-PEREZ et al., 2012).

Este antibiético € amplamente utilizado tanto na medicina humana quanto veterinaria,
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por causa do seu amplo espectro de agcédo e de suas vantagens financeiras. Também
¢é utilizada como aditivo na alimenta¢do de animais confinados para aumentar a taxa de
crescimento deles. Considerando que absorcao da tetraciclina € de 60 a 80%, a substancia
ndo metabolizada é eliminada pelas fezes e urina, e sem o devido tratamento de remocéo
podem ser inseridas como poluente de matrizes ambientais (ADDAMO et al., 2005; JAVID et
al., 2016; OKA; ITO; MATSUMOTO, 2000).

Antibiético Concentracao Amostras Deteccao Referéncia
analitica
Clortetraciclina 179,45 ug kg-1 Excrementos de CLAE-MS Yévenes et al.,
e (Apos 25 dias sem frangos de corte (2018).
4-epi- tratamento)
clorotetraciclina
Tetraciclina 160 a 763 g kg-1 Excrementos de CLAE-UV Alavi et al.,
frangos (2015),
Tetraciclina 0,64 a 5,68 ug L-1 Agua superficial, CLAE-DAD Agunbiade
efluente sanitario e Moodley,
bruto e efluente (2014).
sanitario tratado
Monensina 4000 a 22000 Cama de frango CLAE-MS Sun et al.,
g kg-1 (2013).
Salinomicina e 230 a 4000 ug kg-1
Narasina
Monensina 97,8 ug kg-1 Cama de frango CLAE-MS Biswas et al,
Lasalocida 19,2 ug kg-1 (2012).
Salinomicina 70,0 pg kg-1
Narasina 57,3 ug kg-1

CLAE-MS: Cromatografia liquida com espectrometria de massa;
CLAE-UV: Cromatografia liquida com detector de arranjo de fotodiodos;
CLAE-DAD: Cromatografia liquida com detector de arranjo de diodos.

Tabela 1. Concentragdes de farmacos detectados em matrizes ambientais.

Considerando o risco da insercdo desses poluentes no ambiente, novos métodos de
extracdo passaram a ser desenvolvidos. Métodos de extragcdo de multiresiduos, como o
método QUEChERS, que é acr6nimo para Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe,
representando suas principais caracteristicas, por ser considerado rapido, facil, de baixo
custo, eficiente, robusto e seguro, foi proposto por Anastassiades et al., em 2003, criado
inicialmente para a detecg¢do de residuos de pesticidas em frutas e vegetais, aliado aos
avangos nas técnicas analiticas cromatogréaficas de deteccéo e quantificagéo oportunizaram
estudos de determinagéo de farmacos e outros compostos em diversas matrizes mesmo que
em concentragbes muito pequenas.

O método QUEChERS quando comparado com os métodos tradicionais de extracao
padréo, apresenta as vantagens de uma alta taxa de recuperacdo do analito, alta precisdo e
exatiddo que podem ser calibradas pelo método de padrao interno, uma ampla quantidade de
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compostos que podem ser estudados, uma velocidade rapida de processamento de amostra,
baixa quantidade de solvente, baixa polui¢do e o baixo pre¢o da operagéo, além de ser um
procedimento facil com equipamentos simples (YAO et al., 2021).

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo contribuir para o diagnéstico da
contaminacéo de recursos ambientais por farmacos, por meio do desenvolvimento, otimiza¢ao
e validagéo das condi¢bes de extracdo da tetraciclina em cama de aviario avaliando as
variaveis volume de solvente extrator, quantidade de cloreto de sédio e quantidade de sulfato
de magnésio para o método QUEChERS e determinacéo por CLAE-FL (Cromatografia liquida
de alta eficiéncia com detector de fluorescéncia).

21 MATERIAIS E METODOS

2.1 REAGENTES, PADROES E SOLUGOES

O farmaco TCT foi adquirido na forma de padrdo analitico (Sigma-Aldrich®) com
pureza de = 95,0%. Foram preparadas solu¢des estoque desse farmaco a 1000 mg L™,
avolumadas em agua ultrapura (Milli-Q), e conservadas a 4 °C sob refrigeracéo, protegidas
da luz. Para o desenvolvimento do método de extragdo QUEChERS utilizou-se Sulfato de
magnésio P.A. (MgSO,, Didatica®), Cloreto de sodio anidro P.A. (NaCl, Didatica®), acetonitrila
(CH,CN, J.T.BAKER®) e agua ultrapura (Milli-Q).

2.2 DETERMINAGOES POR CLAE-FL

Na andlise dos extratos obtidos pelo método de extracdo QUEChERS para quantificagao
da foi utilizado um cromatégrafo liquido marca Dionex modelo “U3000” equipado com detector
de fluorescéncia e coluna Acclaim™ 120 C18 de fase reversa (4,6 mm x 250 mm, 5 ym). A
fase movel utilizada foi uma mistura de agua ultra-pura e trietilamina (0,1 %) e acetonitrila,
na propor¢ao 90: 10 (% v/v), com vazao de 1 mL min?'. O sinal analitico da tetraciclina foi
selecionado por meio da varredura espectral dos comprimentos de onda para absorcéo e
emissao fluorescente do farmaco, usando uma solugéo padréo do analito.

Os parametros de comprimento de onda do detector de fluorescéncia foram 270 nm
de excitacdo e 520 nm de emisséo. A temperatura da coluna foi mantida em 35 °C, com uma
presséo 142 bar e o volume de amostra injetado foi de 20 pL. A concentracédo do analito TCT
nos extratos foi determinada por meio de calibragédo obtida pela da equagéo do ajuste linear
(concentragdo versus area do pico) e a recuperagao calculada pela Equacéo 1.

Equacéo 1

Onde C, é a concentrag&o em yg mL prevista com base na fortificag&o e avolumagem
final e C, a concentragéo em pg mL" determinada por meio do instrumental e da curva de
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calibragéo.

2.3 OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DAS AMOSTRAS DE CAMA DE AVIARIO

Para o desenvolvimento do protocolo de extragcdo do método QUEChERS e realizagao
dos ensaios de validacao analitica, foram empregadas aliquotas de cama de frango coletadas
em aviarios de aves de corte localizados no municipio de Medianeira — PR. Aproximadamente
1 kg de cama foi revolvido com auxilio de pa e enxada metélicas e acondicionado em pacote
plastico previamente higienizado. No laboratério, as amostras foram secas em estufa a 80
°C por 24 h e peneiradas em malha de 53 ym, para melhor homogeneidade. Posteriormente,
estocadas em frascos fechados e mantidos sob refrigeracéo em congelador.

Foram realizadas analises fisico-quimicas para determinacdo do teor de umidade,
cinzas e matéria orgénica volatil, conforme metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008), além
da densidade aparente. Os experimentos foram realizados em triplicata com amostras de
cama in natura na faixa de 1 g. O ensaio da caracterizagdo de umidade foi realizado pelo
método de secagem direta em estufa a 105 °C pelo principio de perda por dessecagéo. O teor
de cinzas e de matéria orgénica volatil foi determinado por incineragdo com aquecimento da
amostra a 550 °C em mufla.

A densidade aparente foi determinada por meio da relagdo peso/ volume da cama
de aviario em uma proveta. As amostras foram introduzidas em proveta de 50 mL e foram
submetidas a leves batidas laterais até ndo se observar mais variagéo no volume, e este foi
medido. O conjunto foi pesado em balanga analitica e o peso da proveta foi diminuido, para
se obter a massa da amostra (LIMA; MARSHALL, 2005).

2.4 DESENVOLVIMENTO DO PROTOCOLO DE EXTRAQAO PELO METODO
QuEChERS

Os procedimentos para isolamento do analito foram baseados em extracdo pelo
método QUEChERS e uso de tratamentos auxiliares e complementares baseados em
agitacé@o e centrifugacéo, avaliados por ferramentas quimiométricas. Aproximadamente 500
mg de amostra de cama de aviario foram inseridas em tubos Falcon e fortificadas com 100
uL da solugéo estoque de TCT 1000 mg L. Apds 24 h, para efetiva interagéo do analito com
a matriz, acrescentaram-se 0s solventes agua e acetonitrila, e realizou-se a homogeneizagéo
por 30 s, com auxilio do vértex. Na sequéncia, acrescentaram-se os sais de QUEChERS
(MgSO, e NaCl).

Tanto os solventes quanto os sais foram administrados nas quantidades definidas
para os delineamentos experimentais em cada etapa. A homogeneiza¢do da mistura ocorreu
por agitagdo em voértex durante 1 min. Posteriormente, as amostras eram centrifugadas por
5 min a 2000 rpm. O extrato superior e organico foi colhido com micropipeta e limpo em
filtro de seringa 0,22 ym (nylon, Chromafil®), para a quantificagao do analito por CLAE-FL. O
protocolo de extragdo também foi efetuado com aliquotas de cama de aviario sem fortificagéo
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de TCT para a obtencgéo de brancos.

2.4.1 Otimizagdo do protocolo de extracao

Para o estudo da influéncia das variaveis envolvidas na recuperacédo do analito usando
o método QUEChERS os fatores quantidade de MgSO, (g) e NaCl (g) e volume de H,0
(mL) foram as variaveis selecionadas. Inicialmente, elaborou-se um planejamento fatorial 2°
com 3 repeticdes no ponto central, totalizando 11 ensaios (Tabela 2). Para otimizagdo das
condi¢des o mesmo foi deslocado e expandido para um delineamento composto rotacional
(DCCR) constituido de um fatorial 2% com dois niveis (-1 e +1), com 3 repeticdes no ponto
central (0) e acrescidos os pontos axiais (-1,68 e +1,68), totalizando 17 ensaios (Tabela 2). A
resposta utilizada foi o percentual de recuperacéo do analito para cada ensaio.

Niveis codificados e reais

Variaveis Planejamento 23 DCCR
Independentes
-1 0 +1 -1,68 -1 0 +1 +1,68
MgSO4 (g) 2,5 4,0 5,5 0,98 2 3,5 5,0 6,02
NaCl (g) 0,5 1,0 1,5 0,16 0,5 1,0 1,5 1,84
H20 (mL) 6,0 8,0 10,0 6,64 8,0 10,0 12,0 13,46

Tabela 2. Planejamentos fatorial inicial completo 2° e DCCR 23 para 0 QUEChERS.

O programa computacional Statistica 10.0 foi utilizado na analise estatistica mediante
ajuste de modelo aos dados experimentais, assim como a obtencdo de curvas de niveis e
a otimizacéo. A validagdo do modelo mais adequado foi realizada com base na Andlise da
Variancia (ANOVA) das regressoes e verificacdo da falta de ajuste, a otimizagao foi realizada
pela anélise da superficie de resposta obtida com identificagdo das condi¢des 6timas para a
extracao.

2.5 VALIDACAO DO METODO QUEChERS PARA DETERMINACAO DE TCT EM
CAMA DE AVIARIO

Apés otimizacdo do método QUEChERS onde foram obtidas as melhores condi¢cdes
para as variaveis quantidade de MgSO, e NaCl e volume de H,0O, triplicatas da matriz cama
de aviério, secas e peneiradas, passaram pelo processo de extracao (Figura 1).
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Figura 1. Protocolo de extragdo do método QUEChERS.

2.5.1 Estudo do Efeito Matriz

Para avaliar o efeito matriz sob a sensibilidade do método analitico foram obtidos
extratos da amostra de cama de aviario. Foram preparadas duas curvas de calibracéo na
faixa de 0,5 a 10,5 mg L' do farmaco TCT com seis pontos em triplicata, usando na primeira
os extratos da matriz cama de aviario contendo os componentes da extracdo QUEChERS e
na segunda o solvente orgéanico acetonitrila. Os coeficientes angulares obtidos para a matriz
e o solvente, bem como a sua razéo, foram considerados na avalia¢éo do efeito matriz.

2.5.2 \Validagao do Método

A seletividade do método QUEChERS com determinagéo por CLAE-FL foi avaliada
pela inspecéo dos cromatogramas mediante a verificagdo da presencga ou auséncia de picos
de compostos interferentes, eluidos no mesmo tempo de retencdo do analito de interesse. A
linearidade foi verificada mediante o preparo de curvas com seis pontos em ftriplicatas reais
(n= 3) na faixa de 0,5 a 10,5 mg L. Para a avaliacdo da linearidade foi aplicada a andlise
de regressdo com ANOVA e teste de falta de ajuste ao nivel de 95% de confian¢a usando
software estatistico (Minitab 16.2.2).

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ) foram determinados através do
desvio padrao do intercepto (Std) das curvas de calibragdo na presenga da matriz e do
coeficiente angular (m) (Eq. 2 e Eq. 3), de acordo com a IUPAC (LONG E WINEFORDNER,
1983), em que Std é o desvio padrao da leitura de dez brancos e m o coeficiente angular da
curva analitica.
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Para o estudo da exatidao, triplicatas das amostras com aproximadamente 0,5 g de
cama de aviario (n= 3) foram adicionadas a tubos Falcon e fortificadas com aliquotas da
solugdo de trabalho em trés niveis de concentragéo, 5,0 mg kg™, 50,0 mg kg' e 95,0 mg
kg™'. Apds, as amostras foram submetidas ao procedimento de extracdo e a concentragéo
determinada por CLAE-FL. A exatidao foi calculada com base nas concentragdes previstas e
determinadas, sendo expressa em porcentagem (Eq. 4).

A precisdo do método foi avaliada nos niveis de repetibilidade. Para tal, 0,5 gramas
de amostra foi fortificada com 50,0 mg kg da solugéo de trabalho de TCT na concentragéo
de 50 mg L. Depois foram processadas segundo as condigdes otimizadas do protocolo
proposto e as concentragbes determinadas em duas bateladas (n= 6) em um mesmo dia
para a repetibilidade. A avaliagdo ocorreu a partir do calculo de desvio padréo relativo
(RSD) ou coeficiente de variagéo (CV) (Eq. 5).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZA(;AO DA MATRIZ CAMA DE AVIARIO E DO ANALITO
TETRACICLINA

Diversos fatores influenciam na composigéo quimica e fisica da cama de aviério, desde
0 nimero de lotes criados na mesma cama, ao tipo de material utilizado como substrato, a
idade de abate dos animais, a conversdo alimentar e o tipo de alimentos dos frangos, a
umidade do material absorvente, e as condigcbes climaticas ocorridas durante o confinamento.
Os parametros umidade, sélidos totais, cinzas e matéria organica volatil foram expressos em
porcentagem séo apresentados na Tabela 3. A densidade aparente determinada por meio da
relagdo peso/volume da matriz em uma proveta, resultou em 0,45 g cm?.

Parametro Teor (%)
Umidade 20,03 %
Solidos totais 79,97 %
Cinzas* 57, 06 %
Matéria organica volatil* 42,94 %

*Calculados sobre os so6lidos totais.

Tabela 3. Caracteristicas fisico-quimicas da matriz cama de aviario usada nos ensaios.
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A matriz estudada apresentou umidade de 20,03%, porém dependendo das condi¢bes
citadas este teor, como os demais, podem variar significativamente. A elevada fracdo de
material a base de celulose e detritos que compdem a matéria organica pode favorecer a
adsor¢do de compostos como os antibi6ticos e nutrientes presentes na excreta das aves e
dessa forma atuar juntamente com o pH nos mecanismos de mobilidade quando a cama de
aviario interage com o solo, 4gua da chuva por exemplo (NEITZKE, 2010).

Na caracterizagdo cromatografica da TCT, a solugdo aquosa do farmaco apresenta
uma banda méaxima de absor¢éo em 255 nm e uma banda maxima de emissdo em 550 nm. Os
valores de bandas maximos obtidos sdo proximos aos encontrados por Carlotti et al., (2010)
(banda de absor¢do maxima em 267 nm, e um faixa maxima de emisséo em 520 nm), em um
estudo sobre as propriedades de sete antibiéticos derivados do grupo tetraciclinas, dentre
eles a tetraciclina, em solugéo aquosa e em diversos solventes organicos, como a acetonitrila,
usando a técnica de detecgdo em fluorescéncia. A Figura 2 mostra o cromatograma obtido
por CLAE-FL para o analito em solvente acetonitrila na concentragdo de 5 mg L. O tempo
de eluicdo da TCT para as andlises foi de 2,1 minutos.

Figura 2. Cromatograma do tempo de eluigdo em solugéo padréo de TCT 5 mg L' em absorgéo = 255
nm e emissao = 550 nm.

3.2 OTIMIZACAO DAS CONDICOES DE EXTRACAO PARA O METODO
QuEChERS

No Planejamento experimental fatorial 2% inicial foi verificada melhor recuperagdo do
analito com 5,5 g de MgSO,, 1,5 g de NaCl e 10 mL de H,O, com remogéo de 130% da
TCT. Visando a otimizagdo das condi¢des experimentais este delineamento foi expandido
e deslocado para um DCCR (Tabela 2). Dos 17 ensaios executados, verificou-se melhor
recuperagéo da TCT na condi¢do de 2,0 g de MgSO,, 1,5 g de NaCl e 8,0 mL de agua,
com recuperacao prevista de 113%. Os dados experimentais foram ajustados ao modelo
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quadratico segundo a metodologia de superficies de resposta. O comportamento dos efeitos
das varidveis estudadas, bem como as suas interagdes sobre a recuperagéo do farmaco TCT

podem ser observadas por meio do Diagrama de Pareto (Figura 3).

(1) MgSO, (), (2) NaCl (g), (3) H,O (mL), (L) Linear e (Q) Quadratico.
Figura 3. Diagrama de Pareto para a recuperagéo (%) do farmaco TCT no QUEChERS pelo DCCR.

Na analise do Diagrama de Pareto foram significativos os efeitos da interacao
binaria quantidade de MgSO, e NaCl, além das variaveis independentes quantidade de
NaCl e volume de H,O. A participagédo de sais no sistema de extragdo promove o efeito
de salting out responsavel pela melhor particdo do analito para a fase orgénica devido a
reducédo da solubilidade do mesmo na fase aquosa (PRESTES et al, 2009). Apesar de ser
um efeito desejavel, massas dos sais MgSO, e NaCl em niveis mais elevados prejudicaram
a recuperacéo do analito na matriz cama de frango. Possivelmente, pela complexidade das
amostras, compostos néo desejaveis como os lipidicos também foram extraidos e interferiram
nos processos, justificando os efeitos antagdnicos observados.
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Figura 4. Superficie resposta para a recuperagéo (%) de TCT pelo método QUEChERS segundo o
DCCR.

Para a avaliacdo do modelo quadratico pela ANOVA, observa-se na Tabela 4 que

arazéo do F_, = 3,2 pelo F_, = 3,7 para a regressédo apresentou valor de 1,4 e, portanto,

crit

estatisticamente significativo para o modelo quadratico de remocéo de TCT ao nivel de
significancia de 95%, fato evidenciado pelo valor superior a 1.

Fonte de Soma Graus de Média F. F. F
Variacao Quadratica Liberdade Quadratica (95%)  (95%) caf Py
Regressdo 12554 9 1395 3,2 3,7 1,4
(modelo)
Residuos 3029 7 433 - -
Falta de Ajuste 2563 5 512 2,2 19,3 0,5
Erro Puro 466 2 233 - - -
Total 15583 16

Tabela 4. ANOVA do modelo quadratico para eficiéncia de recuperacédo da TCT.

Também néo foi observada significancia para a falta de ajuste, uma vez que a razéo
F../F
corresponde a regiao de maxima de resposta para o método QUEChERS segundo o modelo

.+ para falta de ajuste foi inferior a 1. Na Figura 4, a area mais escura (vermelha)
quadratico obtido, indicando os niveis de concentragcdo dos fatores que proporcionaram
maior recuperagao do analito.

Observa-se que a eficiéncia de extragdo de TCT (%) apresentou valores entre 84 e
100%. A melhor condigéo foi obtida foram as massas de 2,96 g de MgSO, e 1,02 g de NaCl
e o volume de 9,57 mL de agua, com remocgéo prevista de 100,53%. Estes valores foram
aplicados nos ensaios de validagdo do método QUEChERS proposto.

3.3 VALIDACAO ANALITICA DO METODO QUEChERS/CLAE-FL

3.3.1 Efeito Matriz

Amostras complexas apresentam influéncia significativa dos componentes da matriz
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sobre o sinal analitico usado na etapa de quantificacdo. O efeito matriz investiga se ha
possiveis interferéncias, diminuicdo ou ampliagdo da resposta do instrumento, devido as
substancias que compdem a matriz da amostra. A simples inspecéo da Figura 5a e b, revela
diferengas entre as areas dos picos cromatograficos dos analitos quando as solugbes foram
preparadas em extratos de amostras de cama de frango e em solvente organico acetonitrila.
A razéo entre o coeficiente angular da curva em extrato de cama de aviério e solvente (C/S)
foi de 27,2.

Os valores da razédo entre os coeficientes angulares quando maiores que 1,0 indicam
efeito de matriz positivo, desse modo, a sensibilidade analitica para a TCT sofre aumento na
presenca dos componentes da matriz. Assim, aceitando a hipétese de que a matriz interfere
o sinal analitico, na quantificagcdo do analito recomenda-se calibragao por adigdo de padrao
ou a calibragdo por curva analitica na presencga do extrato da matriz estudada.

Figura 5. a) Curva analitica da TCT em acetonitrila; b) Curva analitica da TCT em extratos da matriz
cama de aviério.

A seletividade do método foi avaliada pela comparagdo dos cromatogramas obtidos
do solvente e do extrato da matriz cama de aviario sem a presencga do analito, e da solu¢édo

padrédo de TCT em solvente e extrato da matriz de concentragdo 4,5 mg L' (Figura 6).

Figura 6. Cromatogramas de Seletividade para a TCT. Analito com eluicdo em 2,1 min.
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Ainspecao dos cromatogramas (Figura 6) mostra que nédo existem picos interferentes
no tempo de retencdo da TCT considerando a detecg¢éo por fluorescéncia com absorg¢ao
em 255 nm e emissdo em 550 nm, dessa forma, ndo ha compostos que interferem na
andlise cromatografica do farmaco estudado pelo protocolo de extragcdo proposto e pela
técnica de medicgao.

No estudo da linearidade verificou-se que a resposta do método QUEChERS na
recuperacéo da TCT, na faixa trabalhada foi adequada para o analito na matriz em estudo,
com um valor de R? de 99,3, significando que 99,3% da variagdo na eficiéncia de remogéo
da TCT é explicada pelo modelo. Na Tabela 5, encontram-se os paradmetros de calibragéo

e andlise da linearidade na presenca da matriz cama de aviario.

Validagao Linearidade

Parametros de Regressao

Regressao Falta de ajuste
Equagéo R? F calculado p-Vanr F calculado p-valor
Area=190729(+7195)+19580(x+1110) 99 3 310 0.0 24 0.1

[TCT]

Feritico (1; 22; 0,05) de regressao = 7,95; Fcritico (4;18; 0,05) de falta de ajuste = 4,58.

Aregresséo foi considerada satisfatoria, pois o F foimaiorqueoF assim como

calculado critico’

o p-Valor foi menor que 0,05 para o analito (F >F e p-Valor<0,05). Adicionalmente,

calculado critico

o0 modelo linear ndo apresentou indicios de falta de ajuste, uma vez que, os valores de F

critico

>F e

critico calculado

para a falta de ajuste foram maiores do que os de F
p-Valor > 0,05).
A capacidade do método em detectar e determinar a TCT nas concentragcdes de tracos

para o analito (F

calculado

(ppm) foi estimada pelos limites de detecgdo (LD) e de quantificagcdo (LQ). O valor obtido de
limite de deteccéo é de 20 ug L e de limite de quantificagéo de 60 pyg L. Os resultados dos
testes de precisdo foram expressos como coeficiente de variagdo (CV). Para os ensaios de
repetibilidade foi obtido o valor de 4,9 € para a precisao intermediaria o valor de 7,9. O valor
de CV de repetibilidade esta de acordo com o proposto pelo Guia de validagdo de métodos
analiticos (BRASIL, 2003), que recomenda um CV maximo de 5,3 % para a concentragcéo do
analito estudada (5 mg kg™).

A exatidao foi avaliada por meio de ensaios com fortificacdo de amostras da cama de
aviario em trés niveis de concentracdes e determinagbes por adigdo de padrdo. Na Tabela 6
s&o apresentados valores de recuperacdo para a TCT com base na concentragao fortificada
e na concentragao obtida empregando o método proposto.
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Matriz

- N|'v~el de
Fortificacao (mg kg-1) Média (mg kg-1) (n=3) R?;l;eﬁ;ag;go
5 6,2 124
50 49,8 99,6
95 92,9 97,8

n= Numero de replicatas.

Tabela 6. Valores de recuperacgédo para de TCT nos ensaios de exatiddo empregando cama de aviario
fortificada em trés niveis.

A exatiddo é avaliada por meio da realizacdo de ensaios de recuperac¢do, sendo
expressa como erro sistematico percentual, inerente ao processo. O valor de recuperagéo
do analito TCT variou entre 97,8% e 124% entre os trés niveis concentragdes (5 mg kg
'; 50 mg kg' e 95 mg kg'). Recomenda-se valores de recuperacéo entre 80 e 110% para
concentragdes do analito estudada (BRASIL, 2003). Rodrigues, (2012), aponta que a maioria
dos farmacos apresentam a tendéncia de maiores valores de recuperagao do analito nos
niveis de menor concentragéo, decrescendo com o aumento do nivel de concentracéo, o que
foi observado na recuperagédo para o nivel de 5 mg kg™'.

Diversos autores ja adaptaram o método QUEChERS para a extracdo de diversos
analitos em matrizes complexas como solos, lodos de esgoto (SILVA et al, 2020; BENEDETTI
et al, 2020). Muitos métodos tém sugerido melhorias nas taxas de recuperagéo pela insergéo
de etapas de clean-up que provavelmente, proporcionam limpeza mais eficiente do extrato,
diminuindo os interferentes de uma matriz tdo complexa como a cama de aviario. Contudo,
o custo de cartuchos de extracdo e de particulas adsorventes comerciais tornam onerosos
0s métodos.

41 CONCLUSAO

A otimizagdo utilizando o DCCR 23 para estudo das variaveis massa de MgSO, e
NaCl e volume de H,O forneceu a melhor condic&o dos valores de recuperagéo ao nivel de
significancia de 95%, uma vez que, o modelo quadratico ajustou-se satisfatoriamente aos
dados. A validacéo realizada, em termos de seletividade, linearidade, limites de deteccéo e
quantificacdo, precisédo e exatidao, permitiu considerar que o método QUEChERS analisado
por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada ao detector de fluorescéncia (CLAE-FL)
€ satisfatorio e apresenta as caracteristicas de desempenho necessarias, sendo adequado
para a pesquisa de residuos de tetraciclina em cama de aviario.

Estes resultados sugerem que o método QUEChERS pode ser potencialmente util
para quantificar a tetraciclina, assim como outros farmacos, ndo s6 em amostras de cama
de frango, como também em outras matrizes ambientais. Para estudos futuros, visando uma

melhoria nas taxas de recuperacéo poderia ser alcangada realizando-se etapas de clean-up,
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sendo que essa etapa, provavelmente, ir4 proporcionar uma limpeza do extrato, diminuindo
os interferentes de uma matriz tdo complexa como a cama de aviério, e a utilizagdo de
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa afim de identificagéo e confirmacéo
do analito estudado.
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