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APRESENTAÇÃO

O e-book: “Coleção desafios das engenharias: Engenharia Sanitária 2” é constituído 
por vinte e cinco capítulos 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 temáticas de grande relevância.

A primeira é constituída por sete capítulos que tratam da importância de se monitorar 
os parâmetros físico-químicos e biológicos da água destinada ao abastecimento público, 
provenientes de águas superficiais ou subterrâneas (poço artesiano). Por ser um recurso 
natural e cada vez mais escasso em termos de padrões de potabilidade, faz-se necessário 
a adoção de uma consciência coletiva que leve a redução do consumo per capita a nível 
mundial.

Os capítulos de 8 a 15 apresentam estudos que reforçam a importância de se investigar 
alternativas a fim de se estabelecer melhores condições de confinamento, destinação final e 
desaguamento do lodo gerado na ETA. Além disso, é apresentada a importância de melhorar 
e empregar técnicas de tratamento de efluente hospitalar e provenientes de instituições de 
ensino.

A terceira temática apresenta trabalhos que tratam da importância do conhecimento 
sobre resíduos na formação de futuros profissionais da biologia. Outro estudo apresenta a 
importância e o devido reconhecimento que os catadores de recicláveis representam para 
a sociedade e que contribuem para apolítica reversa de materiais recicláveis. Já outros 
trabalhos, procuram avaliar o uso de lodo de ETA e de rejeitos da mineração como matéria-
prima a ser incorporada em substituição aos extraídos da natureza. Por fim, é apresentado um 
trabalho que validou uma metodologia QuEChERS-CLAE/FL na determinação do antibiótico 
Tetraciclina em cama de aviários.

O último tema é composto por quatro trabalhos que reportam a utilização de biomassa 
tanto para remoção de cor de águas residuárias, quanto como matéria-prima para a produção 
de bioetanol. Além disso, apresenta um trabalho que traz uma discussão em voga em relação 
aos possíveis riscos associados à utilização de agrotóxicos e por último um trabalho que trata 
do desenvolvimento de estratégias de designs para o reuso de espaços urbanos abertos para 
o público como espaços de acesso ao público.

Diante desta variedade de estudos, provenientes de pesquisadores (as) de diferentes 
partes do Brasil e com contribuições provenientes de pesquisadores de Portugal e da Itália, 
a Atena Editora publica e disponibiliza de forma gratuita em seu site e em outras plataformas 
digitais, contribuindo para a divulgação do conhecimento cientifico gerado nas instituições 
de ensino do Brasil e de outros países. Assim, a Atena Editora vem trabalhando, buscando, 
estimulando e incentivando cada vez mais os pesquisadores do Brasil e de outros países a 
publicarem seus trabalhos com garantia de qualidade e excelência em forma de livros ou 
capítulos de livros.

Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua
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RESUMO: A cama de frango é um dos principais 
resíduos gerados na avicultura e sua principal 
destinação é o aproveitado como fertilizantes 
para solos cultiváveis. Dessa forma, pode 
contribuir para a dispersão de poluentes 
emergentes como os antibióticos residuais. O 
objetivo desse estudo foi adaptar, otimizar e 
validar um método QuEChERS/CLAE-FL para 
extração e quantificação do antibiótico tetraciclina 
(TCT) em cama de aviário. No desenvolvimento 
da metodologia foi aplicado um planejamento 
fatorial 2³ inicial e na otimização o delineamento 
composto central rotacional (DCCR) 2³. As 
variáveis estudadas massa MgSO4, massa de 
NaCl e volume de H2O. Alíquotas da matriz cama 

de aviário foram fortificadas com solução padrão 
de TCT e posteriormente submetidas as etapas 
de extração e detecção pelo método em estudo. 
A avaliação dos planejamentos experimentais 
considerou a análise de variância (ANOVA) e 
o estudo da falta de ajuste ao nível de 95% de 
confiança para o modelo quadrático. Na validação 
foram avaliados os parâmetros de desempenho 
efeito matriz, linearidade, seletividade, precisão, 
exatidão, limite de detecção e quantificação. O 
modelo quadrático ajustou-se satisfatoriamente 
aos dados, sugerindo que a melhor condição 
para a recuperação da TCT em cama de aviário 
foi a combinação de 2,96 g de MgSO4, 1,02g 
de NaCl e 9,57 mL de H2O, com recuperação 
prevista de 100,53%. O método apresentou 
linearidade, seletividade e exatidão adequada, 
com recuperações médias de 99,3% do analito 
estudado. O valor obtido de limite de detecção é 
de 20 µg L-1e de limite de quantificação de 60 µg 
L-1. A validação realizada permitiu considerar que 
o método QuEChERS-CLAE/FL é satisfatório e 
apresenta as características de desempenho 
necessárias, sendo adequado para a pesquisa 
de resíduos de TCT em cama de aviário.
PALAVRAS-CHAVE: Poluentes emergentes. 
Antibióticos. Métodos analíticos. Delineamentos 
experimentais. Validação analítica.

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 MgSO4 mass, NaCl mass 
and H2O 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 MgSO4, 1.02 g of NaCl and 9.57 mL of H2O, 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 µg 
L-1 and the quantification limit 60 µg L-1. 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.

1 |  INTRODUÇÃO
A contaminação de recursos naturais principalmente por compostos xenobiontes 

tem levantado preocupações ambientais quanto a ocorrência das substâncias denominadas 
poluentes ou contaminantes orgânicos emergentes (POEs). Estes são compostos de 
origem sintética ou natural, dos quais os efeitos e a presença no ecossistema ainda são 
poucos conhecidos, e assim não integram os programas de monitoramento, e tão pouco 
estão inseridos em normativas e legislações de controle ambiental (PAVITHRA et al., 2021; 
NATARAJAN et al., 2021; PRASANNAMEDHA et al., 2021). São considerados poluentes 
emergentes substâncias empregadas em produtos de limpeza e higiene pessoal, compostos 
utilizados na produção de resinas e plásticos, fármacos como analgésicos, antibióticos, anti-
inflamatórios, hormônios sintéticos, os hormônios naturais, entre outros (RATHI et al., 2021; 
GAVRILESCU et al., 2015).

Os fármacos são considerados contaminantes emergentes pois suas moléculas são 
biologicamente ativas, a grande maioria possui características lipofílicas e frequentemente 
apresentam baixa biodegradabilidade, além de grande potencial de persistência ou pseudo-
persistência no meio ambiente (AMÉRICO et al., 2013). Essas substâncias não têm limites 
ambientais estabelecidos e pouco se conhece sobre processos de transformação nas 
matrizes ambientais e os possíveis efeitos que podem ocasionar (PAVITHRA et al., 2021; 
NATARAJAN et al., 2021; PRASANNAMEDHA et al., 2021).

Produtos farmacêuticos são amplamente utilizados tanto na medicina humana 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352186421004028?casa_token=VFjiq9988P4AAAAA:IOQjQtdv_XJs-A8Fdx3lDDld7_4RkxjApvvoyyA9x8gPX8xolmqROfVWtu2gt5LNO71Nlco1KWo
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352186421004028?casa_token=VFjiq9988P4AAAAA:IOQjQtdv_XJs-A8Fdx3lDDld7_4RkxjApvvoyyA9x8gPX8xolmqROfVWtu2gt5LNO71Nlco1KWo
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352186421004028?casa_token=VFjiq9988P4AAAAA:IOQjQtdv_XJs-A8Fdx3lDDld7_4RkxjApvvoyyA9x8gPX8xolmqROfVWtu2gt5LNO71Nlco1KWo
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quanto na veterinária, onde se destinam ao tratamento de doenças infecciosas ou como 
aditivos alimentares. A quantidade do fármaco excretado pelos organismos animais varia 
com tipo de substância, a dosagem, a idade e a espécie, entre outros fatores. Dependendo 
das circunstâncias, cerca de 95% dos ingredientes ativos administrados aos animais podem 
ser integralmente eliminados, sem sofrer metabolização no organismo e mesmo quando a 
molécula é metabolizada, alguns produtos de degradação podem permanecer bioativos 
(PANDEY, et al. 2021; PAVANI, 2011; FIGUEIREDO, 2015; REGITANO; LEAL, 2010).

A produção de animais de forma intensiva contribui para a dispersão destes compostos 
no meio ambiente em grande quantidade, uma vez que durante o processo de criação são 
realizadas várias aplicações de medicamentos. A criação de aves de corte de forma intensiva 
é feita em galpões conhecidos como aviários. Neste tipo de criação é possível o manejo 
de grande quantidade de aves por lotes, que geralmente variam de 30 a 45 dias, e geram 
grande quantidade de resíduo conhecido como cama de aviário, cama de frango, ou esterco 
(PANDEY, et al. 2021; FIGUEIREDO, 2015).

A cama de aviário é o material constituído pelas dejeções e penas das aves, restos 
de rações e pelo material orgânico absorvente da umidade usado sobre o piso do galpão, 
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 
produção, as dejeções dos animais são misturadas ao material usado como substrato e, no 
final do ciclo, obtém-se a cama de aviário, que pode ser retirada ou reaproveitada no lote 
seguinte, sendo manejada para controlar o nível de umidade, a produção de pó, exposição 
a agentes transmissores de doenças e prevenção a proliferação de insetos (GARCIA et al., 
2012; FIGUEIREDO, 2015).

A principal forma de aproveitamento deste substrato é como adubo para solos 
cultiváveis. Contudo, do ponto de vista ambiental, há restrições ao aproveitamento deste 
resíduo, pois este pode ser um poluente do solo e das águas superficiais e subterrâneas 
devido aos resíduos de medicamentos que podem estar presentes neste substrato, além 
de outros poluentes convencionais. A detecção de antibióticos 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 saúde pública, uma vez 
que aumentam o número de doenças infecciosas sem tratamento, que demandam de novos 
compostos de amplo espectro e consequentemente mais caros (LOUREIRO et al., 2016; 
JANSEN et al., 2019).

Os antibióticos constituem uma classe de fármacos de extrema importância para a 
saúde, são usados extensivamente na medicina com finalidade de prevenir ou tratar infecções 
microbianas. Dentre eles, encontra-se a classe das tetraciclinas, que correspondem à maior 
categoria de fármacos utilizados na medicina humana e veterinária, para fins terapêuticos ou 
de profilaxia (OCAMPO-PEREZ et al., 2012).

Este antibiótico é amplamente utilizado tanto na medicina humana quanto veterinária, 
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por causa do seu amplo espectro de ação e de suas vantagens financeiras. Também 
é utilizada como aditivo na alimentação de animais confinados para aumentar a taxa de 
crescimento deles. Considerando que absorção da tetraciclina é de 60 a 80%, a substância 
não metabolizada é eliminada pelas fezes e urina, e sem o devido tratamento de remoção 
podem ser inseridas como poluente de matrizes ambientais (ADDAMO et al., 2005; JAVID et 
al., 2016; OKA; ITO; MATSUMOTO, 2000).

Antibiótico Concentração Amostras Detecção 
analítica

Referência

Clortetraciclina 
e

4-epi-
clorotetraciclina

179,45 µg kg-1 
(Após 25 dias sem 

tratamento)

Excrementos de 
frangos de corte

CLAE-MS Yévenes et al.,
(2018).

Tetraciclina 160 a 763 µg kg-1 Excrementos de 
frangos

CLAE-UV Alavi et al., 
(2015),

Tetraciclina 0,64 a 5,68 µg L-1 Água superficial, 
efluente sanitário 
bruto e efluente 
sanitário tratado

CLAE-DAD Agunbiade 
e Moodley, 

(2014).

Monensina

Salinomicina e 
Narasina

4000 a 22000 
µg kg-1

230 a 4000 ug kg-1

Cama de frango CLAE-MS Sun et al., 
(2013).

Monensina
Lasalocida

Salinomicina
Narasina

97,8 µg kg-1
19,2 µg kg-1
70,0 µg kg-1
57,3 µg kg-1

Cama de frango CLAE-MS Biswas et al, 
(2012).

CLAE-MS: Cromatografia líquida com espectrometria de massa;

CLAE-UV: Cromatografia líquida com detector de arranjo de fotodiodos;

CLAE-DAD: Cromatografia líquida com detector de arranjo de diodos.

Tabela 1. Concentrações de fármacos detectados em matrizes ambientais.

Considerando o risco da inserção desses poluentes no ambiente, novos métodos de 
extração passaram a ser desenvolvidos.  Métodos de extração de multiresíduos, como o 
método QuEChERS, que é acrônimo para Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe, 
representando suas principais características, por ser considerado rápido, fácil, de baixo 
custo, eficiente, robusto e seguro, foi proposto por Anastassiades et al., em 2003, criado 
inicialmente para a detecção de resíduos de pesticidas em frutas e vegetais, aliado aos 
avanços nas técnicas analíticas cromatográficas de detecção e quantificação oportunizaram 
estudos de determinação de fármacos e outros compostos em diversas matrizes mesmo que 
em concentrações muito pequenas.

O método QuEChERS quando comparado com os métodos tradicionais de extração 
padrão, apresenta as vantagens de uma alta taxa de recuperação do analito, alta precisão e 
exatidão que podem ser calibradas pelo método de padrão interno, uma ampla quantidade de 
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compostos que podem ser estudados, uma velocidade rápida de processamento de amostra, 
baixa quantidade de solvente, baixa poluição e o baixo preço da operação, além de ser um 
procedimento fácil com equipamentos simples (YAO et al., 2021).

Neste contexto, este trabalho teve por objetivo contribuir para o diagnóstico da 
contaminação de recursos ambientais por fármacos, por meio do desenvolvimento, otimização 
e validação das condições de extração da tetraciclina em cama de aviário avaliando as 
variáveis volume de solvente extrator, quantidade de cloreto de sódio e quantidade de sulfato 
de magnésio para o método QuEChERS e determinação por CLAE-FL (Cromatografia líquida 
de alta eficiência com detector de fluorescência).

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

2.1 REAGENTES, PADRÕES E SOLUÇÕES
O fármaco TCT foi adquirido na forma de padrão analítico (Sigma-Aldrich®) com 

pureza de ≥ 95,0%. Foram preparadas soluções estoque desse fármaco a 1000 mg L-1, 
avolumadas em água ultrapura (Milli-Q), e conservadas a 4 ºC sob refrigeração, protegidas 
da luz. Para o desenvolvimento do método de extração QuEChERS utilizou-se Sulfato de 
magnésio P.A. (MgSO4, Didática®), Cloreto de sódio anidro P.A. (NaCl, Didática®), acetonitrila 
(CH3CN, J.T.BAKER®) e água ultrapura (Milli-Q).

2.2 DETERMINAÇÕES POR CLAE-FL
Na análise dos extratos obtidos pelo método de extração QuEChERS para quantificação 

da foi utilizado um cromatógrafo líquido marca Dionex modelo “U3000” equipado com detector 
de fluorescência e coluna Acclaim™ 120 C18 de fase reversa (4,6 mm x 250 mm, 5 µm). A 
fase móvel utilizada foi uma mistura de água ultra-pura e trietilamina (0,1 %) e acetonitrila, 
na proporção 90: 10 (% v/v), com vazão de 1 mL min-1. O sinal analítico da tetraciclina foi 
selecionado por meio da varredura espectral dos comprimentos de onda para absorção e 
emissão fluorescente do fármaco, usando uma solução padrão do analito.

Os parâmetros de comprimento de onda do detector de fluorescência foram 270 nm 
de excitação e 520 nm de emissão. A temperatura da coluna foi mantida em 35 ºC, com uma 
pressão 142 bar e o volume de amostra injetado foi de 20 µL. A concentração do analito TCT 
nos extratos foi determinada por meio de calibração obtida pela da equação do ajuste linear 
(concentração versus área do pico) e a recuperação calculada pela Equação 1.

                                        Equação 1

Onde C1 é a concentração em µg mL-1 prevista com base na fortificação e avolumagem 
final e C2 a concentração em µg mL-1 determinada por meio do instrumental e da curva de 
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calibração.

2.3 OBTENÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS DE CAMA DE AVIÁRIO
Para o desenvolvimento do protocolo de extração do método QuEChERS e realização 

dos ensaios de validação analítica, foram empregadas alíquotas de cama de frango coletadas 
em aviários de aves de corte localizados no município de Medianeira – PR. Aproximadamente 
1 kg de cama foi revolvido com auxílio de pá e enxada metálicas e acondicionado em pacote 
plástico previamente higienizado. No laboratório, as amostras foram secas em estufa a 80 
°C por 24 h e peneiradas em malha de 53 µm, para melhor homogeneidade. Posteriormente, 
estocadas em frascos fechados e mantidos sob refrigeração em congelador.

Foram realizadas análises físico-químicas para determinação do teor de umidade, 
cinzas e matéria orgânica volátil, 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 caracterização de umidade foi realizado pelo 
método de secagem direta em estufa a 105 °C pelo princípio de perda por dessecação. O teor 
de cinzas e de matéria orgânica volátil foi determinado por incineração com aquecimento da 
amostra a 550 °C em mufla.

A densidade aparente foi determinada por meio da relação peso/ volume da cama 
de aviário em uma proveta. As amostras foram introduzidas em proveta de 50 mL e foram 
submetidas a leves batidas laterais até não se observar mais variação no volume, e este foi 
medido. O conjunto foi pesado em balança analítica e o peso da proveta foi diminuído, para 
se obter a massa da amostra (LIMA; MARSHALL, 2005).

2.4 DESENVOLVIMENTO DO PROTOCOLO DE EXTRAÇÃO PELO MÉTODO 
QuEChERS

Os procedimentos para isolamento do analito foram baseados em extração pelo 
método QuEChERS e uso de tratamentos auxiliares e complementares baseados em 
agitação e centrifugação, avaliados por ferramentas quimiométricas. Aproximadamente 500 
mg de amostra de cama de aviário foram inseridas em tubos Falcon e fortificadas com 100 
µL da solução estoque de TCT 1000 mg L-1. Após 24 h, para efetiva interação do analito com 
a matriz, acrescentaram-se os solventes água e acetonitrila, e realizou-se a homogeneização 
por 30 s, com auxílio do vórtex. Na sequência, acrescentaram-se os sais de QuEChERS 
(MgSO4 e NaCl).

Tanto os solventes quanto os sais foram administrados nas quantidades definidas 
para os delineamentos experimentais em cada etapa. A homogeneização da mistura ocorreu 
por agitação em vórtex durante 1 min. Posteriormente, as amostras eram centrifugadas por 
5 min a 2000 rpm. O extrato superior e orgânico foi colhido com micropipeta e limpo em 
filtro de seringa 0,22 µm (nylon, Chromafil®), para a quantificação do analito por CLAE-FL. O 
protocolo de extração também foi efetuado com alíquotas de cama de aviário sem fortificação 
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de TCT para a obtenção de brancos.

2.4.1 Otimização do protocolo de extração 

Para o estudo da influência das variáveis envolvidas na recuperação do analito usando 
o método QuEChERS os fatores quantidade de MgSO4 (g) e NaCl (g) e volume de H2O 
(mL) foram as variáveis selecionadas. Inicialmente, elaborou-se um planejamento fatorial 23 
com 3 repetições no ponto central, totalizando 11 ensaios (Tabela 2). Para otimização das 
condições o mesmo foi deslocado e expandido para um delineamento composto rotacional 
(DCCR) constituído de um fatorial 23 com dois níveis (-1 e +1), com 3 repetições 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 recuperação do analito para cada ensaio.

Variáveis 
Independentes

Níveis codificados e reais
Planejamento 2³ DCCR

-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

H2O (mL) 6,0 8,0 10,0 6,64 8,0 10,0 12,0 13,46

Tabela 2. Planejamentos fatorial inicial completo 23 e DCCR 2³ para o QuEChERS.

O programa computacional Statistica 10.0 foi utilizado na análise estatística mediante 
ajuste de modelo aos dados experimentais, assim como a obtenção de curvas de níveis e 
a otimização. A validação do modelo mais adequado foi realizada com base na Análise da 
Variância (ANOVA) das regressões e verificação da falta de ajuste, a otimização foi realizada 
pela análise da superfície de resposta obtida com identificação das condições ótimas para a 
extração.

2.5 VALIDAÇÃO DO MÉTODO QuEChERS PARA DETERMINAÇÃO DE TCT EM 
CAMA DE AVIÁRIO

Após otimização do método QuEChERS onde foram obtidas as melhores condições 
para as variáveis quantidade de MgSO4 e NaCl e volume de H2O, triplicatas da matriz cama 
de aviário, secas e peneiradas, passaram pelo processo de extração (Figura 1).
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Figura 1. Protocolo de extração do método QuEChERS.

2.5.1 Estudo do Efeito Matriz 

Para avaliar o efeito matriz sob a sensibilidade do método analítico foram obtidos 
extratos da amostra de cama de aviário. Foram preparadas duas curvas de calibração na 
faixa de 0,5 a 10,5 mg L-1 do fármaco TCT com seis pontos em triplicata, usando na primeira 
os extratos da matriz cama de aviário contendo os componentes da extração QuEChERS e 
na segunda o solvente orgânico acetonitrila. Os coeficientes angulares obtidos para a matriz 
e o solvente, bem como a sua razão, foram considerados na avaliação do efeito matriz.

2.5.2 Validação do Método

A seletividade do método QuEChERS com determinação por CLAE-FL foi avaliada 
pela inspeção dos cromatogramas mediante a verificação da presença ou ausência de picos 
de compostos interferentes, eluidos no mesmo tempo de retenção do analito de interesse. A 
linearidade foi verificada mediante o preparo de curvas com seis pontos em triplicatas reais 
(n= 3) na faixa de 0,5 a 10,5 mg L-1. Para a avaliação da linearidade foi aplicada a análise 
de regressão com ANOVA e teste de falta de ajuste ao nível de 95% de confiança usando 
software estatístico (Minitab 16.2.2).

Os limites de detecção (LD) e quantificação (LQ) foram determinados através do 
desvio padrão do intercepto (Std) das curvas de calibração na presença 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 padrão da leitura de dez brancos e m o coeficiente angular da 
curva analítica.
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Para o estudo da exatidão, triplicatas das amostras com aproximadamente 0,5 g de 
cama de aviário (n= 3) foram adicionadas a tubos Falcon e fortificadas com alíquotas da 
solução de trabalho em três níveis de concentração, 5,0 mg kg-1, 50,0 mg kg-1 e 95,0 mg 
kg-1. Após, as amostras foram submetidas ao procedimento de extração e a concentração 
determinada por CLAE-FL. A exatidão foi calculada com base nas concentrações previstas e 
determinadas, sendo expressa em porcentagem (Eq. 4).

A precisão do método foi avaliada nos níveis de repetibilidade. Para tal, 0,5 gramas 
de amostra foi fortificada com 50,0 mg kg-1 da solução de trabalho de TCT na concentração 
de 50 mg L-1. Depois foram processadas segundo as condições otimizadas do protocolo 
proposto e as concentrações determinadas em duas bateladas (n= 6) em um mesmo dia 
para a repetibilidade. A avaliação ocorreu a partir do cálculo de desvio padrão relativo 
(RSD) ou coeficiente de variação (CV) (Eq. 5).

                                                            

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.1 CARACTERIZAÇÃO DA MATRIZ CAMA DE AVIÁRIO E DO ANALITO 
TETRACICLINA

Diversos fatores influenciam na composição química e física da cama de aviário, desde 
o número de lotes criados na mesma cama, ao tipo de material utilizado como substrato, a 
idade de abate dos animais, a conversão alimentar e o tipo de alimentos dos frangos, a 
umidade do material absorvente, e as condições climáticas ocorridas durante o confinamento. 
Os parâmetros umidade, sólidos totais, cinzas e matéria orgânica volátil foram expressos em 
porcentagem são apresentados na Tabela 3. A densidade aparente determinada por meio da 
relação peso/volume da matriz em uma proveta, resultou em 0,45 g cm-3.

Parâmetro Teor (%)
Umidade 20,03 %

Sólidos totais 79,97 %
Cinzas* 57, 06 %

Matéria orgânica volátil* 42,94 %

*Calculados sobre os sólidos totais.

Tabela 3. Características físico-químicas da matriz cama de aviário usada nos ensaios.
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A matriz estudada apresentou umidade de 20,03%, porém dependendo das condições 
citadas este teor, como os demais, podem variar significativamente. A elevada fração de 
material a base de celulose e detritos que compõem a matéria orgânica pode favorecer a 
adsorção de compostos como os antibióticos e nutrientes presentes na excreta das aves e 
dessa forma atuar juntamente com o pH nos mecanismos de mobilidade quando a cama de 
aviário interage com o solo, água da chuva por exemplo (NEITZKE, 2010).

Na caracterização cromatográfica da TCT, a solução aquosa do fármaco apresenta 
uma banda máxima de absorção em 255 nm e uma banda máxima de emissão em 550 nm. Os 
valores de bandas máximos obtidos são próximos aos encontrados por Carlotti et al., (2010) 
(banda de absorção máxima em 267 nm, e um faixa máxima de emissão em 520 nm), em um 
estudo sobre as propriedades de sete antibióticos derivados do grupo tetraciclinas, dentre 
eles a tetraciclina, em solução aquosa e em diversos solventes orgânicos, como a acetonitrila, 
usando a técnica de detecção em fluorescência. A Figura 2 mostra o cromatograma obtido 
por CLAE-FL para o analito em solvente acetonitrila na concentração de 5 mg L-1. O tempo 
de eluição da TCT para as análises foi de 2,1 minutos.

Figura 2. Cromatograma do tempo de eluição em solução padrão de TCT 5 mg L-1 em absorção = 255 
nm e emissão = 550 nm.

3.2 OTIMIZAÇÃO DAS CONDIÇÕES DE EXTRAÇÃO PARA O MÉTODO 
QuEChERS

No Planejamento experimental fatorial 23 inicial foi verificada melhor recuperação do 
analito com 5,5 g de MgSO4, 1,5 g de NaCl e 10 mL de H2O, com remoção de 130% da 
TCT. Visando à otimização das condições experimentais este delineamento foi expandido 
e deslocado para um DCCR (Tabela 2). Dos 17 ensaios executados, verificou-se melhor 
recuperação da TCT na condição de 2,0 g de MgSO4, 1,5 g de NaCl e 8,0 mL de água, 
com recuperação prevista de 113%. Os dados experimentais foram ajustados ao modelo 
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quadrático segundo a metodologia de superfícies de resposta. O comportamento dos efeitos 
das variáveis estudadas, bem como as suas interações sobre a recuperação do fármaco TCT 
podem ser observadas por meio do Diagrama de Pareto (Figura 3).

(1) MgSO4 (g), (2) NaCl (g), (3) H2O (mL), (L) Linear e (Q) Quadrático.

Figura 3. Diagrama de Pareto para a recuperação (%) do fármaco TCT no QuEChERS pelo DCCR.

Na análise do Diagrama de Pareto foram significativos os efeitos da interação 
binária quantidade de MgSO4 e NaCl, além das variáveis independentes quantidade de 
NaCl e volume de H2O. A participação de sais no sistema de extração promove o efeito 
de salting out responsável pela melhor partição do analito para a fase orgânica devido a 
redução da solubilidade do mesmo na fase aquosa (PRESTES et al, 2009). Apesar de ser 
um efeito desejável, massas dos sais MgSO4 e NaCl em níveis mais elevados prejudicaram 
a recuperação do analito na matriz cama de frango. Possivelmente, pela complexidade das 
amostras, compostos não desejáveis como os lipídicos também foram extraídos e interferiram 
nos processos, justificando os efeitos antagônicos observados.
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Figura 4. Superfície resposta para a recuperação (%) de TCT pelo método QuEChERS segundo o 
DCCR.

Para a avaliação do modelo quadrático pela ANOVA, observa-se na Tabela 4 que 
a razão do Fcal = 3,2 pelo Fcrit = 3,7 para a regressão apresentou valor de 1,4 e, portanto, 
estatisticamente significativo para o modelo quadrático de remoção de TCT ao nível de 
significância de 95%, fato evidenciado pelo valor superior a 1.

Fonte de 
Variação

Soma 
Quadrática

Graus de 
Liberdade

Média 
Quadrática

Fcal 
(95%)

Fcrit 
(95%) Fcal/Ftab

Regressão 
(modelo) 12554 9 1395 3,2 3,7 1,4

Resíduos 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 quadrático para eficiência de recuperação da TCT.

Também não foi observada significância para a falta de ajuste, uma vez que a razão 
Fcal/Fcrit para falta de ajuste foi inferior a 1. Na Figura 4, a área mais escura (vermelha) 
corresponde à região de máxima de resposta para o método QuEChERS segundo o modelo 
quadrático obtido, indicando os níveis de concentração dos fatores que proporcionaram 
maior recuperação do analito.

Observa-se que a eficiência de extração de TCT (%) apresentou valores entre 84 e 
100%. A melhor condição foi obtida foram as massas de 2,96 g de MgSO4 e 1,02 g de NaCl 
e o volume de 9,57 mL de água, com remoção prevista de 100,53%. Estes valores foram 
aplicados nos ensaios de validação do método QuEChERS proposto.

3.3 VALIDAÇÃO ANALÍTICA DO MÉTODO QuEChERS/CLAE-FL 

3.3.1 Efeito Matriz

Amostras complexas apresentam influência significativa dos componentes da matriz 
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sobre o sinal analítico usado na etapa de quantificação. O efeito matriz investiga se há 
possíveis interferências, diminuição ou ampliação da resposta do instrumento, devido às 
substâncias que compõem a matriz da amostra. A simples inspeção da Figura 5a e b, revela 
diferenças entre as áreas dos picos cromatográficos dos analitos quando as soluções foram 
preparadas em extratos de amostras de cama de frango e em solvente orgânico acetonitrila. 
A razão entre o coeficiente angular da curva em extrato de cama de aviário e solvente (C/S) 
foi de 27,2.

Os valores da razão entre os coeficientes angulares quando maiores que 1,0 indicam 
efeito de matriz positivo, desse modo, a sensibilidade analítica para a TCT sofre aumento na 
presença dos componentes da matriz. Assim, aceitando a hipótese de que a matriz interfere 
o sinal analítico, na quantificação do analito recomenda-se calibração por adição de padrão 
ou a calibração por curva analítica na presença do extrato da matriz estudada.

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

A seletividade do método foi avaliada pela comparação dos cromatogramas obtidos 
do solvente e do extrato da matriz cama de aviário sem a presença do analito, e da solução 
padrão de TCT em solvente e extrato da matriz de concentração 4,5 mg L-1 (Figura 6). 

Figura 6. Cromatogramas de Seletividade para a TCT. Analito com eluição em 2,1 min.
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A inspeção dos cromatogramas (Figura 6) mostra que não existem picos interferentes 
no tempo de retenção da TCT considerando a detecção por fluorescência com absorção 
em 255 nm e emissão em 550 nm, dessa forma, não há compostos que interferem na 
análise cromatográfica do fármaco estudado pelo protocolo de extração proposto e pela 
técnica de medição.

No estudo da linearidade verificou-se que a resposta do método QuEChERS na 
recuperação da TCT, na faixa trabalhada foi adequada para o analito na matriz em estudo, 
com um valor de R2 de 99,3, significando que 99,3% da variação na eficiência de remoção 
da TCT é explicada pelo modelo. Na Tabela 5, encontram-se os parâmetros de calibração 
e análise da linearidade na presença da matriz cama de aviário.

Parâmetros de Regressão Validação Linearidade

Regressão Falta de ajuste

Equação R² F calculado p-Valor F calculado p-Valor

Área=190729(±7195)+19580(±1110)
[TCT] 99,3 310 0,0 2,1 0,1

Fcrítico (1; 22; 0,05) de regressão = 7,95; Fcrítico (4;18; 0,05) de falta de ajuste = 4,58.

A regressão foi considerada satisfatória, pois o Fcalculado foi maior que o Fcrítico, assim como 
o p-Valor foi menor que 0,05 para o analito (Fcalculado > Fcrítico e p-Valor < 0,05). Adicionalmente, 
o modelo linear não apresentou indícios de falta de ajuste, uma vez que, os valores de Fcrítico 
para a falta de ajuste foram maiores do que os de Fcalculado para o analito (Fcrítico > Fcalculado e 
p-Valor > 0,05).

A capacidade do método em detectar e determinar a TCT nas concentrações de traços 
(ppm) foi estimada pelos limites de detecção (LD) e de quantificação (LQ). O valor obtido de 
limite de detecção é de 20 µg L-1 e de limite de quantificação de 60 µg L-1. Os resultados dos 
testes de precisão foram expressos como coeficiente de variação (CV). Para os ensaios de 
repetibilidade foi obtido o valor de 4,9 e para a precisão intermediária o valor de 7,9. O valor 
de CV de repetibilidade está de acordo com o proposto pelo Guia de validação de métodos 
analíticos (BRASIL, 2003), que recomenda um CV máximo de 5,3 % para a concentração do 
analito estudada (5 mg kg-1).

A exatidão foi avaliada por meio de ensaios com fortificação de amostras da cama de 
aviário em três níveis de concentrações e determinações por adição de padrão. Na Tabela 6 
são apresentados valores de recuperação para a TCT com base na concentração fortificada 
e na concentração obtida empregando o método proposto.
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Nível de
Fortificação (mg kg-1)

                                    Matriz 

Média (mg kg-1) (n= 3) Recuperação 
(%) (n= 3)

5 6,2 124
50 49,8 99,6

95 92,9 97,8

n= Número de replicatas.

Tabela 6. Valores de recuperação para de TCT nos ensaios de exatidão empregando cama de aviário 
fortificada em três níveis.

A exatidão é avaliada por meio da realização de ensaios de recuperação, sendo 
expressa como erro sistemático percentual, inerente ao processo. O valor de recuperação 
do analito TCT variou entre 97,8% e 124% entre os três níveis concentrações (5 mg kg-

1; 50 mg kg-1 e 95 mg kg-1). Recomenda-se valores de recuperação entre 80 e 110% para 
concentrações do analito estudada (BRASIL, 2003). Rodrigues, (2012), aponta que a maioria 
dos fármacos apresentam a tendência de maiores valores de recuperação do analito nos 
níveis de menor concentração, decrescendo com o aumento do nível de concentração, o que 
foi observado na recuperação para o nível de 5 mg kg-1.

Diversos autores já adaptaram o método QuEChERS para a extração de diversos 
analitos em matrizes complexas como solos, lodos de esgoto (SILVA et al, 2020; BENEDETTI 
et al, 2020). Muitos métodos têm sugerido melhorias nas taxas de recuperação pela inserção 
de etapas de clean-up que provavelmente, proporcionam limpeza mais eficiente do extrato, 
diminuindo os interferentes de uma matriz tão complexa como a cama de aviário. Contudo, 
o custo de cartuchos de extração e de partículas adsorventes comerciais tornam onerosos 
os métodos.

4 |  CONCLUSÃO
A otimização utilizando o DCCR 2³ para estudo das variáveis massa de MgSO4 e 

NaCl e volume de H2O forneceu a melhor condição dos valores de recuperação ao nível de 
significância de 95%, uma vez que, o modelo quadrático ajustou-se satisfatoriamente aos 
dados. A validação realizada, em termos de seletividade, linearidade, limites de detecção e 
quantificação, precisão e exatidão, permitiu considerar que o método QuEChERS analisado 
por cromatografia líquida de alta eficiência acoplada ao detector de fluorescência (CLAE-FL) 
é satisfatório e apresenta as características de desempenho necessárias, sendo adequado 
para a pesquisa de resíduos de tetraciclina em cama de aviário.

Estes resultados sugerem que o método QuEChERS pode ser potencialmente útil 
para quantificar a tetraciclina, assim como outros fármacos, não só em amostras de cama 
de frango, como também em outras matrizes ambientais. Para estudos futuros, visando uma 
melhoria nas taxas de recuperação poderia ser alcançada realizando-se etapas de clean-up, 
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sendo que essa etapa, provavelmente, irá proporcionar uma limpeza do extrato, diminuindo 
os interferentes de uma matriz tão complexa como a cama de aviário, e a utilização de 
cromatografia líquida acoplada a espectrometria de massa afim de identificação e confirmação 
do analito estudado.
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