30° CONGRESSO ABES ABES

Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria @ Ambiental

VI1-003 — DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIA
ANALITICA PARA QUANTIFICACAO DE TILOSINA EM RESIDUO AVICOLA

Aline Gomes de Oliveira Paranhos®

Graduada em Quimica Industrial pela Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP). Mestra em Engenharia
Quimica pela Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar). Doutoranda em Engenharia Ambiental pela
UFOP.

Andressa Rezende Pereira

Graduada em Engenharia Ambiental e Sanitaria pela Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Mestra e
doutoranda em Engenharia Ambiental pela UFOP.

Silvana de Queiroz Silva

Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas pela UFSCar. Mestra em Engenharia Hidraulica e Saneamento pela
Universidade de S&o Paulo (EESC/USP). Doutora em Microbiologia Ambiental pela University of Essex e
Natural History Museum, Londres. Professor Adjunto Il Do Departamento de Ciéncias Biolégicas da UFOP.
Sergio Francisco de Aquino

Bacharel/Licenciado em Quimica pela Universidade Federal de Vicosa (UFV). Mestre em Engenharia
Hidraulica e Saneamento pela EESC/USP. Doutor em Engenharia Quimica pelo Imperial College London.
Professor adjunto do Departamento de Quimica (DEQUI) da UFOP.

Endereco®: Laboratério de Quimica Tecnologica e Ambiental. Departamento de Quimica. Universidade
Federal de Ouro Preto, campus Morro do Cruzeiro, s/n. Ouro Preto/MG. CEP: 3540-000 — Brasil. Tel: (31)
3559 2554 — e-mail: aline.paranhos@aluno.ufop.edu.br

RESUMO

A crescente demanda por carne de frango no Brasil incentiva o investimento, por parte dos produtores de aves,
em medicamentos com fins terapéuticos e de profilaxia, como antibiéticos e antimicrobianos, a fim de assegurar
a qualidade e competitividade de seus produtos. Um dos antibiéticos mais utilizados é a tilosina, o qual atua
como promotor de crescimento na fase final de desenvolvimento dos frangos e, auxilia ainda no tratamento de
enterite necrdtica e no tratamento e prevencdo de doengas respiratérias crénicas. Uma vez inserido no
organismo animal, o antibiético pode néo ser totalmente metabolizado, podendo ser detectado em sua forma
original, na carne do animal ou em matrizes ambientais. A deteccdo e quantificacdo de antibioticos, seja
veterinarios ou de uso humano, em 4guas, sedimentos, solos ou residuos animais consiste em uma preocupagdo
emergente e, na grande maioria das vezes, depende do desenvolvimento de métodos de extragdo do antibidtico
da matriz complexa e de métodos analiticos para quantificacdo em altas e baixissimas concentragfes. O
presente trabalho apresenta uma metodologia rapida e eficiente de extracdo do antibiotico tilosina em amostras
de cama de avidrio. Os métodos analiticos desenvolvidos e descritos neste trabalho foram validados segundo
normativas da ANVISA e do MAPA. A analise de amostras de cama de avidrio de empresa produtora de
frangos de corte, situada em Minas Gerais, demonstra a adequacdo dos métodos desenvolvidos, 0s quais
detectaram 19,18 + 1,17 ng.L™? tilosina (1,53 + 0,09 g.ton'!) em cama de aviério de galpdo contendo aves na
fase de recria e 32,96 + 3,29 ng.L* tilosina (2,64 + 0,26 g.ton™) em cama de aviario de galpdo contendo aves
na fase de producéo.

PALAVRAS-CHAVE: Tilosina, cama de aviario, residuo avicola, método analitico, HPLC.

INTRODUCAO

O Brasil é atualmente o 2° maior exportador de carnes no mundo, tendo sido responsavel por 20,2% do total de
carnes exportados em 2016. Além disso, o pais € o 2° maior produtor de carne bovina, 3° em carne de frango e
4° em carne suina, 0 que representa 10,4% de participacdo no cendrio mundial e equivaleu a 26 milhdes de
toneladas de carnes produzidas em 2016 (IBGE, 2016). Nesse cenario, destaca-se a produgdo de carne de
frango, com cerca de 1,1 bilhGes de cabecas produzidas em 2014. Isso se deve, principalmente, em fungdo da
mudanca de habito de consumo de carne no Brasil, que deixou de ser um pais essencialmente consumidor de
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carne bovina e passou a ser consumidor de carne de frango, visto 0o consumo per capita atingido em 2014,
equivalente a 41,8 kg/hab/ano (ABPA, 2016).

De forma a atender a expectativa do mercado brasileiro concomitante aos incentivos governamentais, 0s
produtores de aves investem em medicamentos com fins terapéuticos e de profilaxia, como antibidticos e
antimicrobianos, a fim de assegurar a qualidade e competitividade de seus produtos. Atualmente, o Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA) autoriza o uso de 17 compostos antimicrobianos como
aditivos na alimentagdo animal e outros 50 para fins terapéuticos, muitos dos quais de uso comum para diversas
espécies animais, como bovinos, suinos e aves (PALERMO-NETO et al. 2006). A tilosina, especificamente, é
um dos 17 compostos antimicrobianos autorizados pelo MAPA e um dos antibiéticos mais amplamente
consumidos como promotores de crescimento na fase final de desenvolvimento dos frangos e, auxilia ainda no
tratamento de enterite necrética, causada por Clostridium perfringens, e no tratamento e prevencdo de doengas
respiratdrias crénicas, causadas Mycoplasma gallisepticum e Mycoplasma synoviae, em frangos e perus de
corte (MAM, 2014).

Uma vez inseridos no organismo animal via alimentacdo, muitos desses antibidticos ndo sdo totalmente
metabolizados, sendo excretados na urina e nas fezes, tanto na forma do composto original ou j& parcialmente
metabolizada (SARMAH, MEYER, E BOXALL 2006). Assim, a utilizacdo da cama de aviario — principal
residuo gerado na avicultura - em dareas usadas pela agricultura, seguido pelo escoamento superficial,
constituem as principais vias de entrada desses compostos no ambiente terrestre e aquatico (KEMPER 2008).
Diversos estudos recentes sobre o tema, tem detectado a presenca dessas substancias, em baixas concentragdes
(ng.L* a mg.L?), em diferentes amostras ambientais, como agua, solo, sedimentos e excreta de animais (LEAL
et al. 2012; MARTINEZ-CARBALLO et al. 2007; OK et al. 2011; PINHEIRO et al. 2013; ZHAO, DONG, E
WANG, 2010).

Em relacdo a salde humana, o maior problema relacionado a ocorréncia desses compostos no ambiente € o
aumento de cepas resistentes aos antibioticos e a possibilidade de contaminacdo cruzada (KEMPER 2008).
Esse tipo de preocupagdo emergente se encaixa dentro do conceito de Satde Unica (do inglés: One Health),
que trata da integracdo entre salde humana, salde animal, ambiente e adogdo de politicas pablicas efetivas na
prevencdo e controle de enfermidades, e tem motivado o desenvolvimento de diversas pesquisas envolvendo a
identificacdo e quantificacdo de antimicrobianos em alimentos, como carne (HORIE et al. 1998), mel
(THOMPSON et al. 2003) e ovos (SPISSO et al. 2010) e matrizes ambientais, como lodos ativados (PRADO,
OCHOA, E AMRANE 2009) e residuos animais (ANGENENT et al. 2008; LOKE et al. 2000; STONE,
CLAY, E SPELLMAN, 2010; TEETER E MEYERHOFF, 2003).

Das metodologias de extracdo geralmente utilizadas, a grande maioria envolve o uso de cartuchos para
extracdo em fase sélida (SISMOTTO, AUGUSTO, & PASCHOAL, 2013). O custo ligeiramente elevado pode
ser um fator que inviabiliza a rotineira aplicacdo dessa metodologia. A técnica Extracdo Sdlido-Liquido com
Particdo a Baixa Temperatura — ESLPBT tem se mostrado uma técnica facil, rapida e eficiente na extracéo de
antibiéticos em matrizes complexas, além do menor custo quando comparada a utilizacdo de cartuchos. Em
relagdo a quantificagdo, a cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do UV-Vis é uma técnica precisa
quando aplicada na andlise de altas concentracfes do analito. Entretanto, em baixas concentrac@es, na ordem
de ppb, a cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas tem se mostrado a
técnica mais precisa e confidvel.

Diante disso, o presente trabalho tem como objetivo desenvolver e validar metodologia de analise e
quantificagdo do antibidtico veterinario tilosina extraida em matrizes complexas de cama de aviario via
ELSPBT, em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a detector UV-Vis (HPLC-UV) para elevadas
concentragdes, e em cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada & espectrometria de massas (HPLC-MS)
para baixas concentragdes.

MATERIAIS E METODOS

Condigdes cromatograficas
As separagdes cromatograficas foram realizadas em HPLC Shimadzu (LC-20AD) equipado com detector UV-
Vis (SPD-20A), quando usado para analise de altas concentraces de tilosina, € HPLC Shimadzu (modelo
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8040) equipado com espectrometro de massas do tipo triplo quadrupolo, quando usado para quantificacdo de
baixas concentracGes de tilosina. As especificagcbes dos dois métodos de analise otimizados encontram-se na
Tabela 1.

Para o preparo das solucGes estoque, 0,025g e 2,5 g de tartarato de tilosina (Sigma-Aldrich; St. Louis, MO,
USA) foram adequadamente pesados e dissolvidos em 25 mL de acetonitrila (J.T.Backer - Phillipsburg, NJ,
USA), de forma a obter as concentragdes de 1 mg.L™ e 100 mg.L™, respectivamente. Para a construgdo da
curva de calibragdo, aliquotas das duas solugdes estoque (5, 10, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ¢ 1000 uL) foram

transferidas quantitativamente para vials de 1 mL e o volume completado com acetonitrila.

Tabela 1: Parametros cromatograficos otimizados para os dois métodos de analise

Parametros Método 1: HPLC-UV Método 2: HPLC-MS
Eluicéo Isocrética Isocrética
Fase Movel Acetonitrila:agua (90:10) Acetonitrila / &cido férmico (1%)
Coluna Poroshell 120 EC-Cis Poroshell 120 EC-Cys

(4 pm, 100x4.6 mm) (4 pm, 100x4.6 mm)

Fluxo 1,0 mL.mint 0,2 mL.min*
Comprimento de onda 280 nm -
Linha de dessolvatacdo (DL) - 250 °C
Heat Block (HB) - 400°C
Volume de injecéo 10 puL 10 puL
Temperatura do forno 35°C 35°C
Tempo de retencao 1,461 minutos 5,641 minutos
Tempo de corrida 5,0 minutos 9,0 minutos
fon precursor m/z - 196,40
fon produto m/z - 173,65
Curva de calibracéo 0,5-100 mg.L* 5-100ng.L*

Extracéo do analito e validagado dos métodos

Inicialmente, para o preparo de amostras, 1,0 g de esterco de aves contendo 9,87 + 1,12 % de umidade
(Balanga Ohaus MB25) e 0,8 g de NaCl foram adequadamente pesados (Marca: Shimadzu AUX220) em
frascos ambar de 12 mL. Procedeu-se com a agitacdo dos frascos em virtex (Marca: Warmnest) a 2800 rpm
durante 1 minuto para homogeneizacdo da amostra. Adicionou-se entdo 8,0 mL de acetonitrila e agitou-se em
vértex a 2800 rpm durante 5 minutos. Guardaram-se as amostras em freezer (-16°C) durante periodo superior a
16h durante a noite. Logo apds, retirou-se aliquota de 2 mL do sobrenadante e centrifugou-se (Marca:
Eppendorf) a 5410 rpm durante 10 minutos. Em seguida, 1 mL do sobrenadante foi retirado e colocado em
vials para andlise.

A validacdo dos métodos analiticos foi baseada nas normas e recomendacGes do Manual de Garantia da
Qualidade Analitica do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2011) e no Guia para
Validagdo de Métodos Analiticos e Bioanaliticos da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA,
2012). Os critérios adotados foram: Faixa de trabalho e Linearidade, Sensibilidade, Limite de Deteccéo (LD) e
Limite de Quantificacfo (LQ), Precisdo, Robustez, Exatiddo e Seletividade.

Anélise do teor de tilosina em residuo real

Apos validacdo dos métodos analiticos, procedeu-se para a aplicacdo desse método na andlise de residuos reais.
Para tanto, o residuo foi coletado em empresa produtora de frangos de corte, localizada em Minas Gerais. A
amostragem, via técnica de quarteamento, foi realizada em 2 galpdes (boxes) da empresa, contendo, cada um,
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cerca de 17 mil aves matrizes (poedeiras), sendo o primeiro galpdo (R) na fase de recria (7 a 17 semanas de
idade) e 0 2° galpdo (CG) na fase de producdo (18 a 76 semanas de idade). A coleta de cerca de 2 kg de cama
de aviario em cada box foi feita durante o periodo de aplicagdo do antibi6tico tilosina nos frangos.

Até o momento do preparo da amostra, 0s residuos foram armazenados em freezer (-16°C). O preparo da
amostra foi realizado conforme descrito anteriormente, e a analise feita conforme os métodos analiticos
validados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Validacao do Método 1: Quantificagdo de elevadas concentraces de tilosina em HPLC-UV

Para otimizacdo das condigGes cromatograficas, diferentes colunas (LiChrospher 100 HP RP-18 — 5 um, 250 x
4 mm e Poroshell 120 EC-Cys - 4 um, 4.6 x 100 mm), fases moveis (NaH,PO4 0,05M pH 2,5 : ACN (80:20
v/iv) e ACN:H,0 (90:10 v/v)), fluxos (0,5, 1,0 e 1,5 mL.min), temperaturas do forno (25°C, 30°C e 35°C) e
volumes de injegdo (5 e 10 pL) foram testados. As condi¢es cromatogréficas otimizadas consistiram na
utilizacéo da coluna Poroshell 120 EC-C1s mantida em 35°C, fase mdvel acetonitrila-agua (90:10) com fluxo de
1,0 mL.min em eluigdo isocratica, detecgdo via UV-Vis em 280 nm. Volume de injecdo de 10 pL e tempo de
corrida de 5 minutos. Sob essas condigdes, o pico analitico obtido apresentou-se bem definido e livre de cauda,
como mostrado na Figura 1. O tempo de retencdo (TR) encontrado foi de 1,461 minutos.

Os resultados da faixa de trabalho estdo indicados na Figura 2. As seis curvas de calibragdo foram construidas
dentro do intervalo de 0,5 mg.L* a 100 mg.L e obtiveram coeficiente de determinacio (R2) acima de 0,9997,
0 qual satisfaz o critério minimo aceitavel estabelecido pela FDA (2007) de 0,995. A equagdo de reta utilizada
nos demais procedimentos de validagio é a obtida pela curva 5 e foi ‘Area = 4657,3[Tyl] + 1335,3’.
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Figura 1: Cromatograma otimizado para deteccdo e quantificacdo de tilosina segundo 0 método 1.
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Figura 2: Linearidade e faixa de trabalho para o método 1 de determinacéo de tilosina
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A sensibilidade da metodologia calculada utilizando-se a curva de regressao linear foi de 4628,25. O célculo do
LD e LQ foi realizado com os dados das seis curvas de calibracdo construidas. O limite de deteccdo (LD)
calculado para o método foi de 0,105 mg.L™ e o limite de quantificacdo (LQ) foi de 0,349 mg.L™.

A precisdo na faixa de trabalho — apresentada na forma de repetitividade — permitiu avaliar o coeficiente de
variacdo dos resultados obtidos para seis réplicas em cada nivel. Os resultados foram satisfatdrios, ficando
compreendidos entre 0,263% e 3,757%, uma vez que ndo foram encontrados valores superiores a 5%, que é o
limite maximo aceitavel pela ANVISA (2012) e pelo MAPA (2011). A precisdo intermediaria do método
proposto foi determinada pela anélise de seis réplicas da solucdo padrdo de 60 mg.L? por dois analistas
(Analista 1 e Analista 2) em dois dias diferentes (Dia 1 e Dia 2). Os resultados também atenderam aos critérios
dessas agéncias, os quais foram de 0,394% (Analista 1, Dia 1), 0,087% (Analista 2, Dia 2) e 1,044% (entre os
analistas).

O estudo de robustez do método foi realizado pela variagdo em dois parametros na analise de seis réplicas da
solugdo padréo de 60 mg.L?. O comprimento de onda foi variado em + 2 nm (278 e 282 nm) e o fluxo de fase
mével foi variado em = 0,1 mL.min? (0,9 e 1,1 mL.min%). Os resultados da variagdo das areas e dos tempos de
retencdo (TR) estdo apresentados na Tabela 2. O coeficiente de variacdo entre todas as alteragdes e 0 método
original atingiu 6,71%.

Tabela 2: Robustez do método 1

Reoli Meétodo original Variagdo: Comprimento de onda Variagdo: Fluxo de fase movel
eplicas (280 nm/ 1,0 mL.min) 278 nm 282 nm 0,9 mL.min? 1,1 mL.min?
Area TR Area TR Area TR Area TR Area TR
Média 311280 1,545 308144 1,558 | 318674 1559 | 347479 1,697 283076 1,427
SD 438,71 0,006 311,97 0,010 | 371,43 0,010 | 501,63 0,003 527,92 0,009
CV (%) 0,141 0,379 0,101 0,669 0,117 0,657 0,144 0,115 0,186 0,676

A exatiddo do método foi avaliada por meio da porcentagem de recuperagdo do analito na matriz de esterco de
aves. Conforme determinacdes do MAPA (2011), esse estudo foi realizado em cinco niveis (5, 20, 40, 60 e 80
mg.L 1) com seis réplicas em cada nivel. Para 0 método 1, as porcentagens de recuperagdo variaram de 85,94%
a 112,91%, o que € considerado satisfatorio segundo a FDA (2007), que determina os limites de recuperagao
do analito entre 80% e 120%, e segundo o MAPA (2011), cujo critério de aceitacdo da recuperacdo se
compreende entre 80% e 110%.

A seletividade do analito na matriz foi verificada de forma simultdnea a determinacdo da exatiddo. Para
exemplificar a seletividade, a Figura 3 mostra os picos referentes ao padrdo de 5 mg.L™ (preto), a matriz branca
nao-fortificada (rosa) e a matriz fortificada em 5 mg.L (azul).
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Figura 3: Cromatogramas da solucéo padrio de 5 mg.L™ de tilosina (preto), matriz branca (rosa) e
matriz fortificada em 5 mg.L™* (azul), via método 1.
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Validacdo Método 2: Quantificacdo de baixas concentracgdes de tilosina em HPLC-MS

De posse do método 1 (HPLC-UV) otimizado, partiu-se para a otimizacdo das condigdes cromatogréficas em
HPLC-MS para a analise de baixas concentragdes de tilosina. Para tanto, manteve-se a utilizacdo da mesma
coluna cromatografica (Poroshell 120 EC-Cis - 4 um, 4.6 x 100 mm), mesma temperatura do forno (35°C) e
mesmo volume de injecdo (10 pL). A fase movel utilizada foi acetonitrila- &cido formico (1%) com fluxo de
0,2 mL.min? em eluigdo isocratica. Os parametros linha de dessolvatacdo (DL) e heat block (HB) foram
mantidos em 250°C e 400°C, respectivamente. O tempo de corrida total foi de 9 minutos. Sob essas condi¢des,
0 pico analitico obtido apresentou-se bem definido, como mostrado na Figura 4, com razdo m/z de 196,40 para
o ion precursor e 173,65 para o fon produto. O tempo de retencao (TR) encontrado foi de 5,641 minutos.

Os resultados da faixa de trabalho estdo indicados na Figura 5. As seis curvas de calibragdo foram construidas
dentro do intervalo de 5 ng.L™ a 100 ng.L™ e obtiveram coeficiente de determinacdo (R2) acima de 0,995, o
qual corresponde ao critério minimo aceitavel estabelecido pela FDA (2007). A equagdo de reta utilizada nos
demais procedimentos de validacao € a obtida pela curva 2, dada por ‘y[Area] = 965,47x[Tyl] - 1153,1".
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Figura 4: Cromatograma otimizado para deteccao e quantificacdo de tilosina segundo 0 método 2.
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Figura 5: Linearidade e faixa de trabalho para o método 2 de determinagéo de tilosina

6 ABES - Associacao Brasileira de Engenharia Sanitaria e Ambiental



30° CONGRESSO ABES ABES

Congresso Brasileiro de Engenharia Sanitaria @ Ambiental

A sensibilidade da metodologia calculada utilizando-se a curva de regresséao linear foi de 924,06. O calculo do
LD e LQ foi realizado com os dados das seis curvas de calibracdo construidas. O limite de deteccdo (LD)
calculado para o método foi de 0,841 mg.L™ e o limite de quantificacdo (LQ) foi de 2,802 mg.L™.

Da mesma forma que para o método 1, a precisdo na faixa de trabalho apresentou resultados satisfatorios,
ficando compreendidos entre 0,719% e 3,244%, uma vez que ndao foram encontrados valores superiores a 5%,
que é o limite maximo aceitavel pela ANVISA (2012) e pelo MAPA (2011). A precisdo intermediaria do
método proposto foi determinada pela anélise de seis réplicas da solucdo padrdo de 60 ng.L? por dois analistas
(Analista 1 e Analista 2) em dois dias diferentes (Dia 1 e Dia 2). Os resultados também atenderam aos critérios
dessas agéncias, 0s quais foram de 1,46% (Analista 1, Dia 1), 2,55% (Analista 2, Dia 2) e 2,61% (entre os
analistas).

O estudo de robustez do método foi realizado pela variacdo em dois pard@metros na andlise de seis réplicas da
solugdo padrdo de 80 mg.L™’. A temperatura da linha de solvatacdo (DL) foi variada em + 10°C (240°C e
260°C) e a temperatura do heat block (HB) foi variada também em + 10°C (390°C e 410°C). Os resultados da
variacdo das areas e dos tempos de retencdo (TR) estdo apresentados na Tabela 3. O coeficiente de variagdo
entre todas as alteracbes e o método original atingiu 7,61%.

Tabela 3: Robustez do método 2

Método original Variacdo: Linha de dessolvatagdo - DL Variacdo: Heat Block - HB
Parametros
(DL 250°C / HB 400°C) 240°C 260°C 390°C 410°C
Area TR Area TR Area TR Area TR Area
Média 105743 5,645 131171,8 5,621 116846 5,621 116078 5,618 124447 5,617
SD 3264,7 0,0067 935,3 0,0069 | 27712 0,0054 | 24389 0,0070 3056,8  0,0063
CV (%) 3,087 0,118 0,713 0,123 2,372 0,0096 2,101 0,125 2,456 0,111

Da mesma forma que para 0 método 1, a exatiddo do método 2 foi avaliada por meio da porcentagem de
recuperacdo do analito na matriz de esterco de aves. Esse estudo também foi realizado em cinco niveis (5, 20,
40, 80 e 100 ng.L') com seis réplicas em cada nivel. Para esse método, as porcentagens de recuperagio
variaram de 87,02% a 119,80%, considerado satisfatorio segundo a FDA (2007) e MAPA (2011).

A seletividade do analito na matriz foi verificada de forma simultanea a determinacdo da exatiddo. Para
exemplificar a seletividade, a Figura 6 mostra os picos referentes ao padrdo de 80 ng.L* (a), a matriz branca
ndo-fortificada (b) e a matriz fortificada em 80 ng.L (c).

Quantificacdo de tilosina em residuo real

Apos coleta dos residuos provenientes de aves matrizes em duas fases, recria — R e producdo — CG, procedeu-
se para a extracdo do antibiético veterinario tilosina nessas amostras, conforme descrito anteriormente. Para
tanto, os 2 kg de cama de aviario coletados, em cada galpdo, foram adequadamente homogeneizados e
amostrados cerca de 10 g. A extracéo do analito foi realizada em 10 réplicas para cada amostra.

A Tabela 4 apresenta os resultados de quantificagio de tilosina nas amostras coletadas. E possivel observar que
0 residuo proveniente das aves em fase de recria possui um teor de tilosina médio de 19,18 + 1,17 ng.L?, que
corresponde a 1,53 + 0,09 g.ton. Ja para as aves em fase de produgdo, os resultados mostraram um teor de
tilosina de 32,96 + 3,29 ng.L?, correspondente a 2,64 + 0,26 g.ton™. A discrepancia nos resultados pode ser
atribuida ao tempo de alimentagdo com suplementacdo de tilosina pelo animal, visto que para recria o tempo de
contato é em torno de 10 semanas, e para producdo em torno de 56 semanas.
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Figura 6: Cromatogramas da (a) solucdo padrdo de 80 ng.L, (b) matriz branca e (c) matriz fortificada
em 80 ng.L ™.
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Tabela 4: Teor de tilosina quantificado nas amostras de cama de aviario provenientes de aves matrizes

em fase de recria e de produgéo.

Fase de Recria Fase de Producéo
Reéplicas - o . p . i
Area Tilosina (ng.L %) | TR (min) Area Tilosina (ng.LY) | TR (min)
1 18143 19,99 5,435 29948 32,21 5,657
2 16275 18,05 5,442 31374 33,69 5,402
3 18476 20,33 5,466 25237 27,33 5,399
4 15604 17,36 5,433 34979 37,42 5,533
5 17509 19,33 5,428 31239 33,55 5,396
6 18359 20,21 5,430 28278 30,48 5,406
7 15625 17,38 5,429 29855 32,12 5,550
8 18402 20,25 5,428 32136 34,48 5,398
9 17910 19,74 5,423 27944 30,14 5,388
10 17371 19,19 5,145 22781 38,17 5,391
?r/]l:e(lj(l)a; 17367,4 19,18 5,406 29377,1 32,96 5,442
SD(n=10) | 11322 1,17 0,092 35105 3,29 0,073
CV (%) 6,52 6,11 1,71 11,95 9,97 1,33
CONCLUSOES

Com base no trabalho realizado, concluiu-se que:

A metodologia proposta de extracdo e quantificacdo do composto ativo tilosina em amostras de cama de
aviario foi validada para altas e baixas concentra¢des segundo instru¢Ges normativas da ANVISA e do MAPA.

Os dois métodos desenvolvidos apresentaram linearidade satisfatoria (R? > 0,995), alta precisdo (Método 1:
0,227% > CV > 3,757% e Método 2: 0,719% e 3,244%) e precisdo intermediaria elevada (CV < 5%). O
estudo de robustez para os métodos apresentou coeficientes de variacdo abaixo de 10% para todas as
alteracGes (Método 1: 6,71% e Método 2: 7,61%).

A metodologia de extracdo desenvolvida apresentou alta recuperacdo do analito, ficando compreendida entre
85,94% a 112,91% para 0 método 1 e 87,02% a 119,80% para o método 2. Ao verificar a seletividade do
analito frente a matriz branca, observou-se pelos cromatogramas que ndo ha sobreposi¢do de picos no tempo
de retengdo determinado para o analito para cada um dos métodos.

Por fim, a andlise do residuo avicola proveniente de grande empresa produtora de frangos de corte no estado de
Minas Gerais, mostrou teor de 19,18 + 1,17 ng.L™ tilosina (1,53 + 0,09 g.ton!) em cama de aviario de galpao
contendo aves na fase de recria e 32,96 + 3,29 ng.L? tilosina (2,64 + 0,26 g.ton) em cama de aviario de
galpdo contendo aves na fase de producéo.
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