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OPTIMIZATION AND VALIDATION MULTIRESIDUE METHOD FOR SULFONAMIDES DETERMINATION IN SHRIMP
BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY WITH DETECTION BY UV. This work reports the optimization
and method validation for sulfonamides (sulfamethazine, sulfaquinoxaline, sulfadimethoxine and sulfathiazole) in shrimp muscle
using HPLC-UV. The sulfonamides were extracted with acetonitrile and acetic acid, and the extract cleaned up with a Strata SCX

SPE cartridge prior to analysis. The method presented linearity in the range of 20-120 pg kg™, good linear correlation (r > 0.99), and

limits of quantification in the range of 4.7-20.2 pg kg™'. The recovery for shrimp muscles spiked with 50-150 pg kg ranged from
63.2-108.0%. Precision and accuracy analysis showed acceptable relative standard deviation. Commercial shrimps were analyzed
and sulfonamides don’t were found above of the method limit of quantification.

Keywords: sulfonamides; shrimp; HPLC-UV.

INTRODUCAO

Uma grande variedade de antimicrobianos estd disponivel para
uso na medicina veterindria, inclusive na aquicultura. Entre esses,
destacam-se os antimicrobianos das classes dos B-lactimicos, sulfo-
namidas, tetraciclinas, aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas e
anfenicois, que s3o compostos que inibem o crescimento de determi-
nados micro-organismos, sendo utilizados na producio animal para
tratar e prevenir enfermidades causadas pela presenca de organismos
patogénicos e melhorar a taxa de crescimento ou conversio alimentar. !
Dentre os antimicrobianos sintéticos, as sulfonamidas (SAs) sdo um
importante grupo que tem sido usado efetivamente no combate as
infeccdes bacterianas e também na prdtica veterindria para promover
o crescimento animal (Figura 1).

O termo sulfonamida € utilizado para referir-se aos derivados do
para-amino-benzeno-sulfonamida (sulfanilamida). O grupo p-NH,
desses compostos € essencial e s6 pode ser substituido por radicais
capazes de serem convertidos in vivo em grupos amino livre. Essas
substitui¢des possuem efeitos varidveis sobre a atividade antibac-
teriana da molécula. As sulfonamidas sdo andlogos estruturais e
antagonistas competitivos do dcido para-aminobenzoico (PABA) e
impedem a sua utilizagdo pelas bactérias na sintese do acido f6lico
ou vitamina B9. Mais especificamente, as sulfonamidas séo inibido-
res competitivos da di-hidropteroato-sintetase, a enzima bacteriana
responsdvel pela incorporagdo do PABA no 4cido di-hidropteroico,
precursor imediato do dcido félico. Os micro-organismos sensi-
veis sdo aqueles que precisam sintetizar seu proprio dcido félico,
as bactérias capazes de utilizar o folato pré-formado nio sdo
afetadas.’

A carcinicultura é uma das dreas mais consolidadas do agro-
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Figura 1. Estruturas quimicas das sulfonamidas

negdcio brasileiro, sendo a regido Nordeste produtora de mais de
90% de todo o camario cultivado no Brasil que, em sua maioria, ¢
destinado ao mercado europeu.’ Apesar do crescimento acelerado
até 2003, a carcinicultura brasileira enfrentou alguns desafios nos
anos seguintes, como a aplicagdo de taxas pelos paises importadores
e o surgimento de doengas infecciosas nos animais cultivados, fatos
que levaram a uma perda de 15,9% na produgio.* Para combater o
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ciclo crescente de doencas, uma alternativa vidvel foi a utilizacio
de antimicrobianos. Em 2000, um estudo realizado em fazendas de
cultivo de camardo na Tailandia constatou que 74% dos produtores
utilizavam antimicrobianos administrados na racdo dos animais e
dentre os grupos de compostos mais usados se destacaram as flu-
oroquinolonas, as tetraciclinas e as sulfonamidas.>® Recentemente
foi publicado pela Food and Agriculture Organization (FAO) uma
compilacdo com os 26 antimicrobianos mais potencialmente usados
na aquicultura mundial.” Desses compostos examinados, a oxitetra-
ciclina destacou-se como o antimicrobiano mais usado seguido do
cloranfenicol e de sulfonamidas como a sulfamerazina, sulfadimidina
e sulfadimetoxina, que também sdo listadas quando combinadas com
o composto trimetropina.® No Brasil, ja foram relatados estudos sobre
o uso das sulfonamidas na carcinicultura e também referenciaram seu
uso em associagdo com a trimetropina.’

A presenca de residuos de sulfonamidas em alimentos de ori-
gem animal também tem requerido especial ateng@o por causa do
potencial risco a satide humana. Diversos estudos tém reportado os
possiveis efeitos carcinogénicos das sulfonamidases; uma pesquisa
demonstrou a presenca de tumores em roedores ocasionados pelo
uso da sulfametazina.'*'?

Devido as exigéncias dos mercados consumidores quanto a
seguranca alimentar, programas e normas baseados em legislacdes
cada vez mais exigentes vém sendo criados para fiscalizar os niveis
dessas substancias danosas a saide humana, estabelecendo-se para
as diversas matrizes de origem animal, limites maximos de residuos
(LMR) permitidos.'®'” No Brasil, o limite mdximo de residuo esta-
belecido para sulfonamidas em musculo de camardo € 100 pg kg™,
o mesmo adotado pela Comunidade Europeia.'®!

O desenvolvimento e a validagdo de métodos analiticos para
determinacdo de residuos de antimicrobianos em alimentos requer
o dominio de importantes etapas que vao desde o conhecimento das
caracteristicas fisico-quimicas dos analitos, selecio das melhores
condicdes cromatograficas, otimiza¢io dos processos de extragdo e
clean-up, até a avaliacdo de conformidade de amostras comerciais.
Dentre os diversos estudos disponiveis na literatura para determinago
de sulfonamidas em musculo de camardo, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) tem sido reportada como técnica anali-
tica frequentemente utilizada devido a sua precisdo e recuperagio
satisfatérias.??

Este trabalho teve como objetivo otimizar e validar um méto-
do multirresiduo para determinacido de sulfonamidas (sulfatiazol,
sulfametazina, sulfadimetoxina e sulfaquinoxalina) em musculo de
camardo comercial utilizando cromatografia liquida de alta eficiéncia
com deteccdo por UV.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e materiais

Foram utilizados acetronitrila, acetato de etila e metanol, todos
de pureza cromatogréfica (J.T. Baker®), acetona grau CLAE (Mallin-
ckrodt Chemicals®), dcido acético glacial (J.T. Baker®), hidréxido de
amonio a 25% grau ACS (Merck®), n-hexano com grau de pureza ACS
(J.T. Baker®) e sulfato de sédio anidro de grau analitico (F. Maia®).

Os cartuchos utilizados para extracido em fase sélida foram do
tipo Strata SCX (sorbente dcido benzenossulfonico) de 500 mg/3
mL, adquiridos da Phenomenex®, e as membranas para filtragdo de
0,45 um, em celulose regenerada, foram fornecidas pela Millipore®.
A dgua ultrapura obtida através de sistema Milli-Q (Millipore®) foi
utilizada no preparo das solugdes.

Os padrdes analiticos foram obtidos da United States Pharmaco-
peia® (USP) com graus de pureza de 100% para a sulfatiazol (STZ),
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sulfametazina (SMZ), sulfadimetoxina (SDM) e sulfaquinoxalina
(SQ). A sulfametoxazol (SMX), com grau de pureza de 99,7 %, foi
utilizada como padr@o interno e obtida da Farmacopeia Brasileira®.

Aquisicao e preparacio de amostras de camariao

Para os testes de validagdo do método foi utilizado camario
(Litopenaeus vannamei) (branco da matriz) cultivado em sistema
organico isento de residuos de qualquer tipo de antimicrobianos e/ou
outras drogas veterindrias. Estes camardes foram coletados de uma
fazenda de camar@o do Rio Grande do Norte - RN, onde a qualidade
dos mesmos foi garantida pelo selo de qualidade da Associacdo de
Certificagdo Instituto Biodinamico - IBD (certificagdo para produ-
tos orgdnicos). Seis amostras dessa fazenda, com cerca de 1 kg de
camardo, foram acondicionadas em sacos pldsticos e enviadas ao
laboratério em caixa de isopor com gelo. O tempo decorrido entre a
coleta e chegada ao laboratdrio ndo ultrapassou 24 h.

As amostras foram preparadas imediatamente apds sua chegada
ao laboratério. Para isto, primeiramente foram retiradas a cabecae a
casca dos camardes e 1 kg de musculo foi triturado em liquidificador
industrial até a obtenc¢@o de uma massa pastosa e homogénea que foi,
em seguida, dividida em duas por¢des de aproximadamente 500 g.
Cada porg¢do foi acondicionada em embalagem de aluminio com tam-
pa, devidamente identificada e armazenada em refrigerador (-20 °C).

Preparo das solucdes analiticas

As solugdes estoque (100 mg L) foram preparadas individual-
mente a partir dos padrdes analiticos de sulfonamidas dissolvidos
em metanol grau CLAE. As solucdes intermedidrias (solu¢des de
trabalho) consistiram de uma mistura das sulfonamidas e foram
preparadas em dcido acético 0,5% das solucdes estoque. A partir
dos estudos de estabilidade dos padrdes analiticos em solugio, foi
estabelecida a validade de 6 meses para as solucdes estoque, enquanto
as solugdes de trabalho foram preparadas e usadas no mesmo dia a
partir da dilui¢do da solucdo estoque. Todas as solugdes, estoque e
intermedidrias (solucdes de trabalho), além dos padrdes analiticos de
cada sulfonamida foram armazenados em refrigerador a -20 °C sob o
abrigo da luz. As condi¢des de armazenamento e prazo de utilizacdo
das solucdes foram estabelecidas apds um estudo prévio realizado
sobre a estabilidade das sulfonamidas em solugéo.

Instrumentacio e condi¢oes cromatograficas de analise

As andlises foram realizadas utilizando um cromatégrafo
liquido de alta eficiéncia Agilent® HP 1100 equipado com uma
bomba de alta pressdo quaterndria (G1311A) e uma bomba iso-
cratica (G1310A), desgaseificador (G1322A), injetor automatico
(G1313A), forno com temperatura controlada (G1316A), detector
DAD (G1315A) e software Chemstation® 2002 para aquisicio e
processamento dos dados.

As condig¢des cromatogréficas definidas para separagdo e detecgao
das sulfonamidas compreenderam uma eluicdo de 32 min do tipo
gradiente em uma coluna Merck® C18 (150 x 3 mm, 5 pm), mantida
a uma temperatura de 38 °C por um forno e acoplada a uma coluna
de guarda Merck® (4 x 2 mm, 5 um). A fase mével consistiu em uma
solucdo de acetonitrila e d4cido acético 0,5% conduzida pelo sistema
auma vazao de 1 mL min'. O comprimento de onda utilizado pelo
detector foi de 227 nm e volume de injecdo de 50 uL.

Também foram utilizados: processador ultrassonico/homoge-
nizador de amostra (CE compliant, Sigma-aldrich, EUA), vértex
Phoenix® AP 56, mesa agitadora Tka® KS 130 Basic (IKA, EUA),
centrifugas Jouan® B4i (Jouan, EUA) e Sorvall® (Thermo Scientific,
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Brasil), evaporador rotativo Biichi® R-200 (Biichi, EUA) com con-
trole de pressio e temperatura para secagem do solvente de extragio
e Manifold Phenomenex® (Phenomenex, EUA) para otimizagéo e
auxilio a extracdo em fase sélida.

Validacio do método

As caracteristicas de desempenho investigadas no processo de
validacdo, a fim de demonstrar o desempenho do método foram os
parametros de seletividade, limite de detec¢@o e quantificacdo do mé-
todo, linearidade, efeito de matriz, precisao (repetibilidade), precisdo
intermedidria (reprodutibilidade) e exatiddo (recuperagdo), os quais
foram estimados a partir de recomendacdes adotadas pelo guia do
INMETRO e pela literatura (ANVISA e IUPAC).>>?’

Seletividade

Para verificar a seletividade do método foram preparados dois
grupos de amostras - branco adicionado (mistura de sulfonamidas em
solvente) e matriz fortificada (extrato da matriz extraida fortificada
com a mistura de sulfonamidas) em duplicata, ambos com o analito
na concentracio estabelecida (LMR). Foram obtidos 7 valores de
medi¢ao de cada grupo de amostras e calculados o desvio padrio e o
coeficiente de variacdo da média das dreas dos analitos. A dispersdo
das medidas foi avaliada através do teste de Grubbs e a variincia das
amostras foi verificada através de teste ¢ de Student.

Limites de detec¢do (LDM) e quantificagdo (LOM) do método

O limite de deteccao (LD) de um método € a menor concentragdo
do analito em uma amostra que pode ser detectada, mas ndo neces-
sariamente quantificada, sob determinadas condi¢des experimentais,
enquanto o limite de quantificacdo (LQ) € a menor concentracdo do
analito que pode ser determinada com precisdo e exatidao aceitdveis,
sob determinadas condi¢des experimentais. Os limites de detec¢do
(LDM) e quantificacdo (LQM) foram calculados através da relacio
sinal/ruido para cada sulfonamida analisada, os quais foram obtidos
a partir de 7 replicas auténticas de extratos da matriz fortificados a
uma concentracio que gerou um sinal trés vezes (LDM) e dez vezes
(LQM) maior que o ruido do sistema.

Linearidade

As curvas analiticas para as sulfonamidas em camario foram
construidas usando o procedimento de fortificacdo do extrato da
matriz pelo método da utilizacdo de padrao interno (PI) de sulfa-
metoxazol, sendo a curva linear o resultado da correlagdo entre a
concentracio de STZ/PI, SMZ/P1, SDM/PI e SQ/PI versus a drea
dos analitos/drea do padrdo interno. A sulfametoxazol foi a subs-
tancia escolhida como padrao interno e foram feitas 7 inje¢des de
cada nivel da solucdo padrio e de cada nivel do extrato da matriz
fortificado nas concentracdes de 20, 40, 80, 100, 120, 160 e 200 ug
kg! e as curvas foram construidas a partir dos valores médios de
drea para cada concentracdo estabelecida. Os coeficientes angular
e linear (a e b, respectivamente) de cada curva analitica foram
estimados por regressdo linear utilizando o método dos minimos
quadrados simples.

Efeito de matriz

Utilizando os valores de medicao obtidos no teste de linearidade,
foram comparados os valores de drea entre os analitos preparados em
solvente e no extrato da matriz. As diferencas foram avaliadas esta-
tisticamente, através de teste #, as curvas de cada analito em solucgio
e no extrato da matriz para definir se ha diferencas ou semelhangas
no grupo de medigdes, caracterizando ou ndo um efeito de matriz
sobre a resposta cromatografica.
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Precisdo (repetibilidade)

A precisdo ou repetibilidade do método, ou seja, a concordincia
entre os resultados de sucessivas medicdes efetuadas sob as mesmas
condicdes, foi avaliada por meio do coeficiente de variacdo (CV%)
das médias das dreas obtidas de 7 réplicas auténticas das amostras
fortificadas em uma faixa de concentracdo de 0,5; 1,0 e 1,5 vezes
0 LMR estabelecido, que corresponderam a 50, 100 e 150 pg kg™'.

Exatiddo

A exatidao do método foi demonstrada pela comparacido dos
resultados obtidos com material de referéncia certificado de cada
sulfonamida. Isso foi estabelecido a partir da recuperagao de 3 forti-
ficacdes da matriz a 0,5; 1,0 e 1,5 vezes o LMR, que corresponderam
a50, 100 e 150 ug kg, respectivamente. Foram realizadas 7 réplicas
auténticas de cada uma das concentragdes e as médias comparadas
percentualmente com os valores tedricos.

Procedimento

O método utilizado para a validacdo foi adaptado de Stubbings et
al..®® Ap6s aretirada da carapaga, o mdsculo do camaréo foi homoge-
neizado em liquidificador industrial de alta velocidade. Pesaram-se
cuidadosamente 5,0 £ 0,001 g dessa amostra de muisculo de camardo
moido em um tubo de centrifuga de 50 mL. Nessa etapa, a amostra
foi fortificada com uma concentracéio conhecida da mistura de sulfo-
namidas. Ap6s 30 min, foram adicionados a essa mistura 20 mL de
acetonitrila. Essa foi homogeneizada com o auxilio de um processador
ultrassonico por 3 min. A haste do ultrassom foi lavada com 10 mL
de acetonitrila para retirar residuos de musculo e recolhida junto
com a mistura homogeneizada. A essa mistura foram adicionados
10 g de sulfato de sédio anidro e, em seguida, levada a agitacdo em
mesa agitadora a uma velocidade de rota¢do de 640 rpm por 10 min
e centrifugada em seguida a 1700 rpm por 10 min.

O sobrenadante foi filtrado em 15 g de sulfato de sédio anidro,
sendo o filtrado recolhido em um baldo de fundo redondo de 100 mL.
para posterior rotaevaporagao.

Foram acrescentadas duas por¢des de 5 mL de acetonitrila ao
sulfato de sédio do papel de filtro e os extratos reunidos foram ro-
taevaporados a 40 °C. Ao residuo seco foram adicionados 3 mL de
uma solug¢do acetonitrila:acido acético (95:5, v/v), sendo esse extrato
homogeneizado em vortex antes de ser levado para a etapa de clean
up em cartuchos do tipo SCX. O processo de limpeza foi realizado
em um cartucho previamente condicionado com 5 mL da solucio
acetonitrila:dcido acético (95:5, v/v) que, depois da aplicagdo da
amostra, foi lavado com 2,5 mL de acetona, 5 mL de metanol e 5
mL de acetonitrila.

As sulfonamidas foram eluidas com 5 mL da solucdo
acetonitrila:hidroxido de amoénio (95:5, v/v) e o eluato foi cuida-
dosamente rotaevaporado novamente a 40 °C. O residuo seco foi
dissolvido em 1 mL de uma solugdo aquosa de dcido acético 0,5%
(v/v), homogeneizado em vértex e filtrado em filtro para seringa
do tipo millex (0,22 pm) acoplado a uma seringa de 1 mL, sendo
o volume recolhido em um frasco de vidro com tampa de rosca de
capacidade de 1,5 mL, apropriado para cromatografia para posterior
andlise por CLAE-UV.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foram realizados procedimentos para teste das
condicdes cromatogrificas a partir do método de Pecorelli et al., que
utilizaram como fase mével uma mistura de acetonitrila e tampao
acetato em pH 4,5.2 O método foi escolhido por apresentar separacdo
eficiente das sulfonamidas em um tempo razodvel de eluicdo gradien-
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te. O método foi otimizado ao ser efetuado um aumento da vazao (1
mL min), um controle de temperatura do forno e a substitui¢do do
tampao acetato por dcido acético a 0,5%. A op¢do por ndo trabalhar
com uma fase mével tamponada deve-se ao cuidado redobrado que
€ dado ao sistema quando se trabalha com esse tipo de fase mdvel.
A cristalizagdo de sal na regido do pistdo da bomba pode ocorrer em
sistemas que utilizam fase mével tamponada, ocasionando danos ao
corpo do pistdo.

Além disso, optou-se também pela utilizacdo de uma coluna
cromatografica em C18 para a separagdo das sulfonamidas, visto
que a natureza anfotérica desses compostos dificultou a separa¢do
em colunas do tipo Cy, sendo observadas separacdes 6timas quando
foram utilizadas colunas do tipo C,;. Outro fator sobre a otimizagdo
do método foi que as diferengas de polaridade entre os gradientes
testados, quando comparados ao tampao acetato a pH 4,5 e a solugdo
de 4cido acético 0,5%, foram determinantes para a separacio efetiva
das sulfonamidas. Estudos demonstram que o uso do dcido acético
0,5% como fase mével melhora a resolugio e sensibilidade das bandas
cromatogrificas.?*¥

O método descrito para detec¢do de sulfonamidas em camario
demonstrou ser eficientemente seletivo, pois ndo foram observados
picos interferentes no tempo de reten¢do das SAs na matriz, além
de existir concordancia entre os tempos de retengdo dos analitos
na solucdo de trabalho e na matriz fortificada (Figura 1S, material
suplementar). As sulfonamidas eluiram nos tempos aproximados de
4,7 min para a sulfatiazol, 8,5 min para a sulfametazina, 13,7 min
para a sulfametoxazol, 21,4 min para a sulfadimetoxina e 22,4 min
para a sulfaquinoxalina.

A linearidade e os limites de detec¢do e quantificagdo do método
estdo mostrados na Tabela 1. Os limites de quantificagdo e detec¢do
do método foram calculados através da relagdo sinal/ruido para cada
sulfonamida, obtidos a partir de 7 inje¢des de réplicas auténticas de
um extrato da matriz fortificada a uma concentrag¢@o de 4 a 20 ug
kg, dependendo da sulfonamida.

A partir dos resultados de linearidade, obtidos através da veri-
ficacdo da variancia e da regressdo linear, obtiveram-se, nas faixas
de concentracdo estabelecidas, coeficientes de correlacdo linear
acima de 0,99. Os limites de detecc@o obtidos pelo método estdo
em conformidade e até em valores menores com outros estudos ja
publicados, estando de acordo também com as diretrizes estabelecidas
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pela Unido Europeia.'**

O efeito de matriz foi avaliado inicialmente com a aplicagdo do
teste F para cada sulfonamida, presumindo 2 amostras para variancias.
Em seguida foi aplicado o teste ¢ para 2 amostras, presumindo vari-
ancias equivalentes. Caso F,; < Fgirco» Significa que as variancias
sdo iguais e a matriz nio tem efeito importante sobre a precisdo do
método. Para F,; > Fiyinco. com varidncias diferentes, a matriz
tem efeito importante sobre a precisdo do método. Para efeito de
conclusdo, o teste ¢ estabelece que, se to, < tegimco, @ Matriz ndo
afeta o ensaio e se t.,; > tegimco, @ Matriz afeta o ensaio. A Tabela 2
e a Figura 2S, material suplementar, mostram os resultados obtidos
no estudo sobre o efeito matriz no método.

Para as sulfonamidas estudadas, apesar da complexidade da ma-
triz camardo, o efeito de matriz nao foi estatisticamente significativo.
Segundo Stubbings et al., para compostos como as sulfonamidas,
a etapa de extracdo em fase sélida contribui para a otimizag¢ao do
método e diminui¢do do efeito de matriz.”® Segundo os autores, para
uma extracdo eficiente nessa fase se faz necessdrio que tanto o ana-
lito quanto a fase estaciondria estejam totalmente ionizados, sendo
o controle de pH um ponto critico.

Os ensaios de recuperagdes também se mostraram mais eficientes
quando a acetonitrila foi o componente primdrio na elui¢do e quando
o sulfato de sédio anidro foi utilizado na etapa preliminar de extracgio,
proporcionando a sua interagdo com moléculas de agua da amostra,
uma vez que as sulfonamidas séo hidrossoliveis.

As recuperagdes e a repetibilidade do método (precisio) foram
obtidas a partir de amostras de camarao fortificadas a0,5; 1,0 e 1,5 do
LMR para o conjunto de sulfonamidas. Foram realizadas 7 inje¢des
independentes (réplicas auténticas) para cada uma das concentracdes
e a média dos resultados e os coeficientes de variagdo (CV %) sdo
mostrados na Tabela 3.

A recuperagio e o coeficiente de variacdo calculados para as
concentragdes estabelecidas estdo dentro da faixa de 70 a 110%
para recuperagdo e CV mdximo de 20% para esses parametros,
respectivamente, estabelecidos pelo Codex Alimentarius.?! Apenas a
sulfatiazol apresentou valor abaixo do estabelecido pela legislacio,
tendo sido registrada uma recuperacio de 63,2% para a concentragiao
de 150 pg kg'. Os valores de recuperacdo encontrados pelo método
validado foram superiores ou equivalentes aos definidos por outros
estudos que utilizaram CLAE como técnica de andlise.”

Tabela 1. Resumo dos resultados obtidos para os parametros de validacdo, linearidade e limites de detec¢@o e quantificagdo do método

Limites de Detec¢do do método (ug kg™)

Analito Faixa linear (ug kg™) a* b* r
LD LQ
STZ 6,3 20,2 0,001 0,03 0,999
SMZ 2,4 7.8 0,001 0,03 0,999
20,0 -200,0
SDM 1.5 4,7 0,002 0,05 0,997
SQ 34 10,8 0,001 0,08 0,994

Sulfonamidas = sulfatiazol (STZ), sulfametazina (SMZ), sulfadimetoxina (SDM) e sulfaquinoxalina (SQ). *Parametros do modelo linear y = ax + b, onde y ¢
resposta cromatografica (razdo entre drea da sulfonamida e drea do padrao interno) e x € a concentrag¢ao do analito (g kg™!), r € o coeficiente de correlagdo linear.

Tabela 2. Resultados dos testes estatisticos para avaliacao do efeito da matriz sobre a resposta cromatogréfica: teste F e teste ¢

Analito F. F,.* Conclusao teate t Conclusio
SDM 1,2 0,5
SMZ 1,1 F., <F, 0,01

1,6 19
SQ 1,2 (Variancias homogéneas) 0,8 to <ty
STZ 1.4 1,0

*n = 49 observagdes. Sulfonamidas = sulfatiazol (STZ), sulfametazina (SMZ), sulfadimetoxina (SDM) e sulfaquinoxalina (SQ).
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Tabela 3. Repetibilidade (precisdo) e recuperagao (exatidao) para as sulfonamidas (sulfatiazol (STZ), sulfametazina (SMZ), sulfadimetoxina (SDM) e sulfa-
quinoxalina (SQ)) nas concentrag¢des de 50, 100 e 150 ug kg™!

Niveis de concentragao (ug kg')

Analito 50 100 150

Recuperagio (%) Precisdo (CV%) Recuperagdo (%) Precisdo (CV%) Recuperagio (%) Precisdo (CV%)
SDM 86,8+8,9 10,3 96,8 = 1,9 2,0 100,6 = 7,8 7.8
SMZ 90,4 12,2 13,5 81,4 9.7 11,9 89,3 +16,6 18,6
SQ 108,0 + 13,9 12,9 92,5+6,3 6,8 98,0 9,7 10,0
STZ 75,6 £7.3 9,6 74,8 £ 6,1 82 63,2+3,0 4,7

Determinacio de residuos de sulfonamidas em amostras de
camarao cultivado

Uma vez que o método foi validado, a sua aplicabilidade foi
demonstrada pela andlise de sulfonamidas em amostras de cama-
rdo cultivados em fazendas localizadas nos municipios de Goiana
(7°33°20.577S, 34°52°19.79”W) e Rio Formoso (8°38°30.02”S,
35°5’5.47"W), estado de Pernambuco, as quais foram avaliadas
quanto a presenca de residuos de sulfonamidas (STZ, SMZ, SDM
e SQ). Essas fazendas foram escolhidas por se saber da utilizacdo
desses antimicrobianos no processo. Os camardes foram colhidos no
momento do esvaziamento dos tanques para envio as empresas de
beneficiamento da regido.

Seis amostras de 1 kg de camardo, de cada localidade, foram
coletadas para andlise de sulfonamidas. Solicitaram-se ds duas fa-
zendas que o tempo decorrido entre amostragem, envio e chegada
ao laboratorio fosse de até 24 h. Tal como as amostras de camarao
organico usados na validacdo, essas amostras foram enviadas ao la-
boratdrio imediatamente apds coleta em sacos pldsticos e colocados
em isopores com gelo. As amostras foram preparadas para andlise
no mesmo dia em que chegaram ao laboratdrio, de acordo com o
procedimento descrito acima.

Os resultados mostraram que em 100% das amostras analisadas
ndo foram observados niveis de sulfonamidas acima dos limites de
quantificagdo do método. Tais resultados corroboram a boa prética de
producio desenvolvida na regido, respeitando-se o tempo de caréncia
entre a administracdo do antimicrobiano e a comercializagdo dos
camardes com niveis de sulfonamidas abaixo do limite estabelecido
pela legislag@o.

Como parte complementar deste trabalho, vém sendo conduzidos
e finalizados estudos para avaliar o tempo de estocagem de amostras
de camario fortificadas com sulfonamidas, para se avaliar a estabili-
dade desses analitos em matriz sob temperatura de estocagem a -20
°C por um periodo de 6 meses a 1 ano.

CONCLUSOES

Foi otimizado um método para determina¢@o de sulfonamidas
utilizando CLAE-UV como técnica de andlise, mostrando-se adequado
ao uso pretendido. O método apresentou faixa de linearidade de 20-200
pg kg', com indice de correlagdo linear (r) maior que 0,99 e limite de
quantificago para as sulfonamidas de cerca de 5-20 pg kg™'. A extracdo
das sulfonamidas usando acetonitrila como solvente de extragdo e de
eluicdio na etapa de clean up, sulfato de sédio anidro como agente se-
questrante de dgua da amostra e clean up com cartuchos do tipo SCX
proporcionou recuperagdo na faixa de 63-108%. A confiabilidade do
método foi avaliada a partir da andlise de residuo de sulfonamida em
camardes comerciais, provenientes de fazendas de cultivo de camarao.
Os resultados mostraram que, em 100% das amostras, os niveis de

sulfonamidas se apresentaram abaixo do limite de quantificacdo do
método. Isso corrobora o comprometimento dos empreendedores da
regido por boas priticas de produgio, oferecendo aos mercados interno
e externo alimentos mais seguros, com niveis de sulfonamidas dentro
dos limites estabelecidos pelas legislacdes vigentes.

MATERIAL SUPLEMENTAR

A Figura 1S representa os cromatogramas para o branco da ma-
triz (a), mistura de sulfonamidas e padrio interno em solvente (b) e
matriz fortificada com sulfonamidas e padrao interno (c). A Figura
2S representa as curvas de calibragdo de cada sulfonamida preparada
em solvente (azul) e em extrato de matriz (rosa), respectivamente.
Este material estd disponivel em http://quimicanova.sbq.org.br, na
forma de arquivo PDF, com acesso livre.
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Figura 1S. Cromatogramas para as sulfonamidas (sulfatiazol (STZ), sulfametazina (SMZ), sulfadimetoxina (SDM) e sulfaquinoxalina (SQ)): (a) solugdo padrdo
a 100 ug L'; (b) extrato da matriz camardo e (c) extrato da matriz fortificada a 100 ug kg™
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Figura 2S. Curvas de calibrac¢do das sulfonamidas: (a) sulfatiazol (STZ), (b) sulfadimetoxina (SDM), (c) sulfametazina (SMZ) e (d) sulfaquinoxalina (SQ),
preparadas em (#) e matriz (M)



