-

View metadata, citation and similar papers at core.ac.uk brought to you by ;{ CORE

provided by Directory of Open Access Journals

A

Antimicrobianos em Alimentos de
Origem Vegetal - Uma Reviséo
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Resumo

Doengas de origem bacteriana em frutas e hortalicas ocorrem no campo ou ap6s a colheita, reduzem a
producdo e afetam a qualidade do produto para a comercializacdo e, muitas vezes, causam prejuizos
econdmicos elevados ao agricultor. O alto teor de dgua de frutas e hortalicas torna esses vegetais sensiveis ao
ataque de bactérias. Para prevenir as perdas econdmicas decorrentes de doencas bacterianas em alimentos de
origem vegetal, o controle quimico é feito com o uso de bactericidas agricolas como a oxitetraciclina e
estreptomicina. Esta revisao tem por objetivo abordar os antimicrobianos permitidos pela legislacéo brasileira
para o uso em lavouras, assim como aspectos de legislacdo e de métodos analiticos utilizados para avaliacdo da
presenga de residuos dos antimicrobianos em vegetais.

Palavras-chave: antimicrobianos, vegetais, oxitetraciclina, estreptomicina.

Abstract

Bacterial diseases in fruits and vegetables occur in the field or after the harvest, reduce the production and
affect the product quality for the commercialization and, many times, cause high economical losses to the
agriculturist. The high water content of fruits and vegetables makes these foods sensible to the bacterial attack.
To prevent economic losses from bacterial disease in foods of vegetal origin, the chemical control is made with
the use of agricultural bactericidal such as oxytetracycline and streptomycin. This paper presents a review
about the antimicrobials permitted by the Brazilian legislation to be used in farming, as well as aspects related
to the legislation and analytical methods used for the evaluation of the presence of antimicrobial residues in
vegetables.

Keywords: antimicrobials, vegetables, oxytetracycline, streptomycin.
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Introducéo

Antimicrobianos  sdo  substancias
quimicas que combatem ou inibem o
crescimento de outros organismos e tém sido
utilizados para o controle de certas doencas de
origem bacteriana em frutos, vegetais e plantas
ornamentais™. O uso de antimicrobianos
também é uma importante ferramenta da
medicina veterinaria para a criacdo de animais
na producdo de alimentos. Atualmente, os
antimicrobianos sdo wusados para tratar
infeccbes (uso terapéutico), prevenir o
aparecimento de infeccGes (profilatico) e
melhorar a taxa de crescimento e/ou conversao
alimentar (promotores de crescimento) 4.

A sofisticacdo da produgdo agricola,
buscando atender um mercado exigente em
produtos de alta qualidade e durante todo o
ano, tem aumentado o uso dessas substancias
nas lavouras. No plantio em campo e em
ambientes protegidos, face ao problema
causado por insetos e acaros, além de fungos e
outros agentes fitopatogénicos como as
bactérias, tém-se usado principalmente
substancias quimicas para 0 controle como
também para a preservagdo das colheitas !

Assim, doencas causadas por bactérias
tornam-se em geral problema na producéo de
alimentos. Cada espécie de fruta ou hortalica é
afetada por uma ou mais espécies de bactérias.
Em tomates, a mancha bacteriana é causada
pela Xanthomonas campestris pv. vesicatoria;
a pinta bacteriana, pela Pseudomonas syringae
pv. tomato; a necrose-da-medula tem como
agente causador a Pseudomonas corrugata; o
talo-oco ou podriddo-mole é causado pela
Erwinia spp. e o0 cancro bacteriano é uma
infeccdo  causada  pela  Clavibacter
michiganensis  subsp.  Michiganensis. O
diagnostico  definitivo das bacterioses é
baseado nos sintomas distintos no fruto e no
isolamento e caracterizacdo do organismo
causador *°

No Quadro 1 sdo apresentadas
algumas das doencas de origem bacteriana que
podem ocorrer nas diversas culturas de frutas e
hortalicas.

(3]

Quadro 1. Doencgas de origem bacteriana e agente causador em diversas culturas agricolas “ .

Cultura Doenca Agente causador
ameixa mancha bacteriana Xanthomonas pruni
batata canela preta, podriddo mole Erwinia caratovora

café mancha aureolada, crestamento bacteriano  Pseudomonas garcae
maracuja mancha oleosa Xanthomonas passiflorae
péssego mancha bacteriana Xanthomonas pruni
pimentédo mancha bacteriana Xanthomonas vesicatoria

O controle das bacterioses é feito
preferencialmente pela combinacdo de vérias
medidas de controle incluindo o tratamento
das sementes, 0 uso de antimicrobianos, boas

praticas de manejo, fumigacdo, desinfeccéo e
rotacdo de culturas 2,

Os antimicrobianos sdo  mais
eficientes quando aplicados preventivamente e
devem ser usados quando as condiges
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ambientais se revelarem favoraveis a
ocorréncia de doengas bacterianas. Esta
eficiéncia diminui a medida que a doenga se
instala e as condi¢Bes climaticas se tornam
muito favoraveis a doenca. A aplicacdo de
maneira repetida e freqlente leva a selecdo e
predominancia, na populacdo bacteriana, de
individuos com resisténcia aos principios
ativos, fazendo com que o produto agricola
perca a eficiéncia. Estes produtos podem ser
usados intercalados ou, em alguns casos,
misturados com fungicidas para o controle de
doencas fangicas .

O principal risco a satde humana
decorrente do uso de antibiéticos em animais e
vegetais é que as bactérias podem desenvolver
resisténcia a0s mesmos quer seja por mutagéo,
aquisicao de genes ou a combinacéo de ambos
" Assim, os residuos de antimicrobianos em
alimentos podem expor os consumidores e a
populacéo aos riscos conseqlientes da ingestao
e do uso indiscriminado destas substancias.
Para reduzir estes riscos é importante realizar o
monitoramento dos niveis de residuos nos
alimentos comercializados ™.

Métodos de andlises de residuos
tiveram um enorme avanco no inicio dos anos
80. Os avangos sdo notados nos equipamentos
analiticos, bem como na parte de aquisicdo de
dados e em todos os estidgios do processo
analitico. Muitos desses avancos foram, e
continuam, dirigidos a um aumento da
sensibilidade e seletividade nas técnicas de
determinagdo. Aspectos de regulamentacéo
para o controle de contaminantes quimicos em
alimentos tém aumentado na Ultima década,
devido ao fato de que a implementacdo das
legislagBes passou a exercer papel importante
no comércio internacional de géneros

alimenticios. Isto levou a um aumento na
demanda de métodos analiticos para a
deteccdo de residuos em alimentos. Para tanto,
as técnicas cromatograficas sdo pecas chave,
especialmente a cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Esta versatil técnica tem sido
largamente estudada e é comumente usada na
analise de residuos de antibiticos em
amostras bioldgicas. Ela é capaz de determinar
baixos niveis de concentracdes, 0 que é
fundamental para a anélise de residuos .

S&o muitos os estudos encontrados na
literatura que descrevem métodos de anélise
visando a separacdo, identificacdo e
quantificagdo de antimicrobianos como as
tetraciclinas com o objetivo de monitorar esses
residuos nos varios tipos de alimentos,
material bioldgico e formulagGes
farmacéuticas. Um artigo de revisdo de OKA
et al. ® considera métodos de andlise de
tetraciclinas incluindo desde a cromatografia
em camada delgada, a cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) e a eletroforese
capilar (EC). Dentre as varias matrizes
apresentadas, estdo os alimentos de origem
animal como os mais freqlientes objetos de
estudo, incluindo entre essas matrizes o leite,
ovos, mel, carne, ovos, peixes e camardes,
entre outros.

Atualmente, os antimicrobianos mais
comumente usados em plantas sdo a
oxitetraciclina (OTC) e a estreptomicina (STP)
M O Brasil permitt o uso destes
antimicrobianos na agricultura em diversos
alimentos de origem vegetal, tais como frutas,
hortaligas, cucurbitaceas, raizes e tubérculos.
Apesar deste fato, até 0 momento, ndo estdo
disponiveis na literatura métodos de andlise
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para a determinacdo de OTC e STP nessas
matrizes.

Esta revisdo tem por objetivo abordar
o0s antimicrobianos permitidos pela legislacéo
brasileira para 0 uso em lavouras, a legislacéo
e métodos analiticos que podem ser utilizados
para avaliacdo da presenca de residuos dos
antimicrobianos em vegetais, com énfase nos
procedimentos de preparo das amostras para
andlise por CLAE e EC.

1. Antimicrobianos
1.1 Oxitetraciclina

Os antibidticos do grupo das
tetraciclinas sdo produzidos por Streptomyces
e tém largo espectro contra bactérias gram-
positivas e gram-negativas, sendo
especialmente efetivos contra Staphylococcus,
Streptococcus, Pneumococcus, Gonococcus,
Cholera, Dysentery bacillus, Pertussis,
Rickettsia, Chlamydia e Mycoplasma. S&o
também efetivas contra alguns anaerdbios e
tém sido largamente usadas no tratamento de
doencas infecciosas e como farmaco
veterinario ™%,

As tetraciclinas sdo ativamente
transportadas para o interior das células de
bactérias susceptiveis e exercem um efeito
bacteriostatico pela inibicdo da biosintese de
proteinas apds ligacdo a subparticula 30S
ribossomal. Desde que a clortetraciclina,
primeiro membro da familia das tetraciclinas,
foi isolada em 1948, oito tetraciclinas séo
atualmente disponibilizadas comercialmente,
das quais a oxitetraciclina (Figura 1),
tetraciclina, clortetraciclina e doxiciclina sdo
comumente aplicadas como medicamento
veterindrio na producdo de alimentos de
origem animal, incluindo o mel de abelha,
devido ao seu largo espectro e vantagens
econdmicas .

A oxitetraciclina, [4S - (4a, 4aa, 5a,
5ac,, 6B, 12ac)] - 4 - (dimetilamino) -
1,4,4a,5,53,6,11,12a - octaidro -
3,5,6,10,12,12a - hexaidroxi - 6 - metil - 1,11 -
dioxo - 2 - naftacenocarboxamida, cuja
formula molecular é CyH,4N,Og, tem massa
molar de 460,44 1,

Figura 1 - Estrutura quimica da oxitetraciclina

As tetraciclinas tém propriedades
quimicas e fisico-quimicas similares. S&o
compostos anfoteros com valores
caracteristicos de pKa e formam hidratos
cristalinos e sais com é&cidos e bases. Seus

espectros na regido do UV mostram fortes
absorcdes em torno de 270 a 360 nm em
solucOes neutras e acidas, respectivamente, e
sdo solUveis em 4cidos, bases, alcoois e
solventes organicos apolares e sdo extraidas
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com Varios solventes como n-butanol e acetato
de etila. A estabilidade das tetraciclinas é baixa
sob condi¢Bes fortemente &cidas e alcalinas e
formam epimeros reversiveis. Elas também
produzem forte fluorescéncia com ions
metalicos ou sob condicBes basicas. Formam
complexos quelatos com ijons metalicos e se
ligam com proteinas ou grupos silandis na fase
estacionaria de colunas em fase reversa "2,

A larga utilizacdo das tetraciclinas tem
levado a um aumento no fator de resisténcia ao
antimicrobiano, cuja  monitorizacdo  é
requerida pelas agéncias de salde publica.
Ensaios microbiol6gicos sdo comumente
utilizados para determinar residuos de
tetraciclinas em alimentos, porém esses
métodos consomem  muito  tempo, e
apresentam baixa sensibilidade. Preparacoes
farmacéuticas de  tetraciclinas  contém
pequenas quantidades de impurezas ou
produtos de degradacdo. No caso da
oxitetraciclina, podem estar presentes 0s
seguintes compostos:  4-epioxitetraciclina,
anidroxitetraciclina e o- e B-apoxitetraciclina.
Estes produtos de degradacdo podem ocorrer
pela deidrogenacdo ou epimerizacdo sob as
condicbes de estocagem, devido a baixa
estabilidade das tetraciclinas. Por esta razdo,
métodos validados de analise cromatografica
para as impurezas e produtos de degradagdo
s80 também necessarios .

Na agricultura, a resisténcia de
patdgenos de plantas a oxitetraciclina é rara,
mas cepas estreptomicina-resistentes de
Erwinia amylovora, Pseudomonas spp., e
Xanthomonas campestris tém impedido o
controle de vérias doencas importantes .

1.2 Estreptomicina

A estreptomicina (Figura 2) pertence a
classe de antibidticos conhecidos como

aminoglicosideos, a qual engloba compostos
gue exibem atividade contra o crescimento de
bactérias aerébias gram positivas e gram
negativas, incluindo a maioria das espécies de
Pseudomonas. S& de baixo custo e
potencialmente oto- e nefrotoxicos. Os
aminoglicosideos sdo antibacterianos cujo
efeito primario é a inibicdo irreversivel da
sintese protéica bacteriana. O evento inicial da
acdo de um aminoglicosideo € a penetracdo
através da parede celular, a qual ocorre por
transporte ativo e por difusdo passiva. Sua
eficacia é dependente da pressao de oxigénio e
da existéncia de um gradiente eletroquimico
proprio em cada lado da membrana celular ™.

A estreptomicina, 0 composto mais
antigo dos aminoglicosideos, foi
primeiramente isolada de Streptomyces griseus
em 1944. Outros aminoglicosideos sucederam
a estreptomicina como isolados de organismos
Streptomyces ou como moléculas semi-
sintéticas, entre eles, a gentamicina,
neomicina, kanamicina A, bekanamicina,
butirosina A e B, amicacina, dibecacina,
diidroestreptomicina, paromomicina,
ribostamicina, sisomicina e tobramicina ™.

A estreptomicina, O - 2 - deoxi - 2 -
(metilamino) - a - L-glucopiranosil - (1->2) -
O -5 - deoxi - 3 -C -formil - o - L-
lixofuranosil - (1->4) - N,N’- bis
(@aminoiminometil) - D - estreptamina, cuja
formula molecular é (C21H39N7012), tem
massa molar de 58158. Os sais de
estreptomicina sdo muito solUveis em agua e
muito pouco soltveis em alcool, cloroférmio e
éter [11].
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Figura 2 - Estrutura quimica da estreptomicina

A maioria dos antibiéticos interfere
com a Dbiosintese ou funcdo de
macromoléculas. Ha pelo menos 14 diferentes
sistemas bioquimicos propostos como sitios de
acdo para a estreptomicina. Na presenca da
estreptomicina, a atividade enzimética da
célula microbiana declina. Primeiro uma
pequena quantidade da estreptomicina entra
em um microrganismo e se liga a proteina S12
da subunidade 30S de um ribossomo. Estudos
indicam que o acimulo da estreptomicina esta
associado com 0 mesmo sistema de transporte
de elétrons que é normalmente usado como
fonte de combustivel e carbono. E proposto
que a acdo da estreptomicina inicia um ciclo
de aumento da passagem da estreptomicina em
uma célula e um progressivo antagonismo da
acetil coenzima A carboxilase até que a lise e
morte ocorram *°!,

Como a estreptomicina é também
usada como farmaco veterinario, seus residuos

poderéo ser encontrados em carne, figado, rim,
leite e mel. Ainda que a concentragdo de
estreptomicina no alimento ndo evidencie
efeito tdxico agudo, numerosos casos de
hipersensibilidade  alérgica  associada a
exposicao a estreptomicina foram
evidenciados durante o0s Ultimos anos,
podendo produzir severas erupcdes na pele.
Por essas razdes, o controle de residuos deste
antimicrobiano em alimentos  torna-se
necessario 1.

A resisténcia a estreptomicina e a
tolerancia ao cobre tém dificultado os esforgos
no controle de doengas bacterianas do tomate
nos EUA. H& também estudos para avaliar a
extensdo da resisténcia a essas substancias
quimicas entre cepas bacterianas nas
Repuiblicas Tcheca e Eslovaca ™.
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2. Legislacéo

O risco a saude humana devido a
presenca de residuos de antimicrobianos em
alimentos tem sido avaliado pelo Comité de
Peritos em Aditivos Alimentares (JECFA —
Joint Expert Committee on Food Additives).
Cabe ressaltar ainda, que esse assunto
atualmente é objeto de discussdo no ambito do
Codex Alimentarius e de grupos ad hoc, bem
como a exposicdo dos consumidores a
residuos tem sido estimada por meio de
estudos da dieta total conduzidos por agéncias
internacionais, tais como a Organizagao
Mundial de Satde (OMS) e a Organizagéo das
Nagbes Unidas para a Agricultura e
Alimentacdo  (FAO). Esses  estudos
determinam o quanto a populagdo esta exposta
a certos residuos em alimentos. Esses dados
permitem o calculo da média de exposicdo dos
consumidores a uma série de substancias
quimicas em alimentos e a interpretacdo dessa
média de exposicdo em termos da ingestdo
diaria aceitavel (IDA) para essas substancias.
IDA é uma estimativa da quantidade de uma
substancia que pode ser ingerida diariamente
por toda vida sem um risco a salide aprecivel
07 Nessas avaliagbes sdo levados em
consideracdo todos os dados disponiveis na
literatura sobre parametros biolGgicos e
toxicoldgicos do antimicrobiano em questio .

O JECFA, em sua 58* reunido (1998),
estabeleceu uma ingestéo diaria aceitavel (IDA
de grupo) de 0-0,03 mg/kg de peso corpéreo
para a oxitetraciclina, tetraciclina e
clortetraciclina ™ e, em sua 48® reunido
(1997), estabeleceu uma IDA de grupo de O-
0,05 mg/kg p.c para a estreptomicina e
diidroestreptomicina ™. Nenhum limite

maximo de residuo foi recomendado para
alimentos de origem vegetal.

De acordo com a Agéncia Americana
de Protecdo Ambiental (EPA) limites de
tolerancia foram estabelecidos para residuos
de oxitetraciclina em frutas como péssego e
péra os quais foram fixados em 0,35 mg/kg.
Em relagdo a estreptomicina, os valores
estabelecidos foram de 0,25 mg/kg para péra,
magcé, batata, aipo, pimenta e tomates .

Segundo a Instrucdo Normativa n® 42,
de 1999, da Secretaria de Defesa Agropecuéria
do Ministério da Agricultura e do
Abastecimento, publicada no Diario Oficial da
Unido (22/12/99), o controle oficial de
residuos de praguicidas em alimentos €
geralmente baseado nos limites maximos de
residuos (LMR) ou tolerancias e intervalos de
seguranca (periodos de caréncia),
estabelecidos para cada caso. No Brasil,
estabelecer limites maximos de residuos é
competéncia do Ministério da Sadde Y.

Estudos sobre os efeitos das condigdes
de protecédo na producdo agricola, em relagdo a
questdo de residuos nos alimentos, integram as
exigéncias para registro de praguicidas em
muitos paises, sendo que as condigBes de
conducédo das culturas protegidas sdo fatores
determinantes na persisténcia destes residuos
nos produtos agricolas .

No Brasil, de acordo com o Ministério
da Sade, Portaria n® 10 (08/03/85) - publicada
no Diario Oficial da Unido (14/03/85) ™
dentre a relagdo de substancias permitidas para
uso fitossanitario e domissanitario, constam
dois antimicrobianos da Classe Bactericida
que tém sua utilizacdo permitida em alimentos
de origem vegetal, a oxitetraciclina e a
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estreptomicina. Seu emprego é indicado no
tratamento de tubérculos e sementes e
aplicacdo em partes aéreas de sementeiras,
viveiros em culturas de ameixa, batata,
berinjela, café, feijdo, fumo, jil6, maracuja,
péssego, pimenta, pimentdo, tomate e plantas
ornamentais.

O Quadro 2 apresenta os limites
maximos de residuos (LMR) e o intervalo de
caréncia permitido pela legislacdo brasileira
para a oxitetraciclina e a estreptomicina em
diversos alimentos de origem vegetal.

Quadro 2. Valores de LMR e intervalo de caréncia da oxitetraciclina e estreptomicina em diferentes
alimentos de origem vegetal estabelecidos pela legislacéo brasileira 1.

Oxitetraciclina Estreptomicina
Cultura Intervalo de LMR m Intervalo de
LMR (ppm) caréncia (dias) (PP caréncia (dias)

Pepino 7 7 0,25 7
Ameixa 0,7 ! 0,25 7
Maracuja <0,25 7 0,25 7
Berinjela <0,25 7 0,25 7
Péssego - - 0,25 14
Jilé < 0,25 7 0,25 7
Pimenta < 0,25 7 0,25 7
Pimentao < 0,25 7 0,25 7
Tomate < 0,25 7 0,25 14
Batata < 0,25 7 0,25 7
Feijdo - - 0,25 7
Café <0,25 7 0,25 7

LMR: limite maximo de residuo.

3. Procedimentos Analiticos

A seguir s8o abordados os
procedimentos analiticos de extracdo e
clarificacdo do extrato (preparo de amostras),
assim como as técnicas de separagdo e
determinagdo que sdo utilizadas na
determinag&o de antimicrobianos em diversas
matrizes e que podem ser utilizadas em
alimentos de origem vegetal.

3.1 Preparo de amostras
Extracdo em fase solida

Até recentemente, o procedimento
mais utilizado no preparo de amostras
complexas anterior a analise cromatogréafica

era a extracdo liquido-liquido (ELL). Essa
técnica baseia-se na solubilidade relativa dos
analitos presentes na amostra em dois
solventes, idealmente imisciveis. Em geral, o
analito de interesse, juntamente com 0sS
interferentes, encontra-se presente em uma
matriz liquida, como, por exemplo, a agua.
Essa solucdo é colocada em um funil de
separacdo ao qual adiciona-se um solvente
organico imiscivel (na pratica pouco miscivel)
com a agua. O sistema € agitado e o analito
passa da fase aquosa para a organica, enquanto
0s interferentes permanecem, na sua maioria
(idealmente na totalidade) na fase aquosa.
Além da ELL, varias outras técnicas tém sido
empregadas com intuito semelhante, incluindo
a destilacdo, filtragdo,  centrifugacéo,
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cromatografia liquida preparativa em coluna
aberta e outras %,

Em meados da década de 70, uma
nova técnica foi introduzida, a qual tem sido
denominada extracdo em fase solida (SPE).
Como o objetivo da extracdo é o isolamento
do analito da maneira mais eficiente possivel,
0 uso da extracdo em fase sélida foi uma
grande inovacdo e, certamente, uma das
poucas ocorridas nos (ltimos  anos,
diferentemente do constante desenvolvimento
das técnicas de identificacdo e quantificacéo.
A SPE permite a separacdo seletiva, a
purificacdo e a concentragdo de compostos
presentes em matrizes complexas, com Varias
vantagens sobre a tradicional extracdo liquido-
liquido (ELL). Entre elas o uso de pequeno
volume de solvente, facilitando o descarte e a
evaporacao, com evidente protecdo ao analista
e ao meio ambiente; pouco manuseio da
amostra, que passara por etapas de lavagem e
eluicdio na prépria coluna; auséncia de
emulsdo, ndo necessitando agitacdo da amostra
com o solvente; facilidade de automacéo;
baixo consumo de vidraria; menor tempo de
analise, obtencdo de extratos mais limpos e
menor custo de mao-de-obra

A extracdo em fase solida é um
processo fisico que envolve uma fase liquida e
outra solida. Esta Ultima tem maior atracdo
pela substancia ou grupo de substancias em
estudo do que o solvente no qual estd
dissolvida. A medida que a amostra passa pela
camada de sorvente, o analito se concentra na
fase estacionaria, enquanto 0s outros
componentes da amostra (interferentes) séo
eliminados. Nos anos 60 surgiu a idéia de
tratar grupos silanol com derivados como
mono, di e tri-halo ou alcoxi silila para formar

siloxanos. Embora a idéia original fosse a
conversao de silica ndo ligada (polar) em silica
ligada (apolar), atualmente ambos os tipos
estdo disponiveis no mercado

Segundo ZIEF & KISER # as
propriedades dos sorventes  dependem
primariamente do tipo de silica selecionada.
Fases ligadas preparadas com silica irregular
com tamanho médio de particula de 40 pm,
porosidade de 60 A e &rea de superficie de 500
mzlg, fornecem condigBes ideais de fluxo e
pressdo. A separacdo ocorre devido a
interagBes intermoleculares entre o analito e 0s
grupos funcionais do sorvente. Estas
interacbes podem ser apolares, polares ou
ibnicas. As interacdes nao-polares sdo aquelas
entre os grupos CHn do sorvente e do analito
(forcas de Van der Walls ou forcas de
dispersdo). Uma vez que a maioria das
moléculas organicas tem estrutura
parcialmente apolar, este tipo de interagdo é
usada para reter o analito no sorvente. A silica
ndo ligada ndo sofre interagBes apolares, ao
contrério da ligada, em que a maioria dos
grupos funcionais do sorvente estdo ligados ao
substrato de silica através de cadeias de
carbono de varios comprimentos. Os sorventes
mais utilizados neste tipo de interacdo sdo
octadecila (Si-C18H37), octila (Si-C8H17),
cicloexila (Si-C6H11) e fenila (Si-C6H5).
Trata-se de sorventes ndo-seletivos utilizados
no caso de amostras contendo compostos de
estrutura e propriedades quimicas diferentes.
Os solventes polares, como a agua, facilitam a
ligacdo dos compostos apolares as cadeias de
sorvente, enquanto 0s menos polares, como o
cloroférmio, o hexano e o metanol sdo usados
na eluicdo, sendo capazes de desfazer a
interacdo apolar entre o analito e o sorvente.
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Os mecanismos de  separagdo
envolvidos em SPE sdo 0s mesmos da
cromatografia liquida: como consequéncia, as
fases solidas empregadas sdo as mesmas
utilizadas em cromatografia liquida de alta
eficiéncia. A escolha da fase sélida apropriada
depende da natureza do analito de interesse e
da matriz na qual ele se encontra. Os principais
mecanismos atualmente em uso sdo: adsorgao,
particdo (fase normal e reversa), troca ionica,
bioafinidade e exclusdo por tamanho. As
etapas envolvidas na SPE sdo o
condicionamento do cartucho, a adi¢do da
amostra, a remogdo dos interferentes e a
eluicdo do analito. Pequenas adaptacdes e
modificacbes  podem  ser  necessarias,
dependendo do objetivo do experimento ¢

A SPE, em seus varios formatos, tem
sido largamente utilizada na determinacéo de
ampla gama de analitos em uma variedade de
matrizes em 4reas como ambiental,
petroquimica,  farmacéutica, alimentos,
cosméticos, forense, andlises clinicas e
biologicas. Na anélise de alimentos, um
expressivo nimero de compostos tém sido
extraidos e purificados através desta técnica,
como exemplo compostos responsaveis pelo
flavor em manteiga, aminas aromaticas
heterociclicas formadas durante 0
aquecimento, inseticidas em frutas, lipideos
em cereais, praguicidas em leite e antocianinas
de plantas, entre outros #

3.2 Técnicas de separacgao
Eletroforese capilar

O fendmeno denominado eletroforese
é definido como sendo a migragdo de espécies
carregadas, que ocorre quando as mesmas
estdo dissolvidas ou suspensas em um

eletrdlito, através do qual um potencial elétrico
é aplicado !, Esta técnica de separacéo foi
desenvolvida em 1937 pelo quimico Arne
Tiselius para o estudo de proteinas em soro, 0
gual consistia na decomposi¢cdo do soro
sangliineo em cinco fragbes protéicas
principais %,

A eletroforese capilar (EC) é uma
versatil técnica micro/macroanalitica que foi
introduzida em 1981 e seu uso tem sido
ampliado na separacdo e determinacdo de
substancias ionicas e ndo-idnicas. Em sua
forma mais simples, a EC é uma aproximacéao
da técnica original e emprega-se um tubo
capilar preenchido com um eletrolito. O
mecanismo  relativamente  simples  na
separacdo esta relacionado com a velocidade
de migracéo que é baseada no tamanho e carga
do analito sob influéncia de uma voltagem
aplicada. A EC tem obtido especial atencéo
em uma variedade de trabalhos em areas
focadas em moléculas biologicamente ativas, e
expandido seu espago no que diz respeito a
instrumentac&o e aplicacéo 7.

Na década de 1990, a EC teve um
grande avango na pesquisa em quimica
analitica continuando, ainda, a apresentar
importantes melhoramentos e
desenvolvimentos. Métodos de eletroforese
em analises de rotina s&o aplicados na analise
de amostras em indUstrias ambientais e tém
sido reconhecidos como métodos confidveis
quando comparados aos métodos analiticos
tradicionais. Detalhes de métodos registrados
sdo agora incluidos em Farmacopéias e
métodos de rotina tém sido submetidos as
autoridades regulatérias, como a Agencia de
Regulamentagdo de Alimentos e
Medicamentos dos Estados Unidos (US/FDA).
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A EC ¢ rotineiramente utilizada em grande
nimero de aplicagbes forenses sendo,
atualmente, uma ferramenta padrdo na
caracterizagdo de produtos, como
proteinas/peptideos da inddstria
biotecnoldgica, além de analises
farmacéuticas, separacbes quirais (resolucéo
de enantibmeros), separacdo e determinacao
de ions metalicos e @nions inorganicos,
aplicacbes em monitorizacdo ambiental,
incluindo  fendis,  surfactantes, tintas,
hidrocarbonetos  aromaticos  polinucleares,
aminas alifaticas e aromaticas, vitaminas hidro
e lipossoliveis, catecolaminas, analises de
farmacos e carboidratos e diagndsticos
clinicos. Em andlises agroquimicas, a
aplicacéo da eletroforese capilar tem mostrado
sucesso na determinagdo de muitos fungicidas,
herbicidas, inseticidas, acaricidas em &gua,
solo e géneros alimenticios. Residuos de
farmacos, tipicamente antibi6ticos, em alguns
géneros alimenticios de origem animal tém
também sido mensurados por eletroforese
capilar, como exemplo a oxitetraciclina em
tecido de porco e a enrofloxacina em amostras
de frango Y.

O primeiro estudo com uso de
eletroforese capilar na analise de antibidticos
da classe dos aminoglicosideos utilizou
deteccdo espectrofotométrica indireta, em pH
acido sob condicOes de polaridade invertida.
Os resultados indicaram que uma adequada
sensibilidade e seletividade foram obtidas, mas
algumas das espécies relatadas ndo puderam
ser separadas. Estudos conduzidos por
HOFFSTETTER-KUHN et al. ® utilizaram a
formacdo de  complexos  carregados
negativamente entre carboidratos e borato para
deteccéo direta no UV.

Penido et al. B desenvolveram e
validaram método para a determinacéo
simultdnea de oxitetraciclina e estreptomicina
em produtos bactericiadas utilizados na
agricultura, mediante o uso de EC com detetor
de rearranjo de diodos.

Segundo OKA et al. ™, a eletroforese
capilar tem muitas vantagens em comparacao
a CLAE: reducdo do uso de solventes, curto
tempo na separacdo, alta eficiéncia de
separagdo, entre outros. Entretanto, ela tem
sido pouco usada em analises de residuos de
farmacos em alimentos, devido ao pequeno
volume de injecdo da amostra. Apesar desse
fato, esses mesmos autores apresentam uma
série de estudos para determinagdo de
tetraciclinas em alimentos, preparacoes
farmacéuticas e materiais bioldgicos.

Varios modos de detec¢do em EC tém
sido propostos. Entre eles estdo a absorbancia
UV/VIS (direta ou indireta), a fluorescéncia e
a deteccdo eletroquimica. Cada um tem suas
distintas vantagens e limitagbes. Algumas
outras abordagens em relagdo & deteccdo
incluem a fluorescéncia induzida por laser,
detetor de indice de refracdo e deteccdo
amperométrica por pulsos Y.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) foi originalmente chamada
de cromatografia liquida de alta pressdo. Esta
Gltima terminologia foi abandonada hd muito
tempo, quando se constatou que o diferencial
de comportamento desta para as demais
cromatografias liquidas ndo era a maior
presséo, mas sim o melhor desempenho
cromatografico. Os componentes essenciais
deste sistema s&o uma bomba de alta presséo,
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um sistema de injecao da amostra, uma coluna
cromatogréfica e um detetor B4,

A CLAE ¢é uma técnica de separacdo
que usa um liquido (fase movel) para carregar
a amostra através de coluna empacotada com
um material (fase estacionaria). Os compostos
presentes nas amostras sdo separados em
funcdo de suas diferentes interacbes com a
fase movel e a fase estacionaria. E uma técnica
versatii e muito utilizada na analise de
alimentos para quantificacdo de carboidratos,
vitaminas, aditivos, micotoxinas, aminoécidos,
proteinas, triglicerideos em 6leos e gorduras,
lipideos, compostos quirais e pigmentos. Entre
os detetores mais utilizados nessa técnica estdo
0 detetor de ultra-violeta-visivel (UV-VIS), o
de fluorescéncia, o de arranjo de diodos, 0
eletroquimico e o de indice de refracdo, bem
como o espectrdmetro de massa .

Algumas vantagens da CLAE séo que
0 procedimento é simples e razoavelmente
rapido; a andlise instrumental permite maior
resolugdo, automacao de operagdes, registro e
processamento da informacdo obtida; ndo sdo
necessarios  equipamentos  especiais e
dispendiosos; sdo requeridas apenas pequenas
quantidades do material, bem como, permite o
isolamento de fragbes isofuncionais para
posterior analise e de fracOes enriquecidas com
certos analitos para posterior recristalizacéo,
purificacdo e analise .

E uma técnica que  exige
conhecimento do efeito das variaveis
cromatograficas  sobre  as  interacdes
intermoleculares que conduzem a separagdo.
Nos Ultimos anos, a aplicagdo da CLAE tem
sido direcionada para o desenvolvimento de
métodos mais seletivos que sejam mais

rapidos e possiveis de automatizacdo. A
introducdo de novos mecanismos de separacdo
como a cromatografia quiral e de
imunoafinidade tém contribuido com métodos
seletivos para separacbes complexas. A
cromatografia de imunoafinidade possui alta
seletividade na separacdo de compostos que
sdo capazes de formar um complexo com o
ligante (imobilizado no suporte
cromatografico), desse modo permitindo
determinagdes seletivas de compostos de
elevada massa molar como as proteinas,
lipideos ou polissacarideos, bem como de
componentes de massa molar menores que
tenham atividade biolégica como horménios,
farmacos, toxinas, etc *®,

A CLAE tem sido o principal método
de deteccdo e quantificacdo empregado na
determinagdo de tetraciclinas. Todavia, a
presencga de um expressivo numero de grupos
funcionais polares na moléucla torna sua
analise dificultada, pois eles tendem a interagir
fortemente com os grupos silandis residuais do
material de suporte da fase estacionaria, mas o
uso de colunas de silica de fase reversa end-
capped tem minimizado o problema. Para 0s
aminoglicosideos, a CLAE igualmente tem
sido utilizada para sua detecgdo e também
envolve o uso de colunas de fase reversa 7.
Segundo 0s mesmos autores ¥, as técnicas de
cromatografia liquida apresentam limites de
quantificagdo adequados para a maioria dos
antimicrobianos e podem chegar a valores na
ordem de 0,3-0,5 pg/mL, sendo que o limite
de deteccdo pode ser diminuido com o uso de
detetores fluorimétricos, eletroquimicos e de
espectrometria de massas.

A deteccdo de tetraciclinas €
comumente feita em detetor de UV. Todavia,
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N

devido a forte fluorescéncia por elas
produzidas na presenca ions metalicos ou sob
condicBes basicas, muitos métodos de analises
cromatograficas de tetraciclinas em alimentos
tém sido relatados e a deteccdo em CLAE tem
sido feita por detetores de fluorescéncia ™.

Uma forma de se evitar a formacao de
complexos quelatos e sua adsor¢do em colunas
de fase reversa é o uso de fase mével contendo
varios acidos (fosférico, citrico, tartarico e
EDTA) e cromatografia de par ibnico.
Entretanto, as tetraciclinas ainda mostram
picos com cauda nessas condigdes, e somente
uma fase movel contendo &cido oxalico foi
capaz de reduzir esse problema

A espectrometria de massas também
tem sido utilizada como um método sensivel
de deteccéo e confirmagdo de tetraciclinas. As
técnicas de ionizacao aplicadas em analises de
alimentos sdo: thermospray, ionizagcdo quimica
a pressao atmosférica, electrospray e feixe de
particulas %

Para a determinacéo de estreptomicina
em alimentos de origem animal, EDDER et al.
(81 propuseram um método confiével baseado
na separacdo por cromatografia liquida de par
ibnico com poOs-derivatizagdo com -
naftoquinona-4-sulfonato e deteccdo por
fluorescéncia. A limpeza dos extratos foi feita
por extracdo em fase sélida, inicialmente com
coluna de troca catibnica seguidamente de
coluna de octadecila.

Métodos alternativos de analises de
aminoglicosideos tém incluido a cromatografia
liquida com derivatizacdo pds-coluna ou com
detecgdo eletroquimica, a cromatografia de par

ibnico, a eletroforese em gel de agarose, o
iImunoensaio e a espectrometria de massas ss,

Conclusoes

O incremento da producdo agricola
nos Ultimos anos possibilitou que a utilizacdo
de antimicrobianos se tornasse uma realidade
no Brasil, devido ao fato de algumas culturas
serem exigentes no trato fitossanitario pela
ocorréncia de pragas e doencas durante todo o
seu ciclo. Como principais consequéncias
desta pratica podemos destacar dois aspectos:
a problematica mundial relacionada ao
desenvolvimento de resisténcia das bactérias a
acdo dos antimicrobianos e a presenca de
residuos desses compostos nos alimentos
comercializados.

A exposi¢do a essas substancias por
meio do consumo de alimentos envolve riscos
a saude do consumidor e informagdes a
populagdo sobre os niveis de residuos sdo
necessarias para estabelecer os riscos que essas
substancias oferecem. A partir  destas
informacdes, medidas de vigilancia sanitaria
poderdo ser definidas e adotadas pelas
agéncias governamentais que lidam com saude
publica.

Para tanto, é importante salientar a
necessidade do desenvolvimento de métodos
analiticos que possibilitem a determinacédo
precisa e exata dos possiveis residuos de
antimicrobianos que possam estar presentes
nos diversos alimentos, 0 que aumentaria a
confiabilidade nos resultados e,
conseqientemente, a seguranca  do
consumidor.

E crescente o nimero de artigos
publicados nas revistas cientificas que
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reportam  métodos  analiticos para a
determinagdo de antimicrobianos de uso
veterinario, fato esse que demonstra a
preocupagao com o assunto. Por outro lado, a
mesma importancia ndo tem sido dada ao
desenvolvimento e validacdo de métodos
analiticos para a determinacdo dessas
substancias quando empregadas em lavouras,
sendo também necessario que acles de
vigilancia sanitéria sejam tomadas para essas
matrizes. O emprego dos procedimentos
analiticos de extracdo, bem como das técnicas
de separacéo e determinagdo como a CLAE e
a EC que sdo utilizados na deteccdo de
antimicrobianos em  diversas  matrizes
bioldgicas, podem ser utilizadas na validacéo
de métodos para alimentos de origem vegetal.

A partir da validacdo de metodologias
analiticas para a detecgdo de OTC e STP nas
diversas frutas e hortaligas, um controle
efetivo ainda no campo e junto aos
comerciantes poderia avaliar o nivel de
residuos de antimicrobianos nessas matrizes e
comparar com 0s LMR permitidos pela
legislacdo brasileira. A partir destes dados,
seria possivel verificar se o produtor respeita o
intervalo de seguranga preconizado pelo
fabricante do bactericida agricola e pelas
agéncias regulatorias.
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