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RESUMO

ARMELIM, J. M. Ocorréncia de antibiéticos em fazendas de cultivo de camarao
(Litopenaeus vannamei) no estado do Rio Grande do Norte - Brasil. 2019. 103 p.
Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura,
Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2019.

Considerando os fatores de uso reconhecido de diferentes antibidticos na
carcinicultura mundial, a potencialidade produtiva de camardes da regiao nordeste
brasileira, os escopos de monitoramento de residuos dos 6rgaos fiscalizadores e os
riscos associados ao uso dos antibioticos a seguranca alimentar e saude publica,
guanto a toxicidade e mecanismos de desenvolvimento da resisténcia microbiana
patogénica, principalmente em meio aquatico, o estudo teve por objetivo determinar
simultaneamente, pela técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria
de massas com fonte de ionizagédo electrospray (LC-ESI-MS/MS), a ocorréncia de
multiclasses e multiresiduos de 12 antibidticos, pertencentes as tetraciclinas,
sulfonamidas, fluoroquinolonas e anfenic6is em amostras de camarado (Litopenaeus
vannamei), agua e sedimentos, procedentes de 5 fazendas criadoras de camardes
com modelos distintos de producao, presentes no estado do Rio Grande do Norte-
Brasil. Foram selecionados viveiros em fase de despesca para coleta das
3 matrizes e pontos a montante e jusante dos viveiros, para coleta das matrizes
ambientais destinadas ao estudo de distribuicdo espacial dos residuos nas
fazendas. Parametros fisico-quimicos de qualidade da agua foram avaliados durante
as coletas. Foram empregadas as técnicas de extracdo em fase sélida on line a LC-
MS/MS para sedimentos, cartuchos Captiva para filtragem dos extratos de musculo
de camardes e extracdo em fase sodlida off line a LC-MS/MS em agua, com as
amostras acondicionadas em cartuchos SPE previamente a realizacdo do transporte
ao laboratério. Os métodos cromatograficos foram validados para os parametros de
seletividade, linearidade, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ),
exatidao, precisdo e estabilidade de longa duracdo dos analitos na matriz. Os LQs
encontrados variaram de 0,82 (sulfadimetoxina) a 7,63 (cloranfenicol) ng ml™* para
agua, 1,23 (tetraciclina) a 15,99 (cloranfenicol) pug kg* para sedimentos e
1,24 (enrofloxacina) a 12,05 (sulfatizol) pg kg* para camardo. Residuos de
sulfadimetoxina (23,4 ng L™) e florfenicol (10,78 a 175,77 ng L™) foram os Unicos
antibioticos detectados e quantificados em &gua de viveiros. Em sedimentos,
residuos de oxitetraciclina, enrofloxacina e norfloxacina foram detectados somente a
montante dos viveiros e em niveis <LQ. N&o houve deteccdo dos antibidticos em
camardo. Residuos de florfenicol exibiram distribuicAo espacial a jusante
(21,18 a 58,15 ng L™) e montante (22,63 ng L") dos viveiros. A deteccdo de
enrofloxacina e norfloxacina (<LQ) em sedimentos a montante de duas fazendas,
sugerem a inclusdo dos compostos no programa hacional de controle de
residuos e contaminantes em alimentos de origem animal (PNCRC/Animal) do
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Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA) para 0 monitoramento
em camardes de cultivo. Os resultados de florfenicol (< 60 ng L™) e oxitetraciclina,
enrofloxacina e norfloxacina (< LQ) estiveram sob influéncia de instabilidade e efeito
matriz. Por apresentar particularidades em uso e épocas, estudos para avaliagdo
temporal dos residuos sdo também recomendados.

Palavras-chave: Carcinicultura. Camardo. Sedimentos. Agua superficial.
Antibidticos. Residuos. Método multiclasses e multiresiduos. Antimicrobianos. SPE-
On line. SPE-Off line. LC-ESI-MS/MS.
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ABSTRACT

ARMELIM, J. M. Occurrence of antibiotics in shrimp farms (Litopenaeus
vannamei) - Rio Grande do Norte state — Brazil. 2019. 103 p. Dissertagao
(Mestrado em Ciéncias) — Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade
de S&o Paulo, Piracicaba, 2019.

Considering the factors of recognized use of different antibiotics in the global shrimp
farming, the productive potential of shrimps in the northeastern Brazilian region, the
residue monitoring scopes of inspection agencies and the risks associated with the
use of antibiotics for food safety and public health, as well as toxicity and
mechanisms of development of pathogenic microbial resistance, especially in the
aguatic environment, the aim of the study was to determine, by the liquid
chromatography coupled to mass spectrometry with source (LC-ESI-MS/MS),
the occurrence of multiclasses and multiresidues of 12 antibiotics belonging to
tetracyclines, sulfonamides, fluoroquinolones and amphenicols in shrimp
(Litopenaeus vannamei), water and sediments from 5 farms shrimp farms with
different models of production, present in the state of Rio Grande do Norte-Brazil.
Raised nurseries were selected for collection of the 3 matrices and points upstream
and downstream of the nurseries, for the collection of environmental matrices
destined to the study of spatial distribution of residues in the farms. Physical-
chemical parameters of water quality were evaluated during sampling. On line Solid-
phase extraction techniques were used to LC-MS/MS for sediment, Captiva
cartridges for filtration of shrimp muscle extracts and off-line solid-phase extraction to
LC-MS/MS in surface water, with the samples packed in SPE cartridges prior to the
transportation to the laboratory.The chromatographic methods validations were done
for the parameters of selectivity, linearity, limit of detection (LOD), limit of
quantification (LOQ), accuracy, precision and long-term stability of the analytes in the
matrix. LOQs ranged from 0.82 (sulfadimethoxine) to 7.63 (chloramphenicol) ng mL™
for water, 1.23 (tetracycline) at 15.99 (chloramphenicol) ug kg* for sediment and
1.24 (enrofloxacin) at 12.05 (sulfatiazole) pug kg™ for shrimp. Sulfadimethoxine
(23.4 ng L™ and florfenicol (10.78 to 175.77 ng L™) residues were the only antibiotics
detected and quantified in nursery water. In sediments, oxytetracycline, enrofloxacin
and norfloxacin residues were detected only upstream of the nurseries and at levels
<LQ. There was no detection of antibiotics in shrimp. Florfenicol residues showed
spatial distribution downstream (21.18 to 58.15 ng L™) and upstream (22.63 ng L™) of
the nurseries. The detection of enrofloxacin and norfloxacin (<LQ) in sediments,
upstream of two farms, suggest the inclusion of the compounds in the National
Program for the Control of Residues and Contaminants in Food of Animal Origin
(PNCRC/Animal) of the Brazilian Ministry of Agriculture, Livestock, and Food Supply
(MAPA), program for monitoring in culture shrimp. The results shown by the real
samples for florfenicol (<60 ng L™) and oxytetracycline, enrofloxacin and norfloxacin
(<LQ) were under influence of instability and matrix effect. Due to particularities in
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use and times, studies for the temporal evaluation of residues are also
recommended.

Keywords: Carcinicultura. Shrimp. Sediments. Surface water. Antibiotics. Residue.
Multiclass and multiresidue method. Antimicrobials. SPE-On line. SPE-Off line.
LC-ESI-MS/MS.
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1 INTRODUCAO

Os antibidticos sdo de suma importancia no tratamento de doencas
infecciosas bacterianas que acometem humanos, animais e vegetais (KUMMERER,
2009; FRANKLIN et al., 2016). Na producao de alimentos de origem animal, sao
consumidos em larga escala e agregam finalidades profilaticas e de aditivos
melhoradores de desempenho (FAO, 2016b). As caracteristicas de complexidade
fisico-quimicas, metabolizacdo e mobilidade dos residuos no meio ambiente e na
cadeia alimentar (SARMAH et al., 2006; KUMMERER, 2009; REGITANO; LEAL,
2010; GAO et al., 2012a; CHEN et al., 2015; DENG et al., 2016; PAN; CHU, 2017,
FAO, 2017a; ZHANG et al., 2018) tém contribuido, sobretudo em funcdo do uso
inadequado, para pressao seletiva e evolucdo acelerada de patégenos bacterianos
resistentes e a circulagcdo de genes resistentes (FAO, 2016a; SANTOS; RAMOS,
2018; SCOTT et al., 2018), um risco a produtividade de proteina animal, seguranca
alimentar e saude da populacdo (FAO, 2016a; ECDC, 2017; SANTOS; RAMOS,
2018), sinalizando necessidade de acdes multidisciplinares e de monitoramento do
uso das diferentes classes dos produtos. Segundo O’Neill (2016), cerca de 700.000
mortes humanas a cada ano no mundo estdo relacionadas a resisténcia microbiana
e até 2050 o prejuizo global esta estimado em 100 trilhdes de dolares.

A criacdo de camardes ou carcinicultura € uma importante ramificacdo da
aquicultura, com casos dessa problematica em que o0 uso de antibibticos
(HANEKAMP; BAST, 2015) como os das classes das sulfonamidas,
fluoroquinolonas, tetraciclinas e anfenicéis, é reconhecido (CHEN et al., 2015; LI et
al.,, 2016; ZHANG et al.,, 2018; YUAN et al., 2019). Camardes da espécie
Litopenaeus Vannamei sdo os mais cultivados e de relevancia econdmica ao setor
(FAO, 2016b; FAO, 2019) e onde residuos e cepas de bactérias patogénicas com
multirresisténcia a antibiéticos tém sido identificados, inclusive para aqueles com uso
ja descontinuado, mas ainda presentes, ligados a sedimentos que atrasam sua
biodegradacao (CARVALHO et al., 2013; COSTA et al.,, 2015; LAI et al., 2015;
ROCHA et al.,, 2016). Acdes imediatistas no combate a surtos de doencas ou
mesmo no uso racional merecem enfoque das autoridades (FAO, 2016b;
LI et al., 2016).
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Os alimentos representam uma das principais rotas de exposicdo a uma
infinidade de substancias quimicas e microrganismos (QUESADA et al., 2013;
KING et al., 2017; ELBASHIR et al., 2018).

As politicas de seguranca alimentar para balizamento dos parametros de
qualidade e limites para residuos quimicos em camardes e outros alimentos da
aquicultura, diferem entre os paises e muitas estdo espelhadas no Codex
Alimentarius (CODEX, 2015). No entanto, pouca ou nenhuma ficalizacdo esta
presente em muitos dos principais produtores (MARON: SMITH: NACHMAN, 2013;
SANTOS: RAMOS, 2018). No Brasil, por exemplo, séo importantes os parametros e
limites maximos de residuos (LMRs) de antibiéticos instituidos pelo Plano Nacional
de Controle de Residuos e Contaminantes (PNCRC/Animal) do Ministério da
Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA), do qual fazem parte, peixes e
camardes de cultivo (BRASIL, 1999; BRASIL, 2017).

As estratégias de mitigacdo dos antibiéticos no meio ambiente permanecem
um desafio do ponto de vista econémico e ecoldgico para a atual e futuras geracbes
(KAESEBERG et al., 2018). Atualmente, os antibiéticos estao incluidos no grupo de
compostos considerados como poluentes ambientais emergentes (CARVALHO;
SANTOS, 2016; MONTAGNER et al., 2017), sendo pauta em diversos foruns
mundiais (OMS, OIE, FAO, Codex Alimentarius e ONU), para promo¢ao do uso
racional e implantacdo do conceito de saude Unica (One Health), que coloca em
harmonia as saudes humana, animal e ambiental (DOYLE et al., 2013; SANTOS;
RAMOS, 2018; BRASIL, 2019a).

Considerando a potencialidade mundial e brasileira na criagdo de camardes
(IBGE, 2013-2016; RIBEIRO et al, 2014; ROCHA, 2018; FAO, 2018), é
extremamente Util, o desenvolvimento e aperfeicoamento de técnicas de pesquisa e
controles, fazendo uso de métodos sensiveis e confiaveis de deteccdo e
guantificacdo de residuos de antibiéticos, que servirdo de suporte aos mercados
consumidores e a 6rgdos regulamentadores. A técnica analitica de cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS) sobressai no controle de
gualidade de emprego e regulamentacdo dessas moléculas, sendo importante o
desenvolvimento e aperfeicoamento constante de métodos e avaliacbes das boas

préaticas de cultivo neste sentido.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Panorama da carcinicultura no Brasil e no mundo

A producéo de camardes feita em cativeiro, denominada de carcinicultura, é
um dos seguimentos presentes na aquicultura (cultivo de organismos aquaticos
diversos, como peixes, moluscos, crustaceos e plantas) de maior destaque em
termos de valor agregado em producao (FAO, 2009; FAO, 2016b; SUANTIKA et al.,
2018). O dominio do ciclo reprodutivo das espécies atrativas, desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas de reproducdo em laboratério, melhoramento genético,
e 0 cultivo em cativeiro, tem garantido a oferta de camares ao constante e
crescente mercado consumidor mundial. As técnicas de criacbes em cativeiros
permitiram ao mercado a oferta e possibilidades de escolhas por espécies e padrées
de qualidade atraentes aos requintes culinéarios. Dos camardes também se obtém
sub-produtos como quitosana, carotenoides e astaxantina, de ampla aplicacdo em
tratamento de A&gua, cosméticos e artigo de toalete, alimentos e bebidas,
agroquimicos e industria farmacéutica (FAO, 2018).

A espécie mundialmente mais cultivada é a do camar&o branco do pacifico,
Litopenaeus Vannamei, nativa da Costa do Pacifico desde o norte do México,
passando pela América Central, até chegar a América do Sul, ao norte do Peru.
Possui alta capacidade de adaptacdo em diferentes meios aquaticos e alta
produtividade (FAO, 2019). A producdo mundial de Litopenaeus Vannamei de 2010
a 2016 cresceu 54,6%. China, Vietnam, Indonésia, india, Equador e Tailandia
mantem-se na lideranca em producdo. Os principais mercados consumidores
concentram-se na Europa, Japao e EUA (FAO, 2016a).

No geral, a producdo mundial de crustdceos em 2016, da qual mais de 50%
teve a representatividade de Litopenaeus Vannamei, foi de 7,9 milhdes de toneladas
com valor de venda primaria estimada em 57,1 bilh6es de délares (FAO, 2018).
O Brasil ocupou a 112 posi¢édo do ranking (FAO, 2018), um desempenho aquém do
auge produtivo vivenciado em 2003 onde foi lider mundial de produtividade
(6084 kg/ha) (ROCHA, 2018). Mesmo assim, segundo Rocha (2018), o Brasil ainda
apresenta amplas oportunidades aos extensos 1.000.000 de hectares disponiveis
para cultivo. A producdo do Brasil de camarédo cultivado em 2016 foi de

52.100 toneladas, exploradas em 25.000 ha e com valor de producdo de quase
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R$ 889 milhbes de reais. Comparada a producdo de 2015 em toneladas, houve
queda de 26,1%, justificada pelo virus da mancha branca, responsavel por alta
mortandade nos viveiros dos criadores do nordeste brasileiro (IBGE, 2016;
FAO, 2018; ROCHA, 2018). A principal regido produtora do Litopenaeus Vannamei
no pais concentra-se no Nordeste com terrenos e condic¢des climaticas ideais para a
carcinicultura (RIBEIRO et al., 2014; ROCHA, 2018). Os estados do Ceard e Rio
Grande do Norte, juntos em média, sdo responsaveis por mais de 90% da producao
nacional de acordo com dados do IBGE (IBGE, 2013-2016). Desde 2013 o estado
do Ceard vem mantendo a liderangca na producdo nacional, seguido do estado do
Rio Grande do Norte, pioneiro da carcinicultura no Brasil (RIBEIRO et al., 2014,
IBGE, 2013-2016).

Camardes adultos ou com caracteristicas aptas para o consumo, abastecem
o0 mercado consumidor apos passagem por pelo menos dois estagios produtivos. O
primeiro ou larvicultura, consiste da geracdo de pos-larvas em laboratorio,
precedidas dos ciclos de metamorfose que abrange ovo, nauplio, zoea e mysis. O
segundo ou engorda, as pés-larvas povoam viveiros ou lagoas, onde permanecem
de 70 a 90 dias até que ocorra a despesca e entrega da producdo ao
processamento industrial. E comum, porém pode ser suprimido, um estagio de
bercéario presente entre a larvicultura e engorda, com objetivo de aclimatar e formar
pré-estoque de pdés-larvas juvenis (em 10 a 15 dias), antes de serem transferidas
definitivamente para os viveiros de engorda. Grande parte dos empreendimentos
brasileiros adquirem as pés-larvas de empresas especializadas (RIBEIRO et al.,
2014; ABCC, 2017a; FAO, 2019).

Os sistemas de cultivo na fase de engorda se diferenciam principalmente pela
capacidade produtiva e recursos empregados para captacado, drenagem e renovacao
de agua, lagoas de sedimentacdo, aeradores, alimentacdo e programas de
monitoramento da qualidade. Trés principais modelos se destacam com relacdo a
capacidade produtiva: extensivo (150 a 500 kg/ha/ciclo), semi-intensivo (500 a 2000
kg/ha/ciclo) e intensivo (7 a 20 ton/ha/ciclo) que representam, respectivamente,
baixa (4 a 10 p6s-larvas/m?), média (10-30 pés-larvas/m?) e alta densidade (60-300
pos-larvas/m?) de povoamento dos viveiros de engorda. Um quarto modelo ou super-
intensivo com capacidade de producgéo para quase 70 toneladas/ha tem sido pauta
de pesquisas nos Estados Unidos (ABCC, 2012; RIBEIRO et al., 2014; FAO, 2019).
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Quanto maior a densidade de povoamento dos tanques e viveiros, maior €
probabilidade de surtos de doencas e maiores sdo 0s controles necessarios para
manutencdo da sobrevivéncia e do bem estar dos camardes, sendo em muitos
casos necessario intervencbes profilaticas e terapéuticas com uso de
antimicrobianos ja desde os estagios de geracdo de pos-larvas até a engorda, para
prevencdo ou tratamento de enfermidades causadas principalmente por bactérias,
virus, fungos e protozoarios (HOLMSTROM et al, 2003; GRASLUND;
HOLMSTROM; WAHLSTROM, 2003; FLEGEL, 2012; CABELLO et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2014; ROCHA et al., 2016; TASSANAKAJON et al., 2018; SANTOS;
RAMOS, 2018). Além disso, o equilibrio entre os fatores bioldgicos e ndo biolégicos,
ditam a qualidade do ambiente de cultivo, combatem o estresse e asseguram a
manutencdo da resposta imunolégica dos camardes a enfermidades (CHEN; HE,
2019). Em situacdes de estresse os animais deixam de se alimentar e aumentam as
chances de instalacdo de enfermidades. As intervencdes com recursos quimicos sao
justificadas muitas vezes, nesses casos (CABELLO et al., 2013; SANTOS; RAMOS,
2018).

A Associacao Brasileira de Criadores de Camardes (ABCC), sociedade civil,
com sede em Natal, estado do Rio Grande do Norte, tem presenca atuante em
medidas para aprimoramento de técnicas de cultivo, pesquisas, crescimento
econdbmico e sustentavel da cultura, destacando-se o0s procedimentos de boas
praticas de manejo e medidas de biosseguranca para carcinicultura brasileira
(ABCC, 2012).

2.2 Antibi6ticos e caracteristicas

Todo composto quimico produzido de forma natural ou artificial que iniba o
crescimento ou cause a morte de microrganismos é considerado um antimicrobiano,
um termo que generaliza num grande conjunto, diferentes compostos com
finalidades seletivas, tais como o0s antibacterianos, antivirais, antifingicos e
antiprotozoarios, com espectro de acao para bactérias, virus, fungos e protozoarios,
respectivamente. No conjunto dos antibacterianos se enquadram os desinfetantes,

anti-sépticos e o subconjunto dos antibidéticos (Figura 1), (FRANKLIN et al., 2016).
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Figura 1 - Diagrama de conceito de produtos quimicos antimicrobianos. Os antibiéticos, um
subconjunto de antibacterianos, sdo um tipo de antimicrobiano usado no tratamento e
prevencéo de infecgdes bacterianas

Antibidticos

-Ciprofloxacina -Aciclovir -Fluconazol
-Sulfadimetoxina -Interferon -Itraconasol
-Oxitetraciclina

Antivirais Antiprotozoarios
-Pentamidina
-Metronidazol

Fonte: Adaptado Franklin et al. (2016).

Produzidos por vias naturais, semi-sintéticas ou sintéticas, os antibidticos séo
de suma importancia no tratamento de doencas infecciosas bacterianas que
acometem humanos, animais e vegetais (KUMMERER, 2009; FRANKLIN et al.,
2016). Na produgcdo de alimentos de origem animal, além do uso para fins
terapéuticos, os antibidticos assumem finalidades profildticas e de aditivos
melhoradores de desempenho (FAO, 2016b). Dentre os antibiéticos em uso néo sao
raras as aplicacdes coincidentes tanto nas medicinas humana e veterinaria,
principalmente para animais produtores de alimentos, que os consomem em larga
escala. Dos 51 antibidticos reportados pelos paises com maior producdo animal, 37
aparecem na lista da Organizacdo Mundial da Saude listados como criticamente
importante ou altamente importante para a salde humana (DONE et al., 2015;
SANTOS; RAMOS, 2018).

O consumo de antibioticos na China em 2013 foi de 162.000 tons, sendo
77.760 tons destinadas ao consumo humano e 84.240 tons para animais,
principalmente aves e suinos. No comparativo com a Inglaterra o consumo total
Chinés foi 150 vezes maior. O consumo americano, nos anos 2011-2012 totalizou
3.290 tons para humanos e 14.600 tons para animais (ZHANG et al.,, 2015).

Previs@es tracadas pela FAO, estima que o Brasil em 2030 estara entre os principais
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consumidores mundiais, seguido pela Russia, india, China e Africa do Sul (FAO,
2017b). Na aquicultura, o consumo para producdo de salmon no Chile, segundo
maior produtor mundial, chega na ordem de 300 tons por ano. A producao
Norueguesa, seu principal concorrente, usa menos de 1 ton por ano gracas a
investimentos em vacinacgao e boas praticas de produc¢éo (FAO, 2017b).

Os antibidticos estdo agrupados em vérias classes definidas em funcdo das
estruturas quimicas ou mecanismos de acédo (ZHOU-LJ et al., 2012). Na classe das
tetraciclinas (TC) estdo compostos com estrutura em anel nafta, sdo relativamente
mais estaveis em condi¢cdes &cidas que basicas e apresentam facilidade de
fotodecomposicdo. As TCs formam complexos quelantes com ions metélicos
divalentes, trivalentes e [B-dicetonas e ligam-se fortemente a proteinas e grupos
silandlicos. As fluoroquinolonas (FQs) apresentam um grupo amino em anel
heterociclico (piperazinil), complexam-se também com cétions divalentes, s&o
insensiveis a hidrélise e ao aumento da temperatura, mas S&80 suscetiveis a
fotodegradacdo. Em comparacdo com TCs e FQs, as sulfonamidas (SAs) e alguns
dos anfenicéis sdo muito méveis no solo devido a sua sorcao relativamente fraca
(SEIFRTOVA et al., 2009; ZHOU-LJ et al, 2012; UNIVERSITY OF
HERTFORDSHIRE, 2019). Além disso, as SAs ndo sao faceis de serem degradadas
e prevalecem em meio aquatico (LI et al., 2014; LI et al., 2018b). Funcionalmente os
antibioticos atuam como inibidores de sintese de parede celular, inibidores de
sintese protéica e inibidores da sintese de acidos nucléicos (ROCHA et al., 2016).

As moléculas de antibiéticos sdo complexas a ponto de possuirem diferentes
fungbes quimicas dentro da mesma molécula, sdo anféteras com diferentes valores
de pKa, possuem massas molares variaveis (172 a 916 g mol™), baixos potenciais
de volatilizacdo (constante de Henry < 4,1 x 10® Pa m® mol™, pressdo de vapor
< 1,1 x 10 mm Hg) e, a presenca de muitos grupos ionizaveis garantem, maiores
valores de solubilidade em &gua e menores valores de coeficiente de particao
octanol-agua (Log Kow) comparado aos pesticidas, moléculas mais estudadas em
comportamento ambiental. Sob diferentes condi¢cbes de pH, se tornam neutras,
cationicas, anidbnicas ou zwitteribnicas e ainda tem suas propriedades fisico-
guimicas e bioldgicas alteradas, tais como log P, comportamento de sorcao, foto
reatividade, atividade antibidtica e toxicidade (KUMMERER, 2009; REGITANO;
LEAL, 2010). Outra caracteristica de complexidade, é a baixa metabolizagédo

ocorrida durante o tratamento infeccioso em humanos e animais. Até 90% da dose
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administrada sdo excretadas na forma original ou pouco metabolizadas, condigc&o
gue justifica a presenca de porcdes remanescentes encontradas em ambientes
terrestre e aquatico, onde € possivel pelas particularidades das moléculas se
isentarem de efeitos imediatos de degradacdo bidtica e abidtica e continuarem
persistentes e biodisponiveis (SARMAH et al., 2006, KUMMERER, 2009;
REGITANO; LEAL, 2010; GAO et al., 2012a; PAN; CHU, 2017; FAO, 2017a), fatores
gue contribuem, dentre outros relacionados a ecotoxicidade e bioacumulo
(KUMMERER, 2009; GAO et al., 2012a; CHEN et al., 2015; DENG et al., 2016;
ZHANG et al.,, 2018), para a pressao seletiva e desenvolvimento da resisténcia
microbiana e genes resistentes a antibiéticos, duas preocupac¢fes de consequéncia
de perda de eficacia dos compostos com impactos diretos na saude publica e
economia mundial (KUMMERER, 2009; DOYLE et al., 2013; CHEN et al., 2015; SU
et al., 2017; SANTOS; RAMOS, 2018).

A ocorréncia dos residuos na cadeia alimentar e seus efeitos de toxicidade
(CANADA-CANADA et al., 2009; HANEKAMP; BAST, 2015; SONG et al., 2017; LIU,
STEELE, MENG, 2017), reacOes alérgicas em individuos sensiveis (GBYLIK-
SIKORSKA et al.,, 2015), além da possibilidade de consumo passivel ser um
potencial fator contribuinte do desenvolvimento da resisténcia microbiana
(FERNANDEZ-TORRES et al, 2011; LIU, STEELE, MENG, 2017), as
recomendacdes de ingestdo diaria (IDA) e limites maximos de residuos permitidos
(LMRs) estabelecidos em diferentes matrizes pelas agéncias reguladoras ou mesmo
a nao autorizacdo de uso, governam o controle de tempo de caréncia apés o
emprego em praticas veterinarias e contribuem para salde e seguranca alimentar
dos consumidores (QUESADA et al., 2013).

2.2.1 Antibiéticos na carcinicultura

Bactérias e virus sdo os principais patdgenos responsaveis por mais de 80%
dos surtos de doengcas no camardo, quando comparados a fungos e parasitas
(FLEGEL, 2012; TASSANAKAJON et al., 2018).

Modelos de técnicas de cultivo intensivo tém proporcionado bons
rendimentos, porém alavancaram disseminacdo de enfermidades impactantes a
producdo mundial, principalmente pelas praticas de cultivo com alta densidade

populacional nos viveiros e estresse ocasionado aos animais (LAl et al., 2015;
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SOTO-RODRIGUEZ et al., 2015; FAO, 2016a; TASSANAKAJON et al., 2018). O uso
de antibidticos para tratamento e prevencdo das bacterioses € uma alternativa para
0 combate as perdas produtivas ocasionadas por doencas. Dentre as substancias
utilizadas destacam-se das classes das fluoroquinolonas, betalactamicos,
sulfonamidas, tetraciclinas e anfenicéis (HOLMSTROM et al., 2003; GRASLUND;
HOLMSTROM; WAHLSTROM, 2003; RIBEIRO et al., 2014; ROCHA et al., 2016).
Em camardes a vacinacdo nao € viabilizada pela auséncia de um sistema imune
adaptativo (FAO, 2018).

Acdes imediatistas podem induzir os criadores aumentar o uso dos
antibiéticos sem mensurar os impactos indiretos dessa atividade, merecendo
enfoque das autoridades (FAO, 2016b).

As espécies de Vibrio sdo os patdgenos bacterianos mais importantes e estéo
presentes naturalmente em ambientes estuarinos e areas costeiras e apresentam
também relevancia a saude humana. Vibrio parahaemolyticus (VPAHPND) que
contém um plasmideo de 69 kb portadores de genes binarios da toxina Pir-like,
PirvpA e PirvpB, é o agente causador de AHPND ou morte subita, doenca aguda de
necrose hepatopancreéatica (AHPND), responsavel por altos indices de mortalidade
precoce em camardes (TASSANAKAJON et al., 2018; THITAMADEE et al., 2016).
A vibriose da luminosidade causada por Vibrio harveyi, bactéria gram-negativa
bioluminescente, é outra doenca que acometem camardes, levam ao crescimento
lento, perda de apetite, trazem luminosidade caracteristica, ruptura do intestino e
alta mortalidade nos viveiros (RICHARDS, 2014). Outras bactérias como
Pseudomas, Edwardsiella e Aeromonas sado indesejaveis e relacionadas a
septicemias hemorragicas, sendo recomendado o tratamento com oxitetraciclina
(BRASIL, 1999). Dentre as doencas causadas por virus, a sindrome da mancha
branca tem causado sérias conseqiiéncias econdmicas para a criacdo de camardes
mundialmente (TASSANAKAJON et al., 2018; THITAMADEE et al., 2016).

O controle de qualidade da agua na carcinicultura é fundamental para
manutencdo da saude dos camardes. A presencga de nitrogénio amoniacal € um dos
parametros que prejudica a mucosa e flora intestinal de Litopenaeus Vannamei,
orgao intimamente ligado com o sistema imunoldgico, a primeira linha de defesa
contra invasores (DUAN et al.,, 2018; CHEN; HE, 2019). De modo geral, na
aguicultura, muitos patdégenos sao oportunistas e podem permanecer indetectaveis

até que algum estresse torne 0s animais suscetiveis a infecgdo (RICHARDS, 2014).
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Além disso, ndo ha antibidticos especificamente projetados para o setor e sdo
utilizados produtos autorizados que foram desenvolvidos para outras areas de
medicina veterinaria (SANTOS; RAMOS, 2018).

Os antibidticos sdo utilizados na aquicultura principalmente para fins
profilaticos e tratamento metafilatico e séo introduzidos por meio de alimentacdo ou
imersdo direta em agua. Evitam o surgimento e disseminacgéo r4pida da infeccéo
(profilatico) e cobrem ao mesmo tempo em totalidade os individuos doentes,
saudaveis ou portadores (metafilatico), razdo pela qual as doses aplicadas podem
ser proporcionalmente maiores comparadas as empregadas na pecuaria, porém os
niveis exatos sdo dificeis de mensurar e variam conforme o pais e os sistemas
empregados para controle (QUESADA et al.,, 2013; ELBASHIR et al.,, 2018;
SANTOS; RAMOS, 2018).

Os residuos de antibidticos representaram 28% das rejeicdes da Unido
Européia e 20% das rejeicbes dos EUA as importacfes da aquicultura. O Vietnan,
China, Tailandia, Bangladesh e Indonésia sdo os paises cujos produtos da
aquicultura sdo mais frequentemente rejeitados por esses motivos (FAO, 2017b). O
quadro regulamentar relativo a utilizacdo de antibidticos na aquicultura difere
grandemente entre paises e pouca ou nenhuma ficalizacdo esta presente em muitos
dos principais produtores, como na China (MARON; SMITH; NACHMAN, 2013;
SANTOS; RAMOS, 2018).

Os alimentos representam uma das principais rotas de exposicdo a uma
infinidade de substancias quimicas, muitas das quais sdo perigosas para 0s seres
humanos e a vida selvagem (KING et al., 2017). Residuos de antibidticos em
produtos da aquicultura, dependendo da estabilidade molecular, permanecem por
periodos prolongados nos tecidos dos animais (DONE et al., 2015; SANTOS;
RAMOS, 2018).

Na carcinicultura, estudos tem apontado residuos de antibiéticos na agua, em
sedimentos e nos camardes, destacando-se os das classes das sulfonamidas,
fluoroquinolonas, tetraciclinas e anfenicéis (CHEN et al.,, 2015; LI et al.,, 2016;
ZHANG et al., 2018; YUAN et al., 2019). Representantes das fluoroquinolonas
(ciprofloxacina (CFX)) e tetraciclinas (oxitetraciclina (OTC)), ambos considerados
criticamente importantes segundo a OMS, sao extensivamente usados em fazendas
Vietnamitas criadoras de camardes (THUY et al., 2011; DOYLE et al., 2013).
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O Codex Alimentarius, férum internacional criado em 1963, para normatizacao
do comércio de alimentos estabelecido pela Organizacdo das Nacdes Unidas
(ONU), por ato da Organizacdo para a Agricultura e Alimentacdo (FAO) e
Organizacdo Mundial de Saude (OMS), além de outras atribuicdes, trata de
substancias e produtos usados na elaboracdo de alimentos tais como aditivos,
pesticidas, residuos de medicamentos veterindrios e outros contaminantes. Para
camarbes apenas tem estabelecido LMRs para oxitetraciclina (200 ug/Kg) e
apresenta Sulfamidina (100 pg/Kg) sem declarar espécies (CODEX, 2015).

No Brasil, o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC/Animal) do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA),
fiscaliza as cadeias produtivas de alimentos (carnes, leite, mel, ovos e pescado)
guanto aos niveis de residuos de substancias quimicas potencialmente nocivas a
saude do consumidor, tais como residuos de produtos de uso veterinario, de
agrotoxicos e de contaminantes quimicos (aflatoxinas, metais pesados, dioxinas).
Tem uso proibido na carcinicultura brasileira os antibioticos Nitrofurazona (SEM),
Furazolidona (AOZ), Furaltadona (AMOZ), Nitrofurantoina (AHD) e Cloranfenicol.
Para estes compostos o Limite Minimo de Desempenho Requerido (LMDR) de
referéncia para a analise varia de 0,3 a 1 ug/Kg. Outros antibi6ticos com limites de
referéncia (LMR) estabelecidos para masculo de camarao de cultivo séo tianfenicol e
florfenicol (50 e 1000 ug/Kg, respectivamente), os da classe das tetraciclinas (100
Mg/Kg cada composto); e da classe das sulfonamidas (soma igual a 100 ug/Kg).
(BRASIL, 1999; 2017).

2.2.2 Antibiéticos no ambiente

A boa solubilidade em &agua, conferida a maioria dos antibiéticos, facilita a
locomocgdo dos residuos excretados entre ambientes terrestres e aquaticos,
podendo inclusive atingir lencgoéis freaticos se possuirem alto poder de lixiviacéo,
como é o caso das sulfonamidas. Mesmo aqueles que apresentam habilidade de
sorcao em solos e sedimentos, principalmente as tetraciclinas e fluoroquinolonas, no
ambiente aquatico podem ser uma fonte potencial dos antibiéticos para coluna
d’agua sob perturbagcdes desencadeadas por fendmenos fisicos, quimicos ou
microbiolégicos (GAO et al.,, 2012a; ZHOU-JL et al., 2012; LIANG et al., 2013;
SHI et al.,, 2014; CHEN et al.,, 2015; PAN; CHU, 2016; LI et al., 2016; LI et al.,
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2018b). A agua €, portanto, um vetor de residuos de antibiéticos no ambiente, razéo
de muitos estudos terem se concentrado em ambientes aquaticos e suas matrizes
(THUY et al., 2013; FAO, 2016a; 2016b; LI et al., 2016; SANTOS; RAMOS, 2018;
LI et al., 2018b). Residuos de antibibticos tem sido encontrado em matrizes fluviais e
costeiras, lencéis freaticos e em alimentos da aquicultura em concentragdes que vao
de ng a pg (L™ ou kg™t) (THUY et al., 2013; CHEN et al., 2015; DONE; HALDEN,
2015; YAO et al., 2015; DENG et al., 2016; LI et al., 2016; MONTEIRO et al., 2016;
SONG et al.,, 2017; LI et al.,, 2018b; ZHANG et al., 2018). Os resultados tém
contribuido para elucidar rotas de origem, influéncias de fatores climaticos nas
concentracbes, prevaléncia de uso, persisténcia, toxicidade, bioacumulo e
necessidades de aperfeicoamento de tecnologias para preservacdo e manutencao
da qualidade da agua.

O descarte continuo no ambiente de compostos potencialmente toxicos e
persistentes devido a resisténcia aos processos degradativos, podem em funcao do
acumulo, resultar em ecotoxicidade e ainda carrear as consequéncias diretas ou
indiretas para a cadeia alimentar, como os residuos ou patdégenos resistentes a
antibidticos (KUMMERER, 2009; CHEN et al., 2015; DENG et al., 2016; QUESADA
et al., 2013; GBYLIK-SIKORSKA et al., 2015; SANTOS; RAMOS, 2018; LI et al.,
2018b).

As estratégias de mitigacdo dos antibiéticos no meio ambiente permanecem
um desafio do ponto de vista econdmico e ecoldgico para a atual e futuras geracdes
(KAESEBERG et al., 2018). Atualmente, os antibidticos estéo incluidos no grupo de
compostos considerados como poluentes ambientais emergentes, e permanecem
unanimemente sem definicdo regulatéria de LMRs (CARVALHO; SANTOS, 2016;
MONTAGNER et al., 2017), no entanto, tem sido pauta em diversos féruns
(Organizacao Mundial da Saude (OMS), Organizacdo Mundial de Saude Animal
(OIE), Organizacdo das Nacdes Unidas para a Alimentacdo e Agricultura (FAO),
Comisséo do Codex Alimentarius e Assembléia Geral da Organizacdo das Nacgbes
Unidas (ONU)), para definicbes de agcfes e metas para uso racional e
implementacgdo do conceito de Saldde Unica, um trabalho multidisciplinar para
promover a harmonia da saude humana, animal e ambiental (DOYLE et al., 2013;
SANTOS; RAMOS, 2018; BRASIL, 2019a).
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2.2.3 Resisténcia aos antibi6ticos

A evolucdo acelerada de patdgenos bacterianos resistentes aos antibioticos e
a concomitante circulacdo de genes resistentes, tem sido associada a pressao
seletiva promovida pelo uso inadequado dos antibidticos nas medicinas humana e
principalmente veterindaria, que vai desde o excesso ao mau uso, a doses
subterapéuticas praticadas (SANTOS; RAMOS, 2018; FAO, 2016a). Um estudo
realizado no Canada de 2005 a 2007, demonstrou que a interrupcdo voluntaria no
uso de ceftiofur em incubadoras de ovos, reduziu a prevaléncia de resisténcia em
Salmonella entérica sorovar Heidelberg em carcacas de frangos e amostras clinicas
de humanos infectados em todo o pais. (SCOTT et al., 2018)

Bactérias resistentes sdo um risco a produtividade de proteina animal,
seguranca alimentar e saude da populacdo. O tempo de tratamento de infec¢des por
bactérias resistentes se prolongam, outros farmacos disponiveis sao exigidos,
geralmente mais caros e mais toxicos, e em alguns casos, ndo respondem a
nenhum dos antibiéticos conhecidos (FAO, 2016a; ECDC, 2017; SANTOS; RAMOS,
2018). Segundo O’Neill (2016), cerca de 700.000 mortes humanas a cada ano no
mundo estao relacionadas a resisténcia microbiana e até 2050 o prejuizo global esta
estimado em 100 trilhdes de dolares.

Os mecanismos para o desenvolvimento da resiténcia bacteriana englobam
mutacBes no DNA ou transferéncia horizontal de genes, que inclui conjugacdo com
outras bactérias, transducdo com bacteri6fago e a absorcdo de DNA livre via
tranformacédo (SAPKOTA et al., 2008). No modelo conceitual desenvolvido por
Singer e Williams-Nguyen (2014), oberva-se as maneiras pelas quais o uso de

antibioticos pode causar aumento de infec¢des resistentes em humanos (Figura 2).
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Figura 2 — Modelo de cenarios e maneiras pelas quais o uso de antibidticos veterinarios
pode causar aumento de infec¢gdes resistentes em humanos. A) Transmissao de patdgenos
resistentes a humanos via cadeia alimentar ou ambiente. B) Sele¢do de resisténcia néao
patogénica e transferéncia de genes de resisténcia a patégenos, levando a infec¢cbes mais
resistentes em humanos. C) Compostos ativos liberados no ambiente, selecao e resisténcia
em ndo-patdgenos, e resisténcia transferida horizontalmente a patégenos como em B
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veterinario

Sele¢do no
meio ambiente
Liberacdo de S S i A Aumento das
< o Resisténcia em ndo Horizontal Resisténciaem
patogenos

antibidticos ativos no
meio ambiente

infecgOes resistentes

atogenos
patog em humanos

Transferéncia
de genes

Uso de antibiético
humano

Fonte: Adaptado Singer e Williams-Nguyen (2014).

O meio aquatico oferece um forte poder dispersivo e de desenvolvimento de
microrganismos patogénicos e genes resistentes a antibidticos, dessa forma, a
aquicultura e suas ramificacdes pode representar uma ameaca em termos da rapida
disseminacéo e transferéncia dos determinantes da resisténcia de animais aquaticos
para animais terrestres, e para humanos, e vice-versa (SANTOS; RAMOS, 2018).
Em sedimentos foram detectados uma série de genes responsaveis pela resisténcia
as sulfonamidas, tetraciclinas, quinolonas, aminoglicosideos e B-lactamase, além de
alta identidade com plasmideos de patdgenos humanos, reafirmando uma estreita
relacdo de contribuicAo ou aquisicdo de genes resistentes entre bactérias
sedimentares e patogénicas (YANG et al, 2013; CZEKALSKI, GASCON,
BURGMANN, 2014; CHEN et al., 2015; SANTOS; RAMOS, 2018).

Furushita et al. (2003), enfatizaram que genes que codificam resisténcia a
tetraciclina em bactérias de peixes de viveiro e isolados clinicos no Japao exibiram
uma alta similaridade, sugerindo que eles podem ter se originado da mesma fonte.
Em outro estudo em laboratdrio observaram que houve viabilidade de transferéncia
de resisténcia a tetraciclina por conjugagdo entre bactérias marinhas
(Photobacterium, Vibrio, Alteromonas e Pseudomonas) e Escherichia Coli, bactéria
associada ao intestino humano. Plasmideos contendo diferentes genes resistentes a

antimicrobianos (ARGs) foram transferidos in vitro com sucesso de peixes para
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patdgenos humanos, incluindo Vibrio cholerae e V. parahaemolyticus (SANTOS;
RAMOS, 2018).

Cepas de bactérias patogénicas a camarbes e a saude humana
(V. parahaemolyticus; V. harveyi, V. cholerae, Salmonela spp.) tem sido identificados
no ambiente da carcinicultura do nordeste brasileiro com resisténcia ou
mutirresisténcia aos antibidticos penicilina, ampicilina, cefalotina, florfenicol,
nitrofurantopina, nitrofurantoina, oxitetraciclina e tetraciclina (CARVALHO et al.,
2013; COSTA et al.,, 2015; ROCHA et al.,, 2016). Lai et al. (2015) também
identificaram resisténcia a ampicillina (ABPC), estreptomicina (SM), sulfametoxazole
(SM2), fosfomicina (FOM) e benzamicina (BCM) em V. parahaemolyticus isolados na
Tailandia e Vietna. Carvalho et al. (2013), evidenciaram que antibioticos da classe
dos nitrofuran estdo banidos no Brasil, desde 2003, mas ainda demonstram

atividade devido ligacdo com sedimentos que atrasam sua degradacgéo.

2.3 Emprego da técnica de LC-MS/MS na determinacdo de antibioticos nas

matrizes da carcinicultura

A cromatografia liqguida acoplada a espectrometria de massas em série
(LC-MS/MS) é a técnica analitica mais empregada na determinacdo de antibioticos
em matrizes da aquicultura, proporciona andlises simultaneas de multiclasses e
multiresiduos e atinge os melhores limites de deteccdo e de quantificacédo
comparado a outras técnicas analiticas (JUSTINO et al., 2016; SANTOS; RAMOS,
2016). Une a separacdo dos compostos pela cromatografia liquida e a identificacéo,
confirmacédo e quantificacdo pelo emprego da espectrometria de massas em série
(KRUVE et al., 2015a).

No espectrédmetro de massas as moléculas eluidas do LC séo fragmentadas
pela fonte de ionizacdo e os ions sdo separados no analisador de massas de acordo
com a relagdo massa/carga (m/z), caracteristica de cada molécula alvo, que por fim
séo carreados para o detector que os quantificam em abundancia. A ionizagcéo pode
ocorrer em modo positivo ou modo negativo a depender dos compostos, sendo,
portanto, necessarias duas analises independentes, se na corrida analitica houver
compostos com afinidades distintas pelos modos de ionizagdo (KRUVE et al., 2015a;
SANTOS; RAMOS, 2016).
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Comparado a outros detectores empregados na cromatografia liquida, tais
como, espectrofotbmetro ultravioleta-visivel (UV-vis) ou fluorescéncia, o0s
espectrometros de massas permitem uma identificacdo muito mais confiavel dos
compostos eluidos do LC, desde o emprego de resolugcbes nominais tipicas de
instrumentos triplo-quadrupolo e ion trap, especialmente se a deteccdo MS/MS é
usada, até superiores, se instrumentos de alta resolucdo do tipo tempo de vbéo (do
inglés time-of-fly (TOF) ou Orbitrap, forem escolhidos no acoplamento (LANCAS,
2013; KRUVE et al., 2015a).

Em MS/MS, ions precursores (MS1) sdo selecionados e submetidos em nova
ionizagdo para gerar ions produtos (MS2), trazendo informagfes de identificacdo e
estrutura confiavel do analito e maior relacdo sinal-ruido, importante para a
detectabilidade e atendimento de LMRs definidos. Dentre os diferentes modos de
aquisicdo e deteccdo da MS/MS, o modo Multiple Reaction Monitoring (MRM),
permite que os sinais de ions produto de multiplos ions precursores sejam medidos
e usados para quantificacdo de mdltiplos analitos. Este modo de operacdo aumenta
a seletividade do espectrbmetro de massas e diminui a probabilidade de
identificacdo de falsos positivos, ja que os ions formados dos compostos que
possam coeluir com mesma m/z dos ions dos analitos alvo, irdo ser deprezados por
ndo se sustentarem molecurlarmente na geracdo de ions produtos do interesse,
portanto ndo serdo detectados (LANCAS, 2013; KRUVE et al., 2015a).

O poder seletivo e habilidade de identificacdo de compostos pelo
espectrometro de massas nado torna a cromatografia e etapas de preparo de
amostras menos importantes, pois sao cruciais para exatiddo e precisdo dos
resultados muito influenciados pelo efeito matriz, fendbmeno relacionado a
complexidade da amostra em componentes que disputam por cargas, alteram a
tensdo superficial e formam ndcleos (LI; KIJAK, 2011), responsaveis pela
supressdo/aumento da ionizacdo que ocorrem em métodos de ionizagcdo em pressao
atmosférica, dentre os quais estd a ionizacdo por eletronebulizacdo (do inglés
electrospray ionization, ESI), mais relevante e aplicada em analises de antibioticos
de elevado peso molecular e termossensiveis (PRESTES et al., 2013; KRUVE et al.,
2015a).

Métodos de quantificacdo ndo necessariamente requerem um efeito matriz
nulo (LI; KIJAK, 2011). No entanto, para contorna-lo em certa extensdao, em métodos

multiclasse e multiresiduos, 0 uso de padréo interno, construcao de curva matrizada,
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gue incorpora todos os erros da extracéo, a reducéo da vazao, diluicao da amostra,
melhoramento da resolucdo cromatografica ou limpeza dos extratos antes da
analise, sdo praticas recomendadas, porém ainda sujeitas as dificuldades impostas
por uma ampla diversidade de particularidades em propriedades fisico-quimicas dos
analitos (LI; KIJAK, 2011; ZHOU-JL et al., 2012; FEDOROVA et al., 2014). O uso de
padrbes internos, especialmente padrdes isotépicos, tem alto custo e nem sempre
estado disponiveis para o uso proposto (FEDOROVA et al., 2014).

O preparo de amostras com intuito de estocagem, concentracdo, extracao e
isolamento dos analitos de interesse, € etapa crucial para o sucesso em analises de
matrizes ambientais e alimentares. A extracdo consiste da remocao do analito da
matriz, enquanto o isolamento consiste da eliminacdo de interferentes. As
propriedades fisico-quimicas da matriz e dos analitos em estudo devem ser
considerados na definicAo da melhor técnica analitica para obtencdo de boas
recuperacoes (JARDIM, 2010; FERNANDEZ-TORRES et al., 2011; ZHOU-LJ et al.,
2012; PRESTES et al., 2013; QUESADA et al., 2013; PETROVIC, 2014; ZHAO et
al., 2016; CARVALHO; SANTOS, 2016; SERRA-COMPTE et al., 2017; ZHANG et
al., 2018). Usualmente englobam etapas de extracdo, eliminacdo de impurezas,
concentracdo, ajustes de condi¢cdes (por exemplo, pH) e ajuste de volume
previamente a analise cromatogréfica.

O uso da técnica de extracdo em fase sélida (SPE) é difundida em analises
em que as amostras se encontram na forma liquida, mas também pode ser usada
para amostras solida se forem pré-extraidas com solventes. Na SPE a interacdo da
amostra com uma fase estacionaria adsorvente depositada numa coluna aberta ou
cartucho, tem por finalidade concentrar os analitos de interesse ou isola-los dos
interferentes da matriz, segundo a interacdo que o material ira promover. Na
concentracdo os analitos séao retidos no cartucho e sdo removidos seletivamente
pela acdo de um solvente ideal puro ou combinado a outros solventes ou reagentes
(JARDIM, 2010; HONG et al., 2015). No isolamento da matriz, o objetivo é inverso
(JARDIM, 2010; CARVALHO; SANTOS, 2016). Cartuchos Oasis HLB mostraram
maior robustez em recuperacdo e reprodutibilidade para compostos polares e néo-
polares por apresentar os polimeros divinilbenzeno e N-vinilpirrolidona, unidades
lipofilicas e hidrofilicas, trabalhando na faixa de pH de 1 a 14 e ndo possuirem
grupos de silandis livres, associados a ligacdes irreversiveis. Portanto, esse

sorvente pode extrair analitos acidos, neutros e basicos numa ampla faixa de pH,
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incluindo pH neutro. (SEIFRTOVA et al., 2009; WEI et al., 2014; KIM et al., 2018). O
SPE contorna os problemas de baixa concentragdo encontrados em matrizes
ambientais e seu emprego ja em coletas de aguas, principlamente em locais
distantes do laboratdrio, tem facilitado o transporte e armazenamento das amostras
e subsequente analise (SEIFRTOVA et al., 2009; JARDIM, 2010; LLORCA et al.,
2014)

Em agua a filtragem da amostra e acidificacdo previamente a extracdo em
SPE contribuem para purificagdo e melhor disponibilizacdo dos analitos alvo a
interagdo com o material SPE adsorvente, aumentando a recuperacdo nas etapas
subsequentes a eluicdo (GROS et al. 2013; GBYLIK-SIKORSKA et al., 2015; KIM et
al.,, 2018). Sdo mais raros, mas ha trabalhos em analises de multiclasses e
multiresiduos de antibioticos em agua de rio e efluentes em que a acidificacao prévia
das amostras ndo ocorreram e os resultados de recuperagdo dos compostos em
maioria foram satisfatérios (MCCLURE; WONG, 2007; LI et al., 2012; GAO et al.,
2012b; KIM et al., 2018).

Comparada a extracdo liquido-liquido a SPE oferece vantagens em
seletividade, especificidade e reprodutibilidade, menor consumo de solventes,
rapidez, facil operacao, diferentes opc¢des para materiais adsorventes e possibilidade
de automacdo. A SPE pode ser conduzida nos modos off line e on line. As
caracteristicas que os diferem é a forma com que ocorre o0 pré-tratamento e
tranferéncias das amostras para o injetor cromatografico. No modo off line o pré-
tratamento das amostras e transferéncia para o injetor cromatogréafico € manual. No
modo on-line, 0 equipamento incorpora os dispositivos para extracdo, clean-up e
eluicdo da amostra para a coluna analitica, numa operacdo sequencial e
automatizada. A automacdo pela SPE-on line melhora o tempo de andlises
dispensando etapas de evaporacdo e reconstituicdo das amostras, reduz as
guantias de amostras necessarias para analises, reduz os riscos de perdas e
contaminacao presentes nessas etapas e, se alia a quimica verde pela reducédo em
consumo de solventes organicos (JARDIM, 2010; MONTEIRO et al., 2016; KIM et
al., 2018). Para o sistema em modo on line, € necessario um bombeamento de fases
moveis que intercale os momentos de carregamento da amostra na coluna de SPE e
outro que realize a eluicdo dos analitos para a coluna analitica. Feitos em

gradientes, pode-se empregar de 4 a 5 fases moveis com vazdes distintas,
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a depender do escopo analitico a ser atendido (MONTEIRO et al., 2016; LI; KIJAK,
2011).

Métodos multiclasses e multirresiduos robustos que permitam o preparo e
analise de amostras de forma unificada para um grande numero de matrizes tem
sido tendéncia (FEDOROVA et al.,, 2014; PRESTES et al., 2013). Pearce et al.
(2009); Dufresne et al. (2007); Fedorova et al. (2014); Serra-Compte et al. (2017),
desenvolveram método genérico que permitiu a determinacdo simultanea de
residuos de antibioticos em musculos de camarao, salmon, truta, tilapia e carpa,
moluscos e mexilhdes. Ja Gros et al. (2013) e Zhou-JL et al. (2012), focaram em
matrizes aquosas com escopo de andlises para agua de rio, efluente hospitalar,
efluente doméstico e 4gua marinha.

O numero de etapas quando presentes em menor numero oferece além de
agilidade na obtencéo dos resultados, redugcéo de custos e reducdo nas fontes de
erros (GROS et al., 2013; PRESTES et al., 2013).

Em sedimentos a liofilizacdo e padronizacdo da granulometria das particulas
por peneiramento sdo as etapas iniciais do preparo de amostras. A extracdo de
antibiéticos ocorre via extracdo solido-liquido com acetonitrila em meio acido
tamponado (pH 3-4), seguido de banho em ultrassom e centrifugacdo, etapas
repetidas de 2 a 3 vezes por amostra. Apdés combinacdo dos extratos, é feita a
concentracdo, ajuste em volume e adi¢do de agentes quelantes, seguido de limpeza
e/ou concentracdo em SPE (LI et al., 2018a; ZHANG et al., 2018; LIU et al., 2016;
CHEN et al., 2015; ZHOU-LJ et al., 2012). A etapa de limpeza visa a remoc¢ao de
material organico, abundante em sedimentos (ZHAO et al., 2016; ZHOU-LJ et al.,
2012). Chen e Zhou (2014) na determinacdo de 4 classes de 20 antibidticos em
sedimentos de rio, eliminaram a etapa de limpeza dos extratos, fazendo a injecéo
cromatografica logo apds a concentracdo e ajuste de volume com agua. Shi et al.
(2014), em trabalho similar com sedimentos de estuarios e regido costeira,
eliminaram a etapa final de limpeza do extrato e acrescentaram sulfato de sédio para
remocdao de agua antes da centrifugacéo.

A extracdo de multiclasses e multiresiduos de antibioticos em musculo de
camardo, tem sido realizada em meio a solventes orgéanicos, geralmente acetonitrila
acidificada com &cido formico, capazes de promover a precipitagdo protéica e
minimizacdo da coextracdo de lipideos, além de beneficiar as tetraciclinas

(SAXENA et al., 2018). Os procedimentos de extracdo, usualmente englogam
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técnicas de extracdo liquido-sélido (LSE) e Quechers sozinhas, ou podem ainda
estar em combinacdo, com limpeza do extrato pela extracdo em fase sélida (SPE)
ou extracdo em fase solida dipersiva (D-SPE) (DUFRESNE et al., 2007; VILLAR-
PULIDO et al., 2011; LI; KIJAK, 2011). O uso de n-hexano é uma estratégia para
limpeza da amostra na remoc¢éo de lipideos, grandes impactantes no desempenho
analitico (SAXENA et al., 2018). Na tendéncia por técnicas rdpidas de extracéo e
limpeza, Monteiro et al. (2016), num trabalho pioneiro, obtiveram resultados positivos
com cartuchos Captiva de 3 mL, composto de polivinilidifluoreto e polipropileno, na
remocdo de interferentes protéicos e fosfolipidicos remanescentes da combinacgéo
extratora de acetonitrila e agua em analise de antibiéticos em musculo de tildpias
(Oreochromus niloticus).

Li e Kijak (2011) mostram a importancia da etapa de homogeneizacdo de
amostras na determinacdo de multiresiduos de antibiéticos em camardo. Os indices
de recuperagdo e precisdao foram melhorados pela agdo do solvente entre os
dominios intersticiais, celular e subcelulares existentes no tecido muscular.
O emprego do SPE on line contribuiu para limpeza do extrato, eliminando sais
inorganicos, gorduras, proteinas e outras subtancias endogenas (JUSTINO et al.,
2016).

2.4 Validacado de métodos analiticos

A validacdo de métodos analiticos tem por objetivo confirmar se determinado
método proposto é apropriado ao uso pretendido e se os resultados gerados
apresentam confiabilidade. O procedimento se aplica a métodos normalizados ou
modificados, e aos desenvolvidos pelo proprio laboratério. Uma série de
experimentos, incluindo tratamento estatistico dos dados, deve estar prevista no
planejamento de validacéo (INMETRO, 2018a; KRUVE et al., 2015a).

Ha diferentes guias de validacdo disponiveis para métodos quantitativos,
entretanto, sdo muito particulares os critérios de desempenho requeridos e a forma
com que sdo conduzidos os experimentos de verificagcdo em cada um. Além disso,
0S gQuias estdo direcionados muitas vezes para seguimentos especificos,
influenciando a busca por outras fontes decisérias para andlise critica dos
resultados, valendo a prépria experiéncia do analista ou laboratério, a trabalhos

semelhantes presentes em literaturas cientificas. Os paréametros de seletividade,
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linearidade, precisao, exatidao, limite de deteccéo, limite de quantificagéo e robutez
sdo 0os mais comumente empregados em validagdo de meétodos cromatograficos
(RIBANI, 2004; CHANDRAN; SINGH, 2007; BONFILIO et al., 2012; KRUVE et al.,
2015a). Estudos de estabilidade também estdo presentes entre os parametros de
validacéo e sédo importantes para checar se tempo e temperatura nas condi¢des de
preparo ou armazenamento das amostras influenciam a estabilidade dos padrdes
analiticos e das amostras (RIBANI, 2004).

Cada parametro testado apresenta uma caracteristica chave indispensavel a
ser atingida. A seletividade é o parametro que demonstra a assertividade do método
em quantificar de forma inequivoca os analitos de interesse na presenca de outros
analitos ou potenciais interferentes. O uso de amostras em branco e branco
fortificado s&@o exemplos de experimentos que possibilitam checar se os
componentes da matriz apresentam picos dentro do mesmo tempo de retencéo dos
analitos. Para atendimento da linearidade os resultados gerados numa determinada
faixa da curva de calibracdo devem ser diretamente proporcionais as concentracdes
dos analitos presentes na amostra. Um coeficiente de correlacdo (r?) entre 0,98 a
1,00 € um indicador esperado para linearidade. Os parametros de exatiddo e
precisdo podem ser determinados por ensaios de recuperacdo em amostras
fortificadas com quantidades conhecidas do analito. Os resultados séo expressos
respectivamente em porcentagem e pelo coeficiente de variacdo (CV). A exatidao e
precisao fornecem informacdes sobre quéo préximo os resultados estdo de um valor
de referéncia e qudo semelhantes sdo as respostas na repetibilidade das analises,
perante as variacbes normais que ocorrem em trabalho. A recuperacdo entre
70-120% e CV até 20% sao valores recomendados para os parametros. Diferente do
limite de quantificacdo (LQ), o limite de deteccdo (LD) expressa a menor quantidade
do analito que o método tem poder de reconhecer na amostra mesmo sem a
capacidade de quantificd-lo. O LD e LQ podem ser determinados por diferentes
experimentos, incluindo método visual, relacdo sinal/ruido, pard@metros da curva
analitica e do desvio padrdo. O mais comumente empregado € de relagédo
sinal/ruido, 3:1 para LD e 10:1 para LQ. O parametro de robutez também tem os
resultados verificados pelo CV de até 20% e avalia quais os limites para mudancas
deliberadas em pontos criticos do método que influenciam os resultados, tais como
coluna cromatogréfica, fases moveis e temperatura. E um parametro questionavel,

pois € mais trabalhado na etapa de desenvolvimento de métodos. O parametro de



40

estabilidade é avaliado por experimentos com solugcbes-padrao ou fortificacdo de
amostras onde se compara resultados de amostras recém-preparadas com as
submetidas a armazenamento ou condi¢cdes especificas exigidas pela rotina de
laboratorio, por exemplo, ciclos de congelamento e descongelamento devido a
reanalises, armazenamento de extratos e equipamentos inoperantes. O critério de
aceitacao € variavel, podendo ir de 10 a 20% (PIMENTEL, 1996; RIBANI, 2004;
RIBEIRO; FERREIRA, 2008; CASSIANO et al., 2009; HILLEBRAND et al., 2013;
KRUVE et al., 2015a; JUSTINO et al., 2016; INMETRO, 2018a).

Dentre os guias de validacdo mais conhecidos, estdo o do ICH (International
Conference on Harmonisation), European Commission Decision (2002/657/EC),
SANTE 11813/2017, FDA (The United States Food and Drug Agency), EMA
(European Medicines Agency), IUPAC (Internacional Union of Pure and Applied
Chemstry), AOAC (Association of Official Analytical Chemists) e Eurachem (A Focus
for Analytical Chemistry in Europe) (INMETRO, 2018a; KRUVE et al., 2015a). No
Brasil os parametros e critérios de desempenho dos diferentes guias foram
internalizados pelo MAPA (Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento),
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e INMETRO/CGCRE
(INMETRO/Coordenacao Geral de Acreditagao).

Mesmo validado, € conveniente em andlises de rotina que o método seja
checado com amostras de controle de qualidade para atestar a manutencdo e
regularidade dos parametros de desempenho, inclusive se esta havendo coelui¢édo
ou contaminacdo (JUSTINO et al., 2016; KRUVE et al., 2015b). Amostras em branco
de solvente, branco de matriz e matriz fortificada intercaladas com as amostras
reais, alvo das analises, sdo exemplos de controle de qualidade empregados em
rotina analitica (MONTEIRO et al., 2016). Outras praticas envolvem comparacao de
resultados encontrados nos mesmos itens ou em itens similares de ensaios e séo
conhecidas por comparacdo intralaboratorial, quando realizada no mesmo
laboratério, e comparacéo interlaboratorial, quando as comparac¢des dos resultados
sdo realizadas entre laboratérios, incluindo ensaios de proficiéncia (INMETRO,
2018b).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Determinar a ocorréncia de residuos dos antibiéticos clortetraciclina (CTC),
oxitetraciclina (OTC), tetraciclina (TC), sulfadimetoxina (SDM), sulfametazina (SMZ2),
sulfatizol (STZ), ciprofloxacina (CFX), enrofloxacina (EFX), norfloxacina (NFX),
sarafloxacina (SAR), cloranfenicol (CAP) e florfenicol (FF), em camaréo (Litopenaeus
vannamei), adgua e sedimentos, procedentes de viveiros de cultivo em fase de
despesca, de fazendas criadoras de camardo do estado do Rio Grande do Norte,
nordeste brasileiro, fazendo uso da técnica de cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas com fonte de ionizacéo electrospray (LC-ESI-MS/MS).

3.2 Objetivos especificos

Validar métodos cromatograficos para determinacdo simultanea de
multiclasses e multiresiduos de antibioticos em camardo (Litopenaeus vannamei),
agua e sedimentos;

Avaliar a estabilidade de longa duracdo dos antibiéticos nas diferentes
matrizes;

Determinar a ocorréncia dos residuos de antibiéticos em agua, sedimentos e
camarao procedentes de viveiros de cultivo em fase de despesca,;

Determinar a ocorréncia e distribuicdo espacial dos residuos de antibiéticos
em agua e sedimentos a montante e a jusante dos viveiros de cultivo de camarao
selecionados em fase de despesca;

Avaliar parametros fisico-quimicos da qualidade da &agua nos pontos de
coleta;

Avaliar a ocorréncia dos antibioticos NFX, EFX, CFX e SAR, nas diferentes

matrizes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Equipamentos e instrumentacao

Para o desenvolvimento do estudo foram utilizados balanca analitica
SHIMADZU (AUW220D); balanca semi-analitica SHIMADZU (BL 3200H); bomba de
Vacuo Vacuubrand (MZ 2C NT); centrifuga Hitachi (CF16RXII); coluna analitica
Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (100 x 3 mm, 3,5 um); coluna semi-preparativa
Agilent Zorbax SB-C8-80 (9,4 x 15 mm, 7 um); concentrador Uniscience (Turbo
Vap® LV); cromatégrafo liquido Agilent 1200 (equipado com bomba quaternaria;
(G1311C); bomba binaria (G1312A); injetor automético com adaptacéo para volume
até 900 pL (1260 Infinity G1329); desgaseificador (G4225A); forno de colunas
(G1316A) e valvula de 10 portas); espectrometro de Massas Triplo Quadrupdlo
Agilent 6410; sistema de aquisicdo de dados Agilent Mass Hunter); liofilizador
CHRIST® (Alpha 2-4 LD plus); liquidificador Oster® (6826-017) com copo de vidro;

L™ (5-7044); peneira Granutest® mesh 60; pHmetro

manifold Supelco Visiprep D
Tecnal (TEC-4MP); rotaevaporador Buchi (R-215); sonda multiparametros Aquaread
(AP 5000 AgSolv); ultrassom Branson (2510R-DTH); ultraturrax Marconi (MA 102) e
vortex Uniscience (Biovortex V1). Todos o0s equipamentos e instrumentos foram
disponibilizados pelo Laboratério de Ecotoxicologia do Centro de Energia Nuclear na

Agricultura, Universidade de Sao Paulo.

4.2 Solventes e Reagentes

Foram utilizados metanol (AppliChem Panreac) e acetonitrila (JT Baker) de
grau cromatografico; acido citrico monohidratado (Synth); acido cloridrico (Merck);
acido férmico (Merck); acido ortofosférico (Mallinckrodt); citrato de sédio di-hidratado
(Merck); hidroxido de amobnio (Caledon); hidroxido de sodio(Synth) e
Na2EDTA(Sigma-Aldrich), todos reagentes de grau analitico. A agua ultra-pura foi
produzida via sistema Millipore (Direct Q-3 U/V). Os padrdes analiticos dos
antibidticos apresentaram pureza de 95,8% a 99,9%. Foram adquiridos da Sigma-
Aldrich os padrdes de oxitetraciclina 95,8% (OTC); tetraciclina 97,5% (TC),
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ciprofloxacina >98% (CFX), enrofloxacina >98% (EFX), sarafloxacina 97,3% (SAR),
norfloxacina 99% (NFX), sulfametazina 99,5% (SMZ), sulfatiazol 99,9% (STZ) e
florfenicol 98% (FF). Sulfadimetoxina 99,5% (SDM) foi adquirido da ChemService.
Cloranfenicol 98,5% (CAP) e clortetraciclina 99% (CTC) foram adquiridos do Dr.
Ehrenstorfer. A Tabela 1 apresenta a classe, o composto, CAS number, limites
méaximo de residuos (LMR) em camardo de cultivo (PNCRC/Animal-MAPA),

(BRASIL, 2017), férmula molecular, massa molar e pKa dos antibiéticos em estudo.

4.3 Preparo de solucdes padroes

Foram preparadas individualmente solucdes estoque de 10 mL em
concentracao final de 1000 pg mL™ para cada padréo analitico, com as correcées de
pureza dos sais consideradas na pesagem, em balanca analitica.

Os padrdes analiticos da classe das fluoroquinolonas foram dissolvidos em
0,5 mL de NaOH 1 M e 9,5 mL de metanol. As tetraciclinas e sulfonamidas foram
dissolvidas em 10 mL de metanol e os anfenicéis em acetonitrila.

A partir de 100 uL de cada solucdo estoque de 1000 ug mL™, foi preparado
uma solucdo mix de 10 mL diluida em metanol, contendo todos antibidticos em
concentracdo final de 10 ug mL™, que foi base para os trabalhos de validacdo e
controles analiticos e preparo diario de outras solucbes de concentracdo menor.
Todas as solucdes estoque e mix foram mantidas em freezer a temperatura
de -20 °C.
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Tabela 1 - Antibidticos estudados, classe, CAS number, limites maximos de residuo
(LMR) em camardao de cultivo, formula molecular, massa molar e pKa

P Massa
a LMR*
Antibiodticos CAS a1 Férmula Molecular  Molar pKa
3 (g kg™)
Clortetraciclina 4,53
(CTC) 57-62-5 478,88 25°C
(7]
g Oxitetraciclina 3,27 a
= Xl ’
':‘-;’; (0TC) 79-57-2 460,43 25°C
3
[t
Tetraciclina ) 3,3a
(TC) 00548 444,43 25°C
G/CM'1
jot
Sulfadimetoxina 1 R 5,54 a
(SDM) 122-11-2 100 . éH, 310,33 25°C
" CH;
: L
‘e . |
£ Sulfametazina 1 P
© _ _ HN N CH,
z (sM2) 57-68-1 100 M 278,33 7,59
[Tt
S
[7,]
H,N
o
Sulfatiazol &
(sT2) 72-14-0 100" ¥ I 255,31 7,2
s” NN
=/

continua
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continuacdo

u LMR* Massa
g Antibidticos CAS (ug ke™) Férmula Molecular  Molar pKa
o] [e]
Ciprofloxacina  gc0)) 354 2w F 331,34 6,09
(CFX) | /\ ’ ’
Enrofloxacina 2 - oH
93106-60-6 - } 359,4 6,21
@ (EFX) h"‘ N
5 . A
g
'S
(=2
o
g o (o]
[ i -96- Ho i
Norfloxacina 70458-96-7 3 J\fJ?CE 319,33 6,26
(NFX) 5 ™ 8,75
F
Sarafloxacina 4 @ (\NH
(SAR) 98105-99-8 - I [ 38536 6,5
JUKL
.
OH o]
Cloranfenicol 7,49
(CAP) 56-75-7 0.3 323,13 28
(7]
NS
9
=
2
[
<
Florfenicol (FF) 73231-34-2 1000 358,21 9

T\
o

* LMR = Limite Maximo de Residuo adotado para musculo de camardo de cultivo; * Valor de LMR
considerado como soma de todas as sulfonamidas monitoradas; * Antibiéticos exclusivos para peixes
de cultivo. LMR = Soma 100 pg kg'l; ® Antibiético nao presente no PNCRC/Animal-MAPA; * Antibiético
exclusivo para peixes de cultivo. LMR = 30 pg kg'l; Fontes: BRASIL, 2017; Jiang et al. (2017);
https://www.drugbank.ca;https://sitem.herts.ac.uk/aeru/vsdb/atoz.htm;http://www.chemspider.com/Che

mical-Structure


https://www.drugbank.ca/
https://sitem.herts.ac.uk/aeru/vsdb/atoz.htm
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure
http://www.chemspider.com/Chemical-Structure

46

4.4 Coleta e preparo das amostras

4.4.1 Pontos de coleta

Amostras de camardes (Litopenaeus vannamei), agua e sedimentos foram
coletados em 5 fazendas produtoras de camardes, em dezembro de 2017, na regido
litoranea do estado do Rio Grande do Norte, RN, Brasil (Figura 3). As fazendas
foram selecionadas perante modelos distintos de producédo e infraestrutura e com
viveiros de camarbes em estdgio de despesca. As fazendas estdo localizadas
a Lat: S 05°04.7285 Lon: W 035°54.5126 — Fazenda 1; Lat: S 05°39.9486
Lon: W 035°14.6041 - Fazenda 2; Lat: S 05°39.9082 Lon: W 035°13.8279 - Fazenda
3; Lat: S 06°12.3739 Lon W 035°09.3733 - Fazenda 4 — e Lat: S 06°12.7837
Lon: W 035°07.1355 — Fazenda 5. Todos o0s pontos de coleta foram
georeferenciados pelo sistema de posicionamento global (GPS) presente na sonda
multiparametros Aquaread (AP 5000 AgSolv), utilizada durante os ensaios de campo

para checagem da qualidade da agua.

4.4.2 Caracterizacédo das Fazendas

As fazendas foram caracterizadas perante o sistema de producéo, densidade
de povoamento dos viveiros de engorda e pela infraestrutura para captacdo e

drenagem de agua.

4.4 3 Coleta das amostras

Um viveiro de camardo em fase de despesca foi selecionado em cada

fazenda para coleta simultanea das 3 matrizes.
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Figura 3 - Campo de amostragem contendo a localizac&o e regido das fazendas produtoras
de camardo no estado do Rio Grande do Norte, RN, Brasil

-38 -35
1

Rio Grande
do Norte

(®) Localizagdo das Fazendas A Natal e i

Fonte: Software arcGIZ, vers&o 10.5.1, (2017)

Foram também coletadas amostras de agua e sedimentos a montante (lagoa
ou canal de captacdo de 4gua) e a jusante dos viveiros (lagoa de sedimentacédo ou
canal de drenagem) para o estudo da distribuicdo espacial dos antibiéticos nas
fazendas. Todas as amostras foram coletadas em triplicata (n = 3). Das triplicatas de
sedimentos e camardes foram criadas amostras compostas.

Durante a coleta foram checados com a sonda multiparametros, a 20 cm da
superficie, parametros fisico-quimicos de qualidade da agua, como a temperatura,
pH, turbidez, potencial de oxirreducdo (ORP), oxigénio dissolvido (OD),
condutividade (CE), solidos totais dissolvidos (STD) e salinidade (SAL).

As amostras de agua (1L) foram coletadas, a 20 cm da superficie, em sacos
plasticos de polietiieno de baixa densidade com fechamento hermético, foram
filtradas pela acdo de gravidade em filtro 100% celulésico (Melitta® 102) e em

seguida concentradas manualmente em cartuchos SPE HLB Oasis (500 mg, 6 mL;
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Waters), conectados a seringas de 60 mL (BD Plastipak™

) com agulha e batoque, a
vazdo de 10 mL min™ e pré-condicionados com 10 mL de metanol e 10 mL de agua
ultrapura. Os cartuchos foram secos com auxilio das seringas e protegidos com
filme de PVC.

Os sedimentos (300 g amostra composta) foram coletados manualmente em
3 pontos distintos por amostra, a (0-5 cm) de profundidade. A coleta iniciou na
direcdo da area mais rasa dos viveiros para a profunda. A agua remanescente foi
escoada e os sedimentos foram armazenados em sacos plasticos de polietileno de
baixa densidade com fechamento hermético.

As amostras de camardo (500 g amostra composta) foram coletadas com
rede de pesca e transferidas para os sacos plasticos de polietileno de baixa
densidade com fechamento hermético.

Todas as amostras em transito foram mantidas refrigeradas em isopor com
gelo e em freezer a -20°C até serem transferidas para o Laboratorio de

Ecotoxicologia, CENA/USP, em Piracicaba/SP.

4.4.4 Preparo das amostras

No Laboratério de Ecotoxicologia, CENA/USP, as amostras de &gua
superficial acondicionadas nos cartuchos SPE HLB Oasis (500 mg, 6 mL; Waters),
foram mantidas em freezer -20 °C. As amostras de sedimentos foram transferidas
para recipientes de polietileno de alta densidade, em seguida foram secas a baixas
temperaturas em liofilizador, tiveram a granulometria padronizada em peneira
(mesh 60) e foram armazenadas em freezer -20 °C.

Os camardes tiveram a carapaca, cefalotérax, calda, patas e intestino
removidos antes da homogeneizacéo do tecido muscular, realizada em liquidificador
com copo de vidro. Foram calculados os pesos médios dos camardes integros e dos
tecidos musculares obtidos, a partir de 10 camardes selecionados aleatoriamente de
cada fazenda. O material homogeneizado foi armazenado em freezer -20°C em

sacos plasticos de polietileno de baixa densidade com fechamento hermético.
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4.5 Procedimento analitico

A extracdo e determinacdo dos 12 residuos de antibidticos, nas respectivas
matrizes, seguiram como referéncia os métodos desenvolvidos por Monteiro et al.
(2015; 2016) para a determinacdo dos residuos alvo em agua e sedimentos de rio e
musculo de tilapias (Oreochromus niloticus). As adaptacdes realizadas nas marchas
analiticas tiveram énfase na quantificacdo dos residuos por padronizacdo externa e
na metodologia para a matriz agua. Todas as amostras reais foram analisadas em

triplicata (n = 3).

4.5.1 Extracdo dos antibidticos em amostras de agua

A extragdo dos antibidticos nos cartuchos HLB Oasis (500 mg, 6 mL; Waters)
foi otimizada e ocorreu via sistema SPE off line com uso de manifold e bomba de
vacuo. Antes da eluicdo dos analitos, os cartuchos foram lavados com 6 mL de
agua deionizada acidificada em pH 2,5 (HCI 0,01N), (TLILI et al., 2016), e em
seguida foram secos pela acdo do vacuo por 30 minutos. A eluicdo ocorreu na
sequéncia com 10 mL de Metanol em 5% de NH4,OH (LI et al., 2012; GAO et al.,
2012b). Nas duas etapas que envolveram a lavagem e extracdo, os volumes dos
eluentes foram divididos em 2 carregamentos com vazao ajustada para 5 mL min™.
O eluato foi recolhido em tubos de vidro de 12 mL e evaporados até secagem
completa em fluxo suave de N, e banho a 45 °C em concentrador. As amostras
foram reconstituidas em 1 mL de solugdo metanol e agua deionizada (20:80, v/v)
com 0,1% de &cido formico (HONG et al., 2015) e foram transferidas para vial de
injecdo no LC-MS/MS.

4.5.2 Extracdo dos antibiéticos em amostras de sedimentos

Em balancga analitica, 2 g de sedimentos liofilizados foram pesados em tubos
de teflon de 50 mL com tampas de rosca. Em seguida, foram adicionados 10 mL de
acetonitrila e 10 mL de tampéo de citrato pH 3, preparado com a dissolugéo, em 1 L
de &gua ultrapura, de 57,4 g de acido citrico monoidratado e 17,6 g de citrato de
sédio di-hidratado, pesados em balanca semi-analitica. Os tubos foram agitados por

1 min em vortex e mantidos em ultrassom por 15 min. Apds seguiram para
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centrifugacédo a 1400 g por 10 min e o sobrenadante foi transferido para baldo de
vidro de 250 mL com fundo redondo contendo 0,2 g de Na;EDTA. O procedimento
de extracdo foi repetido 3 vezes em cada amostra e 0s sobrenadantes foram
adicionados no mesmo baldo. O extrato final foi concentrado em rotaevaporador a
40 °C durante aproximadamente 20 minutos até remocao de 95% da acetonitrila. Em
seguida, o volume final do extrato aquoso foi ajustado para 40 mL em proveta com
adicdo de agua ultrapura. Os analitos em uma aliquota de 6 mL desse extrato foram
isolados em cartuchos SPE Strata SAX (500 mg, 6 mL; Phenomenex) acoplados em
sistema manifold com bomba de vacuo, ja pré-condicionados com 10 mL de metanol
e 10 mL de agua ultrapura, e secos pela acado do vacuo, durante 30 minutos antes
do carregamento da amostra. A vazdo do sistema foi ajustada para 5 mL min™. Os
eluatos foram coletados em tubo de vidro de 12 mL e foram filtrados para vials de
6 mL, onde seguiram para injecdo e concentracdo no sistema SPE-LC-MS/MS on
line. Para filtragem dos eluatos foram utilizados filtros de teflon de 0,22 um de poro

(Agilent) acoplados as seringas descartaveis (BD Plastipak™).

4.5.3 Extracéo dos antibiéticos em amostras de camardo

Em 5 g de musculo de camardo homogeneizado, pesados em balanca
analitica em tubos de teflon de 50 mL com tampas de rosca, foram adicionados
1 mL de solucédo de 0,1 M Na;EDTA e 24 mL de solu¢do de acetonitrila e agua
(70:30, v/v) com 0,1% de &cido férmico. Em equipamento ultraturrax, os tubos
contendo a mistura foram homogeneizados durante 5 min, em velocidade baixa, e
apos seguiram para centrifugacdo a 1400 g por 5 min. Numa aliquota de 500 pL do
sobrenadante os analitos foram isolados em cartuchos Captiva ND (Agilent),
acoplados em sistema manifold com bomba de vacuo e foram transferidos

diretamente para vials de 2 mL, onde seguiram para injecdo no LC-MS/MS.

4.6 Determinacédo dos antibiéticos pela técnica de LC-MS/MS

Para determinacdo e quantificacdo dos antibidticos foi utilizado da Agilent
Technologies, cromatografo liquido 1200, acoplado a espectrdbmetro de massas
6410, com fonte de ionizacdo electrospray, detector triplo-quadrupolo (MS/MS) e

software Mass Hunter Optimizer. Para analise dos antibioticos em sedimentos no
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SPE-LC-MS/MS on line foi utilizado a coluna semi-preparativa Agilent Zorbax
SB-C8-80 (9,4 x 15 mm, 7 um). Para separa¢cdo cromatogréafica nas trés matrizes, foi
utilizada a coluna analitica Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 (100 x 3 mm, 3,5 pum).

A fonte de ionizacdo foi operada no modo positivo (ESI"), com excecio
apenas do florfenicol (FF), analisado separadamente no modo negativo (ESI).
A pureza do gas nitrogénio para o nebulizador foi 99,99% e para camara de coliséo
99,9999%.

Os procedimentos em (MS/MS) para identificacdo e confirmacdo dos
antibiéticos envolveram tempo de retencdo e duas transicdes no modo MRM. Os
ions produto mais abundantes e que ndo mostraram evidéncias de interferentes
cromatograficos e apresentaram a maior razdo sinal-ruido foram selecionados para
quantificacao.

As selecdes de transicdo de massas, bem como a otimizacdo dos parametros
para cada um dos antibioticos foram trabalhados na integra conforme proposto por
Monteiro et al. (2015;2016). Os detalhes, incluindo o tempo de retencdo, estédo
apresentadas na Tabela 2.

Para as andlises em agua e em camardo foram utilizadas como fases moveis,
agua ultrapura (A) e acetonitrila (B), ambas com 0,1% de &cido formico. O fluxo de
injecdo foi 400 uL min™ e o volume de injecdo foi programado para 10 pL. Para o
modo de ionizacédo positivo (ESIY), o gradiente iniciou com 5% de B e aumentou
linearmente até 95% aos 13 min, onde foi mantido constante por mais 3 minutos. O
tempo de pds-corrida foi de 10 min em 5% de B. Para o modo de ionizag&do negativo
(ESI") o gradiente iniciou com 30% de B até 2 minutos e aumentou linearmente para
95% aos 5 min, e foi mantido constante por 2 min. O tempo de pds-corrida foi 11 min
utilizando 30% de B. A temperatura da coluna foi mantida a 30°C. Na fonte de
ionizacdo a temperatura do gas foi ajustada para 350°C com fluxo de 10 L min ™, a
uma pressao de 50 psi no nebulizador e voltagem capilar de 4000 V.
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Tabela 2 - Antibioticos, tempos de retencéo (tR), ions precursores, ions produtos,
energia de fragmentacao e energia de colisao

Antibidticos

tR(min) ion ion Energiade  Energia de
Precursor Produto Fragmentacao Colisao
AG' sep?> cam®  (m/2) (m/2) (V) (eV)
Tetraciclinas
479,1 462,2* 125 12
CTC 10,22 8,9 10,37
479,1 444, 1** 125 17
461,2 426* 115 16
OTC 9,62 8,54 9,84
461,2 201,1** 115 41
445,2 410,2* 115 17
TC 9,89 8,99 10,03
445,2 154,2%* 115 30
Sulfonamidas
256 156* 90 8
SDM 11,88 12,23 11,87
256 108** 90 20
311,1 156* 120 16
SMz 9,88 9,85 10,11
311,1 108** 120 28
279,1 186* 115 12
STZ 10,88 9,01 9,1
279,1 156** 115 16
Fluoroquinolonas
332,1 288,1* 125 13
CFX 9,81 8,65 9,95
332,1 245,1** 125 22
360,2 342,2* 132 17
EFX 10,05 9,15 10,21
360,2 316,2%* 132 16
20,1 2,1* 12 2
NFX 9,72 8,51 9,91 320, 302, > 0
320,1 231** 125 44
386,1 342,1%* 119 15
SAR 10,35 10,16 10,5
386,1 299,1%* 119 26
Anfenicois
323 305* 70 0
CAP 11,41 11,93 11,49
323 275%* 70 8
355,9 335,9* 139 5
FR*** 2,98 11,57 3,06
355,9 185,1** 139 13

*Transi¢Oes utilizadas para quantificacéo;
** Transi¢cBes utilizadas para qualificagéo;
***|onizagdo no modo negativo
lAgua; *Sedimentos; *Camaréo

Para as analises em sedimentos foram utilizadas como fases moveis, metanol
(C), 4gua ultrapura pH 4, acidificada com acido ortofosférico (D), e acetonitrila (A) e
agua ultrapura (B), ambas com 0,1% de &cido férmico. As condigbes
cromatogréaficas foram as mesmas para os modos de ionizacdo positivo (ESI) e

negativo (ESI). A coluna do on line SPE-LC-MS/MS foi carregada com as fases
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moveis C e D na proporgéo de 5:95 (v/v) por um periodo de 2 minutos. Um gradiente
linear até 20:80 (v/v) de C e D até os 4 min, foi usado para limpar a amostra retida
na coluna antes de se transferir os analitos para a coluna analitica. O fluxo de
injecdo foi de 1 mL min™ e o volume de injec&o foi programado para 900 pL. Para o
condicionamento da coluna analitica foi usado as fases madveis acetonitrila (A) e
agua ultrapura (B), ambas com 0,1% de &cido férmico, na proporgéo 20:80 (v/v) em
fluxo de injecdo de 400 pL min™. A proporcéo foi mantida por até 5 min, enquanto a
valvula se posicionou para eluicdo aos 4 min e os analitos foram eluidos para coluna
analitica. Apds 5 min o gradiente na bomba analitica de A e B foi até 70:30 (v/v) em
8 min. Passados 10 min do inicio da corrida, a valvula retornou para posi¢cdo de
carregamento e a coluna semi-preparativa foi lavada durante 3 min com as fases
moveis C e D na proporcao 90:10 (v/v). Apés 13 minutos e término da corrida as
fases moveis C e D voltaram para as condic¢des iniciais permanecendo por 15 min
até um total reequilibrio do sistema (Figura 4). A temperatura da coluna foi mantida a
30°C durante toda analise. Na fonte de ionizacdo a temperatura do gas foi ajustada

1

para 325°C com fluxo de 12 L min ~, a uma presséo de 50 psi no nebulizador e a

voltagem capilar de 4000 V.

Figura 4 - Sistema on line SPE-LC-MS/MS com direcionamento das fases moéveis, tempo de
eluicdo das fases moveis na coluna de carregamento e coluna analitica e tempo de
mudanca do posicionamento da valvula

Bomba de Descarte Bomba de Descarte
carregamento carregamento
:"— '] Bomba analitica ;_ :.L' Bomba analitica
O | = O
Amostrador [ Amoskr'at.dor t
automitico Coluna 1 MS/Ms automatico Coluna 1 Ms/Ms
analitica ° analitica
Coluna SPE Coluna SPE
t (min) T 3 | 4 |s|e|7[8]9]10] 12 | 12 [ 13
Coluna de Carregamento | Limpeza C:D "
T d C:D (5:95 C:D (90:10
carregamento C:D (5:95) (20:80) e $:95) Hippeza {20:10)
Coluna A - .
[P Condicionamento A:B (20:80) Eluicdo com gradiente para A:B (70:30)
T d 5 o 3 Posicdo d
en}1po - Posicao de carregamento Posicao de eluicao it
Valvula carregamento

Esquema do sistema: Esquerda: Véalvula em posigdo de Carregamento; Direita: Valvula em posi¢céo
de eluicdo. (A) acetonitrila contendo 0,1% de &cido férmico; (B) &gua ultrapura contendo 0,1% de
acido férmico; (C) metanol; (D) agua ultrapura pH 4 acidificada com &cido ortofosférico.

Fonte: Adaptado de Monteiro et al. (2016).
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4.7 Validacédo, quantificacdo e controle de qualidade dos métodos

Para validacdo dos métodos, foram avaliados os parametros de estabilidade
de longa duracdo do analito na matriz, conforme proposto por Hillebrand et al.
(2013), e os parametros de seletividade, linearidade, limite de deteccéo (LD), limite
de quantificacdo (LQ), exatiddo, precisdo intradia (repetitividade ou andlises em
mesmo dia) e precisdo interdia (precisdo intermediaria ou reprodutibilidade das
analises em dias distintos), baseados no guia Eurachem (EURACHEM, 2014).

Para os ensaios de validacdo e controles de qualidade dos métodos de
analises, foram consideradas amostras em branco, as que ndo apresentaram
interferentes em mesmo tempo de retencdo dos analitos de interesse ou maiores
gue 30% do LQ. Todas as amostras em branco foram analisadas pelo mesmo
procedimento de preparo e extracdo das amostras reais.

A seletividade foi avaliada em extratos de amostras em branco e extratos de
amostras em branco fortificados, com os antibidticos em estudo, para avaliacdo de
interferentes, na regido cromatografica de interesse.

Para os experimentos de linearidade, as curvas de calibragdo foram
construidas por padronizacdo externa em sete diferentes niveis de concentracdo em
extratos das matrizes em branco. Cada nivel foi analisado em triplicata (n = 3) e a
confirmacédo da linearidade foi realizada mediante graficos de residuos, coeficiente
de correlacdo (r%) e teste Goodness-of-fit. Todos os célculos foram realizados no
software VaLChrom, da Universidade de Tartu, Estbnia, disponivel on line em:

https://mooc.valchrom.ut.ee/.

As curvas de calibracdo que representaram os antibioticos foram construidas
com os niveis de concentragdo 5; 7,5; 10; 12,5; 25; 50 e 100 ng mL™ para agua;
10; 20; 30; 50; 100; 200 e 500 pg kg™ para sedimentos, e 5; 10; 30; 50; 100; 200 e
400 pg kg* para camardes. Os primeiros niveis de concentracdo empregados na
construgdo das curvas analiticas foram definidos apos prévia checagem da menor
guantidade detectavel dos antibiéticos na matriz em modo MRM.

Os limites de deteccdo (LD) e o de quantificacdo (LQ) de cada antibidtico
foram calculados a partir do desvio padrdo obtido dos resultados de 7 analises
consecutivas do 1°. nivel de concentracdo da curva de calibracdo. O valor de LD foi

considerado 3 vezes, e 0 LQ 10 vezes, o desvio padréo calculado. Todos os célculos
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foram realizados no software ValLChrom, da Universidade de Tartu, Estbnia,

disponivel on line em: https://mooc.valchrom.ut.ee/.

O parametro de exatidao foi avaliado por ensaios de recuperacdo, expressos
em porcentagem e foram determinados pela razdo da concentracédo dos antibiéticos
encontrada na amostra em branco fortificado (antes da extragédo), pela concentracao
adicionada. Para &gua, sedimentos e camarfes, a recuperacdo foi calculada,
respectivamente, nos niveis 10; 30 e 60 ng mL™; 20; 50 e 200 pg kg™ e 30; 50 e
200 pg kg™, todos analisados em quintuplicata de injeces (n = 5). Foi adotado como
critério de aceitacao, recuperacdes médias variando de 70-120% em cada nivel.

Os ensaios de recuperacdo para matriz 4gua foram realizados com 100 mL
de agua deionizada em pH 7,9, fortificadas com aliquotas de 10; 30 e 60 pL de uma
solug&o mix de antibiéticos em concentracéo de 1 pg mL™ preparada em metanol.

Os parametros de preciséo intradia e precisao interdia foram avaliados pelo
coeficiente de variacdo (CV%) obtidos das andlises realizadas nos ensaios de
recuperacdo. Foi adotado como critério de aceitacdo, o coeficiente de variacao
(CV%) de até 20% em cada nivel em que a recuperacdo atendeu os critérios de
médias variando de 70-120%. Todos os niveis de concentracdo avaliados nos
ensaios de recuperacao de cada matriz foram a base para avaliagdo da preciséao
intradia. Para a avaliagdo da preciséo interdia, ocorridas em intervalos variando
de 2 a 8 dias poés-avaliacdo da precisdo intradia, foram selecionados, os niveis
30 ng mL™ para agua, 200 pg kg™ para sedimentos e 30 pg kg™ para camarao.

Os testes de estabilidade de longa duracdo foram realizados por ensaios de
recuperacdo em cada matriz, a partir de amostras em branco, fortificadas em
triplicata, (n = 3) em 2 niveis de concentragdo para 2 tempos de armazenamento
(t1 e t2). Os niveis de concentracao representaram pontos abaixo e acima do ponto
médio das respectivas curvas analiticas, sendo 30 e 60 ng mL' para agua
acondicionada em cartuchos SPE HLB Oasis (500 mg, 6 mL; Waters), e 50 e
300 pg kg' para sedimentos e em musculo de camardo. Os tempos de
armazenamento a -20 °C (t1 e t2) foram 60 e 90 dias para a matriz adgua, 35
e 90 dias para sedimento, e 43 e 105 dias para musculo de camardo. Os resultados
das andlises (t1 e t2) foram comparados com amostras em mesma concentracao
preparadas no dia (t0), e foram determinados por novas curvas analiticas e controles
de qualidade. O critério de aceitacdo adotado para considerar a estabilidade dos

analitos nas matrizes, foi a variacdo de até + 20% nos resultados, considerando as
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amostras (t0) como 100%, conforme proposto por Hillebrand et al. (2013). Os
resultados obtidos estdo anexos.

A gquantificacdo dos compostos nas amostras reais ocorreu se atendidos os
critérios de manutencdo de mesmo tempo de retencédo que o padrao de calibracao
correspondente (dentro de + 5%), e cromatogramas para cada transicdo de ions
selecionados (ion produto de quantificacdo e ion produto de confirmacgéao).

Durante todas as analises das bateladas de amostras reais, foram preparadas
novas curvas de calibracdo nos extratos das matrizes e empregados como controle
de qualidade, andlises em brancos de amostra, brancos de solvente e brancos
fortificados, com objetivo de verificar a manutencdo do desempenho dos métodos e

episadios de coeluicdo ou contaminacao.
4.8 Anédlise Estatistica
Os resultados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) para

verificar a interacdo e, quando foi significativa pelo teste de F, as médias foram

comparadas entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Coleta das amostras

As coletas foram realizadas em horarios de maré baixa, sem incidéncia de
chuvas nos momentos e 24 h anteriores a atividade.

O estagio de engorda dos camardes em fase de despesca correspondeu,
respectivamente, a 74, 39, 30, 75 e 90 dias, nas Fazendas de 1 a 5.

As amostras de agua e sedimentos para o estudo da distribuicdo espacial dos
antibiéticos, a montante (lagoa ou canal de captacdo de agua) e a jusante dos
viveiros (lagoa de sedimentacdo ou canal de drenagem), foram coletadas nas
Fazendas 1, 2, 3 e 4. Na Fazenda 5, os pontos a montante e jusante foram
representados por Unica amostra de agua e sedimentos, por ndo haver lagoas ou
canais de captacao e drenagem independentes na propriedade, como nas demais
fazendas.

5.2 Caracterizacao das Fazendas

Dentre as cinco fazendas escolhidas, a Fazenda 1 apresenta sistema
intensivo de producéo com densidade de povoamento de 150 pds-larvas/m?, possui
seis viveiros de 0,4 hectares, cobertos com estufas agricolas e com aeradores de
palhetas. As Fazendas 2, 3 e 4 sdo semi-intensivas (12 pés-larvas/m?) e a Fazenda
5 apresenta sistema extensivo (5 pos-larvas/m?), e todas continham de 6 a 22
viveiros abertos, variando entre 2-5 hectares em extensdo. Aeradores de palhetas
também foram verificados na Fazenda 4. Lagoas de captacdo e de sedimentacéo
estdo presentes na Fazenda 1 e na Fazenda 2. Nas demais Fazendas, 3 e 4, ha
canais de captacéo e drenagem independentes. Apenas na Fazenda 5 a captacao e
drenagem ocorria num anico canal.

Cidades, povoados ou vilarejos nao foram observados apenas nas

proximidades da Fazenda 1.
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5.3 Preparo, extracao e determinacdo dos antibioticos

As amostras de agua, diferentemente do método de SPE on line proposto por
Monteiro et al. (2016), foram preparadas e extraidas por SPE off line em cartuchos
HLB Oasis (500 mg, 6 mL; Waters) com intuito de facilitar a logistica de transporte
das amostras, na longa distancia envolvida entre o campo de coleta e o laboratério
de Ecotoxicologia do CENA/USP, em Piracicaba/SP. As otimizacdes feitas para
eluicdo e reconstituicdo do eluato, estdo descritas no item 5.4. Todos 0s parametros
do LC-MS/MS seguiram os padrdes trabalhados por Monteiro et al. (2015), na
determinacdo dos antibioticos em mdusculo de tildpias (Oreochromus niloticus).
Apesar das vantagens proporcionadas pelo SPE on line ndo serem usufruidas na
matriz 4gua, o uso do SPE off line, em compensacéao, trouxe outros beneficios com
os cartuchos HLB Oasis (500 mg, 6 mL; Waters), reconhecidos por atuarem em
compostos polares e ndo polares, permitirem a extracao de analitos 4cidos, neutros
e basicos, numa ampla faixa de pH (1 a 14), e ndo possuirem no material sorvente,
grupos de silandis livres associados a ligacbes irreversiveis (SEIFRTOVA et al,
2009; WElI et al., 2014; KIM et al., 2018). A concentragao e estocagem das amostras
nos cartuchos, feitas previamente em campo, trouxe um alto fator de concentracao
ao método analitico, permitindo a deteccado e quantificacdo dos antibiéticos em
niveis de tragos, e proporcionou comodidades em preservacdo, armazenamento e
transporte das amostras para o laboratério (JARDIM, 2010).

O emprego de cartuchos de SPE Strata SAX (500 mg, 6 mL; Phenomenex)
nas amostras de sedimentos, isolaram por troca aniénica os interferentes organicos
com carga negativa coextraidos (ZHAO et al., 2016; ZHOU-LJ et al., 2012). A injecdo
subsequente dos extratos no sistema SPE on line, com os dispositivos para
concentracdo, clean up e eluicdo da amostra para a coluna analitica de maneira
sequencial e automatizada, reduziu o tempo total de preparo e andlise das amostras,
eliminando etapas convencionais de evaporacdo e reconstituicdo dos eluatos
(JARDIM, 2010; MONTEIRO et al., 2016; KIM et al., 2018).

O isolamento do extrato de camardes em cartuchos Captiva ND (Agilent)
contribuiram com a quimica verde, simplificando o método de remocédo de
interferentes particulados, fosfolipidicos e proteicos, comumente removidos com
emprego de solventes organicos, tais como o0 n-hexano (SAXENA et al., 2018). Para

obtencdo do musculo houve reducéo de até 51,5% do peso médio encontrado nos



59

camardes integros. As diferencas dos pesos, antes e ap0s remoc¢do da carapaca,
cefalotérax, calda, patas e intestino, sdo mostrados na Tabela 3.

As adicbes de NaEDTA nas amostras de sedimentos e camardes
objetivaram proteger as tetraciclinas e fluoroquinolonas da complexacdo com metais
(SEIFRTOVA et al., 2009; KIM et al., 2018).

Tabela 3 — Média de pesos dos camardes integros e apds remocao da carapaca,

cefalotorax, calda, patas e intestino

Local Peso Bruto (g) Peso do Musculo (g)
Fazenda 1 17,92 +4,12 8,77 £2,10
Fazenda 2 3,79 +1,68 1,68 +£0,93
Fazenda 3 8,58+1,31 4,09 +0,68
Fazenda 4 11,44 +2,43 573+1,21
Fazenda 5 16,25+ 1,64 8,37+0,79

Os valores sao representados pela média + desvio padréo (n = 10)

5.4 Otimizacdo do SPE off line para andlises de agua

O teste preliminar de eluicdo seguiu a proposta de Li et al. (2012) e Gao et al.
(2012b) em extracdo simultanea de fluoroquinolonas e sulfonamidas em amostras
de agua de rio e efluentes com cartuchos SPE HLB Oasis. Foram empregados
metanol em 5% de NH,OH, como eluente, e agua deionizada para reconstituicdo do
eluato. Os indices de recuperacéo obtidos em nivel de 50 ng mL™, preparado com
agua deionizada em pH 7,90, com alcalinidade semelhante a média das amostras
reais, variaram entre 70-120% para as classe das sulfonamidas e anfenicois, e
< 50% para as classe das tetraciclinas e fluoroquinolonas.

Outros testes foram conduzidos com metanol em 5% de NH,OH, fixado como
eluente. A padronizagédo dos procedimentos que trouxeram melhora da recuperacgéo
das tetraciclinas e fluoroquinolonas, envolveu a lavagem dos cartuchos, antes da
eluicdo, com agua deionizada em pH 2,5 (HCI 0,01N), (TLILI et al., 2016), e 0 uso de

solucdo de metanol e agua deionizada (20:80, v/v) em 0,1% de &cido formico para
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reconstituicdo do eluato (HONG et al., 2015). Nessas condi¢cdes, as recuperacoes
foram mantidas entre 70-120% para as classes das sulfonamidas e anfenicéis, e
elevou-se a média, das tetraciclinas e fluoroquinolonas para 50% e 70%. A lavagem
dos cartuchos com agua deionizada em pH 2,5 favoreceu o desempenho analitico
da OTC, TC, EFX e CAP, quando comparado com teste sem a lavagem dos
cartuchos, nas mesmas condi¢cdes de eluicdo dos analitos e reconstituicdo do
eluato. Segundo Seifrtova et al. (2009), o HCI tem papel importante na reducao de
interferentes, principalmente ions divalentes, se presentes nos cartuchos. Outra
hipétese da melhora proporcionada pela lavagem, sdo os efeitos positivos da
acidificacdo, mesmo que ocorrida apds carregamento das amostras, na contra-mao
da recomendacdo de muitos autores que a executam, como pré-preparo, antes do
carregamento dos cartuchos. A obtencdo da forma &cida ou neutra dos compostos
de interesse pela acidificacdo prévia das amostras, entre pH 2,5 a 4 ou 2 unidades
abaixo do pKa, aumentam a retencdo dentro do SPE com sorvente polimérico
(SEIFRTOVA et al., 2009; ZHOU-JL et al., 2012 ; GROS et al., 2013; KIM et al.,
2018). No pré-preparo para as tetraciclinas, o pH das amostras abaixo do pKa
(3,3 - 9) aumentam a retencao nos cartuchos de SPE (YANG et al., 2005; GROS et
al., 2013).

As condicdes de carregamento e eluicdo foram mantidas constantes em todos
os testes, sempre feitos a vaz&do de 5 mL min™* e com volumes das etapas de eluicéo

e lavagem, divididos em 2 carregamentos.

5.5 Validacdo dos métodos cromatogréficos

Para os ensaios de validacdo e controles de qualidade dos métodos de
analises em aguas, sedimentos e camarao, foram adotados, respectivamente, como
amostras em branco, agua deionizada, padronizada em laboratério em pH 7,90, com
solugbes de HCI (0,01 N) e NaOH (0,1 N), sedimentos coletados da lagoa de
captacdo da Fazenda 1, e camarbes, coletados da Fazenda 5, os quais n&o
apresentaram interferentes em mesmo tempo de retencéo dos analitos de interesse

ou maiores que 30% do LQ.
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5.5.1 Seletividade

A seletividade foi assegurada pela apresentacdo de ions precursores e ions
produtos, distintos uns dos outros, nos antibidticos estudados. Além disso, nao
foram identificados nos extratos de amostras em branco e extratos de amostras em
branco fortificados, interferentes em mesmo tempo de retencdo dos analitos de
interesse ou maiores que 30% do LQ. Os cromatogramas de ions totais (TIC) dos
antibioticos com as transi¢cdes selecionadas para as analises, sdo apresentados nas

Figuras 5,6 e 7.

Figura 5 — Cromatogramas dos extratos de amostra em branco e de amostra em branco
fortificado (60 ng mL™), matriz 4gua. (A) Modo positivo. (B) Modo negativo
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Figura 6 — Cromatogramas dos extratos de amostra em branco e de amostra em branco
fortificado (200 pg kg™), matriz sedimentos. (A) Modo positivo. (B) Modo negativo
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Figura 7 — Cromatogramas dos extratos de amostra em branco e de amostra em branco
fortificado (200 pg kg™), matriz camarao. (A) Modo positivo. (B) Modo negativo
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5.5.2 Linearidade

Os métodos mostraram linearidade no modo MRM nas diferentes

concentracbes estudadas para cada antibidtico, apresentando coeficiente de

correlacdo (r?) bem ajustado pela curva, = 0,98, valores de F experimental para o

teste Goodness-of-fit, superiores ao F tabelado (8,0959) em nivel de 1% de

significancia, e graficos dos residuos com variancia constante (homocedastidade),

com residuos normalmente distribuidos e com auséncia de amostras atipicas. As

precisdes dos niveis de concentragcdo presentes nas curvas apresentaram variacao
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menor que 20%. As Tabelas 4, 5 e 6 apresentam as equacdes da reta, coeficientes
de correlacdo e resultados do teste F (Goodness-of-fit) para os antibioticos

estudados nas matrizes, agua, sedimentos e camarao.

Tabela 4 — Equacbes da reta, coeficientes de correlacdo (r) e resultados do teste F
(Goodness-of-fit) para os antibiéticos estudados em agua

Antibiodticos Equagao da reta r F(goodness-of-fit)
Tetraciclinas
CTC y =1340,184846x - 3474,609683 0.9990 6710,23853
oTC y =2454,763373x - 6911,201183 0.9975 2555,518065
TC y =2024,933235x + 9928,29375 0.9986 4642,577588
Sulfonamidas
SDM y = 5878,678406x - 1044,292538 0.9992 8189,989459
SMz y =3585,711533x - 7542,150211 0.9984 4197,712067
STZ y = 1564,885054x - 3406,382142 0.9990 6650,548791
Fluoroquinolonas
CFX y =1194,071207x - 2723,419383 0.9972 2296,718792
EFX y =981,260754x - 2180,2115 0.9938 1026,967168
NFX y =829,578105x - 2402,123923 0.9929 897,998168
SAR y = 1306,379577x - 3460,325866 0.9958 1512,117025
Anfenicodis
CAP y =384,310195x - 599,619723 0.9972 2314,95499

FF y =32,414339x + 21,502104 0.9937 1007,426611




Tabela 5 — Equacbes da reta, coeficientes de correlagdo (r’) e resultados do teste F

(Goodness-of-fit) para os antibiéticos estudados em sedimentos

Antibiéticos Equacgdo da reta r F(goodness-of-fit)
Tetraciclinas
CTC y =20435,632271x - 185535,884418 0,9985 4440,454751
OTC y = 20866,07968x - 353344,347136 0,9978 2888,337796
TC y = 14854,36942x - 254889,960162 0,9981 3313,958116
Sulfonamidas
SDM y = 55497,490646x - 292514,577645 0,9998 36700,56686
SMz y = 28310,945363x - 53276,488356 0,9995 13048,79403
STZ y =7817,476296x - 66930,721461 0,9975 2574,899604
Fluoroquinolonas
CFX y = 7862,483052x - 78226,44037 0,9992 8406,929273
EFX y =35852,113775x - 235205,845963 0,9996 20369,84019
NFX y =16151,421894x - 20260,109756 0,9977 2824,567748
SAR y = 8765,484702x - 118836,260102 0,9986 4778,447238
Anfenicdis
CAP y =2227,638854x - 5515,571779 0,9992 8679,021999
FF y =1179,488269x - 24273,229082 0,9887 719,432602

Tabela 6 — EquacBes da reta, coeficientes de correlagéo (r?)
(Goodness-of-fit) para os antibiéticos estudados em camarao

e resultados do teste F

Antibioticos

Equagao da reta

F(goodness-of-fit)

Tetraciclinas

CTC y =555,763702x - 10195,340832 0,9892 580,870223
oTC y = 237,144219x - 4890,002071 0,9881 458,135215
TC y =447,062418x - 8952,559835 0,9863 3313,958116
Sulfonamidas

SDM y =964,930567x - 12602,618698 0,9963 1748,632863
SMmz y =584,315474x - 7691,055566 0,9953 1358,687961
STZ y=161,139178x - 1270,395599 0,9896 604,031521
Fluoroquinolonas

CFX y =106,852979x - 1089,392997 0,9916 750,590563
EFX y =1009,182128x - 16772,494833 0,9925 844,795739
NFX y =239,193734x - 3205,510474 0,993 841,603688
SAR y = 145,230509x% - 2036,177949 0,9937 973,311183
Anfenicdis

CAP y=77,512847x - 868,282621 0,9951 1312,008187
FF y =146,265488x - 1115,081882 0,9985 4510,035852
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5.5.3 Limites de detecc¢ao e quantificagéo, recuperagéo e precisao

Os limites de deteccdo (LD) e o de quantificacdo (LQ) obtidos para cada
antibidtico e para cada matriz, bem como os resultados dos estudos de recuperacao
e precisdo estao expressos na Tabela 7 para matriz 4gua, Tabela 8 para sedimentos
e Tabela 9 para camarao.

A aplicacdo do SPE off line nos testes de recuperacdo para o método de
analise de agua, apresentou fator de concentracdo de 100 vezes, considerando o
volume de amostra em branco fortificada (100 mL) e reconstituicdo para vial de
inje¢ao (1 mL) no LC-MS/MS. Para as amostras reais, o fator de concentracao foi de
1000 vezes, considerando os volumes de coleta (1 L) e de reconstituicdo para vial
de injecédo (1 mL).

Os resultados de LQ encontrados para camardo variaram de 1,24 (EFX) a
12,05 (STZ) pg kg™ e foram inferiores aos LMRs do Codex Alimentarius (CODEX,
2015) e do PNCRC/Animal-MAPA, (BRASIL, 2017), com excecdo do CAP,
antibidtico proibido no Brasil e Unido Européia, com limite para desempenho de
métodos analiticos bastante restritivo, fixado em 0,3 ug kg™ para laboratérios oficiais
participantes de programas de monitoramento. No método de Monteiro et al. (2015),
utilizado como referéncia e adaptado para o estudo, os resultados de LQ estiveram
entre 0,9 (SDM) a 4,3 (NFX) pg kg™ e foram calculados pela relagéo sinal/ruido, 3:1
parao LD e 10:1 para o LQ.

Em todos os niveis de recuperacdo estudados em agua, os antibiéticos CTC,
SDM, SMZ, CAP e FF tiveram indices satisfatorios na faixa de 70-120% e com
CV (%) < 20%. Desempenhos satisfatérios pontuais, foram verificados em STZ em
nivel de 10 e 60 ng mL™, e para EFX e NFX, em nivel de 60 ng mL™*. Os compostos
mais problematicos, mesmo em baixos niveis de recuperacédo, indicaram CV (%)
dentro do critério aceitavel (Tabela 7).

Em sedimentos, todos os niveis de recuperagdo estudados nos antibioticos da
classe das sulfonamidas, fluoroquinolonas, anfenicéis e da CTC, representando a
classe das tetraciclinas, tiveram indices satisfatorios na faixa de 70-120% e com
CV (%) < 9%. Em TC foi verificado desempenho satisfatério em nivel de 20 pg kg™ e
com CV (%) variando entre 0,41 e 2%. O composto OTC teve desempenho
insatisfatorio em todos os niveis checados, porém com CV (%) dentro do critério

aceitavel (Tabela 8).
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Tabela 7 — Limite de deteccédo (LD), limite de quantificacdo (LQ), recuperacao e
precisdo dos antibiéticos para amostras de dgua

Recuperagao (%)

Intradia Interdia
Antibiéticos LD LQ
ngmL* ngmL™ 19 30 60 30
ngml® &V ngmt* &V opgm* V' opgmt CV
(%) (%) (%) (%)

Tetraciclinas
CTC 1,01 3,37 70,65 6,66 87,76 3,61 100,55 7,15 104,79 3,85
oTC 035 117 5966 434 5298 32 53 416 526 2,43
TC 071 2,37 1537 7,99 5813 191 4938 41 525 242
Sulfonamidas
SDM 0,24 0,82 96,9 4,03 74,46 0,69 76,96 1,04 7497 0,86
SMz 045 15 9417 495 9464 076 7503 1,76 70,26 1,33
ST1Z 036 122 9883 629 6138 194 70 1,97 6503 1,72
Fluoroquinolonas
CFX 0,54 1,8 56,14 6,05 46,68 3,27 67,42 4,96 46,64 3,23
EFX 11 366 5794 621 6136 3,44 112,28 1,01 6306 3,39
NFX 1,12 3,75 6233 527 4668 2,85 7216 59 4948 1,68
SAR 063 211 6736 581 5366 172 678 631 5387 3,25
Anfenicdis
CAP 229 7,63 11508 155 8798 7,62 90 4,84 9335 1,98
FF 193 644 1016 102 92,15 697 7687 17,7 11832 3,52

Em todos os niveis de recuperacdo estudados em camardo, os antibiéticos
SDM, SMz, STZ, CFX, EFX, NFX, CAP e FF, tiveram indices satisfatorios na faixa
de 70-120% e com CV (%) variando de 0,66 a 11,5%. As recuperagdes de todas as
tetraciclinas foram satisfatérias em nivel de 30 pg kg™® com CV (%) entre 3,69 a
5,75%. Variacdes foram observadas com aumento da concentracdo em CTC e OTC,
perdendo a eficiéncia de recuperacdo em 200 pg kg™. Ainda na classe das
tetraciclinas e fluoroquinolonas, os antibiéticos TC e SAR, ultrapassaram o critério
de aceitacdo na concentracdo de 50 pg kgt. Os antibiéticos, mesmo com
desempenhos insatisfatorios, apresentaram CV (%) entre 1,08 a 11,1%, dentro do
critério de aceitagdo imposto ao método (Tabela 9). Segundo Fernandez-Torres
et al. (2011) e Zhao et al. (2018), a combinacdo de acetonitrila e agua como
solventes extratores equilibra e diversifica a extracdo de um maior niamero de
analitos alvo, mas pode dificultar a precipitagdo de compostos indesejaveis e

causadores de efeito matriz, como as proteinas soluveis em agua.
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Tabela 8 — Limite de deteccédo (LD), limite de quantificacdo (LQ), recuperacdo e
precisdo dos antibidticos para amostras de sedimentos

Recuperacgdo (%)

Intradia Interdia
Antibiéticos LD LQ
peke' mgke’ 20 50 200 200
ngkg® €V pgkg? &V opgkgt &V opgkg? CV
(%) (%) (%) (%)

Tetraciclinas
CTC 1,17 3,92 106,09 1,61 99,56 3,55 108,99 3,49 75,71 1,34
OoTC 1,07 3,57 125,11 1,26 154,88 3,12 154,38 7,7 148,17 0,39
TC 0,37 1,23 119,36 2 141,31 3,79 146,39 12,6 107,99 0,41
Sulfonamidas
SDM 0,46 1,53 104,3 5,18 79,57 2,57 81,54 6,98 81,59 1,04
SMz 0,55 1,82 97,21 2,86 70,59 3,47 70,34 2,74 83,64 0,87
STZ 1,3 4,35 113,02 8,19 978 0,72 83,36 0,84 71,27 1,2
Fluoroquinolonas
CFX 1,17 3,9 93,4 6,56 89,49 1,59 108,41 4,55 72,27 0,42
EFX 0,37 1,25 99,86 1,91 74,45 45 93,18 8,58 98,27 0,61
NFX 0,64 2,15 110,41 2,31 99,98 2,29 110,55 6,9 82,26 0,41
SAR 1,32 4,41 80,76 2,4 93,87 2,35 103,4 8,75 79,55 0,45
Anfenicdis
CAP 4,8 15,99 103,31 3,27 92,39 3,26 92,76 0,68 81,86 1,22
FF 0,8 2,67 109,83 1,76 99,32 1,35 70,7 1,7 85,64 3,79

De modo geral, os resultados de recuperacdes ineficientes observados para
classe das tetraciclinas e fluoroquinolonas nas 3 matrizes, podem estar relacionados
também a ions metalicos quelados, que eluem com tempo de retencdo muito
préximos, indicando presenca de certos componentes da matriz no extrato e explica
variacOes de efeito matriz entre inje¢des (LI; KIJAK, 2011). Para contornar o efeito
matriz em certa extensdo em métodos multiclasses e multiresiduos, o uso de padrédo
interno, construcdo de curva matrizada, reducdo da vazao, diluicdo da amostra,
melhoramento da resolucdo cromatografica ou limpeza dos extratos antes da
analise, sdo préaticas recomendadas, porém ainda sujeitas as dificuldades impostas
por uma ampla diversidade de particularidades em propriedades fisico-quimicas dos
analitos (LI; KIJAK, 2011; ZHOU-JL et al., 2012; FEDOROVA et al., 2014). O uso de
padrdes internos, especialmente padrées isotdpicos, tem alto custo e nem sempre
estao disponiveis para 0 uso proposto. Além disso, em métodos para determinacao
de multiclasses e multiresiduos, mais de um padrao interno pode ser necessario,

porém em todos os casos, podem facilitar e corrigir as variagdes (DIAZ-CRUZ;
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BARCELO, 2005; FEDOROVA et al., 2014). Em SPE, a presenca de componentes
da matriz ou de outros analitos em altas concentracbes pode levar & adsorgcédo
competitiva ou dessorcdo seletiva, levando a possiveis erros no processo de
particdo (RIDGWAY et al., 2007; PRESTES et al., 2013).

Tabela 9 — Limite de deteccdo (LD), Limite de quantificacdo (LQ), recuperacdo e
preciséo dos antibiéticos para amostras de camaréo

Recuperacgdo (%)

Intradia Interdia
Antibiéticos LD LQ
ngke® ugkg’ 39 50 200 30
ngke? &V pgkg? &V opugkg? CV opgkg? CV

(%) (%) (%) (%)
Tetraciclinas
CTC 1,73 577 101,55 3,69 826 2,32 663 1,08 85,71 5,06
oTC 1,47 491 110,03 575 88,29 4,31 63,43 11,1 79,97 4,82
TC 1,05 3,5 115,12 4,22 124,42 9,75 74,15 3,44 86,54 6,66
Sulfonamidas
SDM 0,63 2,08 119,75 2,03 117,01 1,52 108,63 1,94 120 1,27
Smz 0,78 2,59 112,61 3,53 108,42 1,98 101,44 2,43 115,89 3,06
STZ 3,61 12,05 107,51 1,55 101,68 5,4 1054 10,9 101,27 13
Fluoroquinolonas
CFX 1,5 5,01 92,21 4,73 77,53 5,63 98,12 2,33 095,77 9,15
EFX 0,37 1,24 100,7 5,85 84,25 1,11 7985 4,39 92,19 1,75
NFX 2,22 7,42 86,15 1,78 71,44 8,3 82,65 3,56 90,28 3,44
SAR 1,96 6,55 116,07 6,96 121,35 6,16 100,51 1,45 111,55 3,33
Anfenicois
CAP 1,36 4,55 117,63 11,5 119,51 8,67 111,37 5,25 116,54 8,94
FF 0,65 2,16 114,89 0,66 11866 2,11 102,95 0,85 114,3 2,18

5.5.4 Estabilidade de longa duracao

Os antibidticos exibiram diferentes estabilidades em funcdo da classe
quimica, concentracao, tipo de matriz e tempo de armazenamento. Em namero de
ocorréncia, em musculo de camardo, a exibicdo de estabilidade foi superior,
comparada a agua e sedimentos (Anexos A, B e C). No total, 8 antibiéticos em
musculo de camardo, mantiveram-se estaveis na menor concentracéo (50 pg kg™)
nos tempos de armazenamento tl e t2 (CTC, TC, SDM, SMZ, STZ, EFX, CAP e FF).
Com excecdo de STZ (t1) e CTC (t1 e t2), o mesmo grupo, conferiu estabilidade na
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maior concentracdo (300 pg kg™) nos dois tempos. No estudo de estabilidade de
antibidticos realizado por Rezk et al. (2015), o armazenamento durante 2 semanas
de tecido muscular de tildpias (Oreochromus niloticus) a -20°C manteve a
estabilidade para os antibidticos CFX, SDM e FF nas 3 concentracdes avaliadas
(1,5 (SDM) a 90 (CFX) ng g*). Vardali et al. (2018), encontraram estabilidade para
CTC e TC em amostras de musculo de robalo europeu, fortificadas em 100 pg kg™
apos 11 dias de armazenamento a -30°C. O critério adotado considerou aceitavel,
degradacéao inferior a 11% em relacdo a t0. Observaram ainda, estabilidade para
OTC, CFX, EFX e NFX ap6s 17 dias de armazenamento na concentracdo de
100 pg kg™ e ap6s 20 dias para SAR na concentracdo de 30 pg kg™.

A agua acondicionada em cartuchos SPE, apresentou em tl, 7 antibiéticos
estaveis, na menor concentracdo (30 ng mL™?), dos quais fizeram parte CTC, TC,
SDM, SMZ, STZ, EFX e SAR. No mesmo tempo, a estabilidade foi observada
apenas para TC e SAR na maior concentracéo (60 ng mL™). Em t2, apenas na maior
concentracdo (60 ng mL™) foram observadas estabilidade para SDM, SMZ, STZ,
NFX e FF. No estudo de Llorca et al. (2014), agua deionizada fortificada em 10 ng
mL™? e acondicionada em cartuchos SPE Oasis HLB (60 mg, 3 ml; Waters)
apresentaram estabilidade para SDM e EFX apdés 1 semana de armazenamento
a -20 °C e até 12 semanas para STZ. No mesmo estudo, ndo obtiveram
estabilidade para CTC, OTC, TC, CFX e NFX nos 3 periodos de armazenamento
avaliados (1, 2 e 12 semanas). A estabilidade de 1 pg L™ de SDM e SMZ em &gua
Milli-Q® acondicionada em cartuchos SPE Oasis HLB (60 mg, 3 ml; Waters) também
foi confirmada por Carlson et al. (2013) ap6s 576 dias de armazenamento a -20°C.
As perdas foram até 18%, comparado aos resultados em t0.

Em sedimentos, o numero de antibiticos estaveis foi mais visivel na maior
concentracdo (300 pg kg™?) e no tempo t1 de armazenamento (CTC, TC, CFX, NFX,
SAR, CAP). Os antibidticos, TC e CAP (t1) e CTC e FF (t2), apresentaram
estabilidade nas concentracdes de 50 e 300 pg kg™. Ha caréncia de estudos
recentes com enfoque analitico na estabilidade de longa duracdo de antibiéticos em
sedimentos e solos armazenados. Samuelsen et al. (1994), observaram estabilidade
para OTC e SDM em sedimentos marinhos, fortificados com 50 pg g e mantidos
a -20 °C durante 180 dias.
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Segundo Llorca et al. (2014) e Carlson et al. (2013), problemas na
estabilidade podem ser contornados pela adigcdo de padrdes internos nas amostras,
apos coleta e antes das andlises, um recurso que monitora as perdas no
armazenamento e normaliza os resultados finais. No entanto, o0s autores
reconhecem, sob o ponto de vista prético, as inviabilidades comerciais e financeiras

para implementacéo dessa abordagem.

5.6 Parametros fisico-quimicos da agua

Os parametros fisico-quimicos de qualidade da agua foram avaliados em
cada ponto de coleta e os resultados estdo apresentados na Tabela 10. Os valores
encontrados foram também comparados com os valores especificados pela
Resolugdo N° 357 de 2005 do Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA)
para aguas salinas Classe |, destinadas a aquicultura e atividade de pesca (BRASIL,
2005).

A checagem dos parametros de temperatura, oxigénio dissolvido, pH e
salinidade, sao rotina diaria nos viveiros de engorda e auxiliam o produtor na tomada
de decisdes e acdes corretivas necessarias a manutencao das condi¢des ideais de
cultivo, incluindo renovagéo da agua, fertilizagédo e calagem (ABCCAM, 2017b).

As medicdes de temperatura nos viveiros de engorda apresentaram valores
dentro da faixa ideal recomendada de 26 a 33 °C para superficie (ABCCAM, 2017b),
mesmo sendo observado um pequeno desvio, intrinseco as medi¢cdes (erro
sistematico e erro aleat6rio), de 0,2°C acima da faixa ideal no viveiro da Fazenda 5.
Nos demais pontos de coleta a temperatura variou de 30,3 a 33,4 °C a montante e
de 30,2 a 33,4 °C a jusante. A temperatura da agua tem papel fundamental para o
metabolismo dos crustaceos, crescimento e sobrevivéncia, consumo de oxigénio,
ciclo de muda e resposta imunoldgica (FERREIRA; BONETT; SEIFFERT, 2011)
(Tabela 10).

Com excecéo do pH de 9,29 observado no viveiro da Fazenda 1, os demais
viveiros apresentaram valores entre 7,10 a 8,59 e estiveram dentro da faixa de 7 a 9
recomendada para criagdo de camardes (ABCCAM, 2017b). Os valores a montante
e a jusante dos viveiros ficaram na faixa de 7,51 a 858 e 7,36 a 8,55,
respectivamente. De acordo com o padrdo de pH para aguas salinas Classe |,

recomendavel pelo CONAMA 357, ficaram fora de 6,5 a 8,5, os pontos da
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Fazenda 1, de viveiro e a montante, e viveiro e montante/jusante da Fazenda 5,
porém com desvios de baixa significancia, intrinsecos as medi¢des (erro sistematico

e erro aleatorio), (Tabela 10).

Tabela 10 — Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de agua nos diferentes
pontos de coleta em cada fazenda de cultivo de camaré&o

Fazenda T°C pH ORP oD CE (pS STD Turb SAL
(REDOX) (mgl’) cm’@ (mgL’) (NTU) (ppt)
25°C)
1-v 30,0 9,29 +0253,0 7,12 70657 45927 82,80 35,32
1-M 30,3 8,58 +0387,4 8,31 59774 38853 12,50 29,88
1-) 30,2 7,48 +0448,4 6,55 73463 47750 50,50 36,73
2-V 32,0 7,99 +0177,8 8,38 78385 50949 5,1 39,18
2-M 31,2 7,51 +0141,9 8,14 57414 37319 14,60 39,69
2-) 31,5 7,36 +0128,5 7,87 52800 34320 8,80 26,40
3-V 32,1 8,03 +0175,6 8,50 76969 50029 5,40 38,48
3-M 33,4 8,14 +0151,5 - 50198 32628 3,90 -
3-J 33,4 8,02 +0139,6 3,42 50198 32628 21,60 25,09
4-v 31,3 7,10 +0126,6 6,92 83946 54564 36,20 41,97
4-M 31,4 7,88 +0139,0 6,85 54589 35482 27,00 27,29
4-) 32,9 7,85 +0106,8 6,87 37455 24345 64,90 18,72
5-v 33,2 8,59 +0140,0 8,98 72428 47078 41,70 36,21
5-M/) 33,0 8,55 +0118,3 6,81 63497 41273 38,10 31,74

*V=Viveiro; M=montante dos viveiros; J=jusante dos viveiros; ORP=potencial de oxi-reducao;
OD=oxigénio dissolvido; CE=condutividade elétrica; STD=s0lidos totais dissolvidos; Turb=Turdidez;
SAlL=salinidade;

O potencial de oxi-reducdo (ORP) mede a capacidade de uma substancia
ganhar ou perder elétrons. Valores positivos indicam que o ambiente estd oxidado,
portanto, € um parametro ligado ao parametro de oxigénio dissolvido (OD) (USEPA,
2017a). Os valores encontrados nos viveiros e nos pontos a montante e a jusante,
variaram respectivamente, de +0126.6 a +0253.0, de +0118.3 a +0387.4 e +0106.8 a
+0448.4 (Tabela 10).

O oxigénio dissolvido (OD) é a quantidade de oxigénio presente na agua por
meio da atmosfera e de plantas aquéticas. E um indicador direto da capacidade de
um recurso aquatico de apoiar a vida aquatica. O oxigénio dissolve-se mais em
adguas correntes ou sob baixas temperaturas. A decomposicdo de materiais
organicos promove um consumo de OD pelos microrganismos aerdbios e a medida
gue os niveis de OD diminuem, alguns animais sensiveis podem ter reflexos na

saude ou até morrer (USEPA, 2019). A maior concentracdo de OD foi observada no
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viveiro da Fazenda 5 com valor absoluto de 8,98 mg L. Nos demais viveiros, os
valores variaram entre 6,92 a 8,50 mg L™. As altas concentracées observadas para
as respectivas temperaturas estdo sob provavel influéncia da forte incidéncia de
ventos na superficie aquatica, baixa profundidade dos viveiros e um ambiente rico
em algas. Resultados semelhantes com concentragbes de OD variando entre 10,4 e
8 mg L™ foram obtidas por Chen et al. (2015) em viveiros de cultivo de camar&o
(Fenneropenaeus penicillatus), na llha de Hailing, Sul da China, com a temperatura
da agua em 28,19 e 29,87 °C, respectivamente. Em medi¢cdes em superficie, valores
de concentracdo maiores que 5 mg L™ séo considerados os ideais para criacdo de
camardes (ABCCAM, 2017b). De acordo com o CONAMA 357, apenas 0 ponto a
jusante da Fazenda 3 ficou com concentracdo abaixo do padrdo de 6 mg L™,
recomendavel para aguas salinas Classe |. O baixo valor observado pode estar
ligado ao ambiente Iéntico, baixo volume e a carga organica caracteristica em canal
de drenagem. A leitura de OD a montante da Fazenda 3, n&do foi apresentada por
problema de memorizacdo do dado na sonda Aquared (Tabela 10).

A condutividade € a medida da capacidade da agua de passar uma corrente
elétrica e esta relacionada a presenca de sais e outras substancias inorganicas
dissolvidas na agua. Altos valores em condutividade elétrica, pode indicar que o
ambiente esta sob influéncia de fontes de poluicdo. Entretanto, em aguas salinas, a
presenca de ions ocorrendo naturalmente, fez desse parametro um controle de
qgualidade para analise de salinidade e para sélidos totais dissolvidos, diretamente
relacionadas (USEPA, 2019). Os valores encontrados nos viveiros e nos pontos a
montante e a jusante variaram respectivamente, de 70657 a 83946, de 50198 a
63497 e 37455 a 73463 uS cm™, todos coerentes com os valores encontrados para
salinidade e solidos totais dissolvidos (Tabela 10).

As analises de solidos totais dissolvidos (STD) apresentaram maiores valores
absolutos nos viveiros de engorda que nos demais pontos de coleta, e variaram de
45927 a 54564 mg L™, em razéo principalmente da presenca de residuos de racéo,
carapacas, fezes dos camardes e biomassa de plancton morta, acumulados durante
o cultivo (ABCCAM, 2017a). As Fazendas 2 e 4 apresentaram valores absolutos de
STD maiores a montante que a jusante, e variaram de 35482 e 37319 mg L™ para
montante, contra 24345 e 34320 mg L™ a jusante, respectivamente. A Fazenda 1
apresentou menor valor para montante e maior valor para jusante, 38853 e

47750 mg L*. Os STD englobam matéria organica, minerais e substancias
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inorganicas dissolvidas na agua e a andlise se relaciona diretamente com a
condutividade elétrica e turbidez, sendo que maiores valores de condutividade
elétrica e turbidez sdo esperados quando encontrados resultados com altos valores
para STD. No entanto, na pratica ndo foi observado essa correlagcdo com a turbidez
a jusante das Fazendas 3 e 4, pela provavel presenca de material particulado ndo
dissolvido (Tabela 10).

O parametro de turbidez determina a dispersdo de luz passada através de
uma amostra. A turbidez € causada por matéria suspensa e coloidal, como argila e
lodo, matéria organica, inorganica e organismos microscopicos (USEPA, 2017b).
Aguas mais claras permitem que mais luz solar atinja a vegetacdo aquéatica
submersa e melhore assim, os niveis de OD. A turbidez elevada provocada por
atividades humanas, pode ser prejudicial aos ecossistemas aquaticos, sufocando os
habitats costeiros, enterrando comunidades bentbnicas e alterando os padrdes de
crescimento das algas (USEPA, 2019). A presenca de 12 aeradores de palhetas no
viveiro da Fazenda 1 contribuiu para turbidez de 82,80 NTU, o maior resultado em
valor absoluto encontrado em viveiros. Nas demais fazendas, a variacao dos viveiros
foi de 5,1 a 41,7 NTU. Os pontos a montante variaram de 3,9 a 38,1 NTU e a jusante
de 8,8 a 64,90 NTU (Tabela 10)

Salinidade (SAL) é o contetdo de sal dissolvido em um corpo de 4gua e um
forte contribuinte para a condutividade. Excesso de salinidade pode ocorrer em
areas onde a evaporacdo é alta e ha descargas de aguas residuais. Niveis
flutuantes de salinidade podem ser prejudicias a comunidade aquatica adaptadas as
concentracOes e variacoes toleradas. A salinidade tem papel na identificacdo se um
determinado local de estudo é parte de um sistema estuarino ou costeiro (USEPA,
2019). Os resultados observados nos viveiros estiveram entre 35,32 a 41,97 ppt. Em
medi¢cbes em superficie, valores de 15 a 25 ppt e, em profundidade de 0,5 a 60 ppt,
sdo considerados ideais para criagdo de camarbes (ABCCAM, 2017b). De acordo
com o CONAMA 357, 4guas salinas apresentam salinidade igual ou superior a
30 ppt. Se superior a 0,5 e inferior a 30 ppt sdo classificadas como salobras. As
variacbes absolutas do padrdo de aguas salinas observadas entre os pontos a
montante, viveiro e jusante das Fazendas 2, 3 e 4 se devem a presenca de conexao
de mangue e riachos na captagcdo e drenagem, contribuindo para diluicdo da
salinidade. As corregdes quimicas necessarias a manutencdo dos padrdes de

gualidade da &agua dos viveiros, além da condicdo de ambiente |éntico e sob
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influéncia de evaporagao, podem ser a razao da salinidade nesses pontos terem
sido maiores que nos demais a montante e a jusante estudados. A leitura da SAL a
montante da Fazenda 3, néo foi apresentada por problema de memorizacao do dado

na sonda Aquared (Tabela 10).
5.7 Determinacgéo de antibidticos em amostras de agua

Em &gua, residuos de SDM e FF foram os Unicos antibidticos detectados e
quantificados (Tabela 11). Considerando o fator de concentracdo do método de
1000 vezes, os resultados foram expressos em ng L. A SDM foi exclusiva em
viveiro da Fazenda 4 e foi detectada em concentracdo de 23,4 ng L™. O FF exibiu
distribuicdo espacial e foi quantificado em viveiros, a montante e jusante nas
Fazendas 1, 2 e 3. Entretanto, diante do comportamento observado no estudo de
estabilidade, os resultados, principalmente em baixa concentragéo, podem estar sob
influéncia de efeito matriz. Os resultados observados para FF nos pontos de viveiro
(169,16 ng L) e a jusante (21,35 ng L™) da Fazenda 1; viveiro (175,77 ng L™,
montante (22,63 ng L") e jusante (58,15 ng L) da Fazenda 2; e viveiro
(10,78 ng L™Y) e jusante (21,18 ng L™ da Fazenda 3 apresentaram diferencas
significativas (p<0,05). No comparativo dos resultados de FF entre fazendas e
pontos de coleta, houve diferencas significativas (p<0,05) entre os viveiros das
Fazendas 1, 2 e 3. Os residuos de FF a jusante da Fazenda 2 (58,15 ng L™) foram
superiores em concentracdo e Unicos em diferenca significativa (p<0,05) no
comparativo dos pontos a jusante. Residuos de FF a montante foi observado apenas
na Fazenda 2 em nivel de 22,63 ng L™.

As amostras de viveiros das Fazendas 1 e 2 com concentracfes acima da
curva analitica, foram diluidas em proporcdo com solucdo de metanol e agua
(20:80, v/v) com 0,1% &cido férmico, para ajuste das areas dos picos na regido
central da curva analitica. Os fatores de diluicdo envolvidos foram considerados no
calculo das concentragoes.

A pratica de reutilizacdo da agua da lagoa de sedimentacédo pela Fazenda 2,
pode ter sido a razédo da retroalimentacdo do residuo de FF evidenciado a montante
(lagoa de captacdo) nessa propriedade. Além disso, dentre os pontos a jusante, foi 0

Unico a exibir diferenca significativa (p<0,05) comparado as demais fazendas.
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Tabela 11 — Residuos de antibiéticos com deteccédo e quantificacédo

Pontos Agua Sedimentos Musculo de Camarao
Fazenda 4o SDM FF OTC EFX NFX OTC SDM EFX NFX FF
Coleta ng L ug kgl ug kg™
\ - 169,16 + 2,52° - - - - - - S
1 M - - - <La <La - - - S
J - 21,35+ 1,18° - - - - - ; S
\ - 175,77 + 2,26" - - - - - - .
2 M - 22,63 +0,63° - - - ] ..
J - 58,15 +1,22° - - - - - L
\ - 10,78 + 0,64° - - - - - . -
3 M - - <lQ <lQ <LQ - - L
J - 21,18 +0,46° - - . - - . .
V 23,4028 - - - . . R L
4 M - - - - - - - - - -
J - - - - - - - - - -
5 v i i i i i i i S

MO - -

*V=Viveiro; M=montante dos viveiros; J=jusante dos viveiros; LQ=limite de quantificacéo;

Os valores sédo representados pela média + desvio padrdo (n = 3). AE Médias com diferentes
sobrescritos em coluna sao significativamente diferentes (p<0,05). MSD = 3,8868, pelo teste de
Tukey.

JA a auséncia de retroalimentacdo do FF na Fazenda 1, pode estar
relacionada as praticas diferenciadas de reutilizacdo da agua da lagoa de
sedimentacao, incluindo desde o atendimento de tempo de caréncia dos efluentes a
proporcdes de reuso, fatores de diluicdo e condicbes melhoradas na degradacao
dos residuos no local, tais como processos oxidativos, hidrélise, fotodegradacéo e
biodegradacdo microbiana (KUMMERER, 2009), que interferiram na detectabilidade
analitica.

Na Fazenda 3, a concentracdo superior de FF a jusante, comparada ao
viveiro, pode ter sido influenciada pela condicdo de ambiente Iéntico presente no
canal de drenagem, baixo volume e evaporagcdo favorecida pelas condigbes
climaticas caracteristicas do nordeste brasileiro, bem como a retroalimentacéo
promovida pela acao das marés e a recepcao de efluentes de outros viveiros.

Estudos recentes confirmam a variabilidade e opc¢des de antibioticos
empregados na carcinicultura (CHEN et al., 2015; LI et al.,, 2016; ZHANG et al.,
2018; YUAN et al., 2019).
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Residuos de SDM detectados na Fazenda 4, ndo foram observados por Chen
et al. (2015), em amostras de aguas de viveiros de cultivo de camardo jovens e
adultos (Fenneropenaeus penicillatus), na llha de Hailing, Sul da China. No entanto,
identificaram amplo uso de OTC, TC e CFX em viveiro de camardes jovens.
O maior nivel detectado foi de OTC (15163 ng L™), seguido de TC (2305 ng L™) e
CFX (186 ng L™).

No estudo de distribuicdo temporal de residuos de EFX, NFX, TC, OTC e FF
em amostras de 4gua de viveiros de cultivo de camaréo (Litopenaeus vannamei), na
regido da Baia de Hangzhou, Oeste da China, Yuan et al. (2019) verificaram maior
abundancia para NFX variando de 15,2 a 115,28 ng L™*. Residuos de EFX nao foram
detectados. A TC variou entre 9,89 a 34,11 ng L e OTC de 12,35 a 38,33 ng L™.
Os residuos de FF variaram de 0,48 a 47,97 ng L™ e foram semelhantes aos
verificados para os pontos a jusante das Fazendas 1 e 3, porém inferiores quando
comparado aos resultados dos viveiros das Fazendas 1 e 2.

Residuos de FF observados por Li et al. (2016) em amostras de agua de
mangue de regido com forte atividade em cultivo de peixes e camarfes em Gaogiao,
China, variaram de 0,15 a 34,8 ng L™ e foram semelhantes aos resultados dos
pontos a jusante e montante das Fazendas 1, 2 e 3. No mesmo estudo, as amostras
de agua de mangue também apresentaram residuos de CTC, OTC, TC, SMZ, CFX,
EFX e NFX e variaram entre 9,38 (NFX) a 198 (CTC) ng L™.

No estudo de distribuicdo espacial e temporal dos residuos de antibiéticos em
amostras de agua de pisciculturas de tilapias (Oreochromus niloticus) de Santa Fé
do Sul, Sédo Paulo, Brasil, Monteiro et al. (2016), observaram uso de OTC e FF e
perfil de diluicdo entre os pontos de coleta. Os resultados obtidos para os 4 tempos
e 3 distancias de amostragem, variaram entre 10 a 7993 ng L™ para OTC e 10
a 425 ng L™ para FF. Os residuos de FF apresentados, com excec¢éo do resultado
de 425 ng L™, foram inferiores, comparados aos resultados obtidos para as 4guas de

viveiros das fazendas criadoras de camardo 1 e 2.
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A presenga dessas porgcdes remanescentes no ambiente somadas as
particularidades das moléculas em ndo serem afetadas pelos efeitos imediatos de
degradacéo bidtica e abiotica, contribuem para a pressao seletiva e desenvolvimento
da resisténcia microbiana e genes resistentes a antibioticos, duas preocupacdes de
consequéncia de perda de eficacia dos compostos com impactos diretos na saude
publica e economia mundial. O tempo de tratamento de infec¢cBes por bactérias
resistentes se prolongam e outros farmacos séo exigidos, geralmente mais caros e
mais toxicos, e em alguns casos, ndo dao respostas a nenhum dos antibiéticos
conhecidos (KUMMERER, 2009; DOYLE et al., 2013; CHEN et al., 2015; FAO,
2016b; ECDC, 2017; SU et al., 2017; SANTOS; RAMOS, 2018).

Cepas de bactérias do género Vibrio, espécies V. cholerae, Vibrio
coralliilyticus e V. parahaemolyticus isoladas da agua do estuario de Aracau/CE —
Brasil, regido produtora de camardes (Litopenaeus vannamei) apresentaram multipla
resisténcia a perfis contendo florfenicol (25 pg) combinado a ampicilina (10 pg),
cefalotina (30 pg) e nitrofurantoina (300 ug), além de oxitetraciclina (30 ug) e
tetraciclina (30 pg) (ROCHA et al., 2016). Carvalho et al. (2013) identificaram cepas
de Salmonella resistentes a ampicilina (>640 ug), oxitetraciclina (64-1024 ug),
tetraciclina (64-256 pg) e nitrofuran (>12800 pug) em amostras de agua e sedimentos
coletados em lagoas de criacdo de camarfes (Litopenaeus vannamei), localizadas
no estuéario do Rio Jaguaribe, cidade de Jaguaruana-CE, Brasil.

Su et al. (2017) identificaram em sistema de cultivo de camardes Litopenaeus
Vannamei no sul da China, que genes (sull, gnrD, cmlA e floR) responséaveis pela
conferéncia de resisténcia aos antibioticos mais comuns, aumentam de 4 a 19 vezes
no trato intestinal de camarfes adultos quando comparado a camarfes juvenis.
Yuan et al. (2019) também detectaram abundancia dos genes sull e tetC em
amostras de agua e sedimentos de viveiros de cultivo de camardo (Litopenaeus
vannamei), na regido da Baia de Hangzhou, Oeste da China. No estudo de Elbashir
et al. (2018), dados reforcam a probabilidade de patdgenos resistentes
serem veiculados pelos alimentos de origem marinha, visto os 1701 casos
reportados de doencas transmitidas pelo consumo de alimentos contaminados por
V. parahaemolyticus, Salmonella e Staphylococcus aureus, ocorridos entre 1998 a
2015, nos Estados Unidos.
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5.8 Determinagéo de antibidticos em amostras de sedimentos

Residuos de OTC, EFX e NFX foram os uUnicos antibidticos detectados em
sedimentos e tiveram ocorréncia apenas nas Fazendas 1 e 3 a montante dos
viveiros e em niveis < LQ. (Tabela 11). Entretanto, os resultados podem estar
subestimados diante do comportamento observado no estudo de estabilidade e ao
efeito matriz conferido para OTC nos ensaios de recuperacdo. A deteccdo dos
antibioticos em sedimentos a montante das Fazendas 1 e 3, podem estar
relacionados a acumulos de retroalimentacdo das préprias fazendas ou de outras
vias antropogénicas externas as propriedades, pelo fato da OTC e NFX serem de
uso comum na saude humana. Soma-se ainda, a influéncia e capacidade diminuta
das fluoroquinolonas na degradacédo biotica e abidtica (RUSU et al., 2014; LI et al.,
2016). Segundo, Seifrtovd et al. (2009), Zhou-lj et al. (2012) e University of
Hertfordshire (2019), diferente das sulfonamidas e anfenicdis, os antibiéticos das
classes das tetraciclinas e fluoroquinolonas sdo mais propensos ao fenébmeno de
sorcao e baixa mobilidade em solos e sedimentos. A persisténcia de antibidticos em
sedimentos marinhos varia de >185 dias para OTC (HOSSAIN; UDDIN;
FAKHRUDDIN, 2013) e > 21 dias para NFX (THUY et al., 2013).

A ndo deteccdo dos antibidticos SDM e FF em sedimentos pode ter sido
diretamente influenciada pela profundidade empregada na coleta. Por serem
moléculas com caracteristicas de mobilidade, as concentracdes superficiais ao
diminuirem pela lixiviacdo podem ter trazido impactos na deteccdo e quantificacéo
analitica. Baseado no coeficiente de adsor¢do normalizado pelo carbono orgéanico
(Koc) € na solubilidade em agua, SDM é levemente movel em solos (Ko=1672) e
moderadamente soltvel em agua a 20 °C (343 mg L ™). J4 o FF tem alta solubilidade
(1320 mg L™) e alta mobilidade (K,:=38), (UNIVERSITY OF HERTFORDSHIRE, 2019).
Os antibidticos da classe das sulfonamidas (SAs) e alguns dos anfenicéis, como FF,
s&o moveis no solo devido a sua baixa capacidade de sorcdo, (SEIFRTOVA et al.,
2009; ZHOU-LJ et al., 2012; UNIVERSITY OF HERTFORDSHIRE, 2019). Além disso,
as SAs sao persistentes e prevalecem em meio aquatico (LI et al., 2014; LI et al.,
2018b).

Em sistemas aquaticos a distribuicdo de antibidticos nas fases agua-
sedimento é dependente das propriedades fisico-quimicas dos compostos, do

carbono organico total, pH e salinidade da agua, bem como do teor de carbono
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organico, textura, didmetro das particulas e capacidade de troca catibnica dos
sedimentos. A matéria organica desempenha um papel importante na regulacdo da
distribuicdo de antibibticos entre as fases agua-sedimento, provavelmente devido a
complexacdo de antibioticos com grupos funcionais de superficie. Quanto menor o
didmetro das particulas dos sedimentos, maior é a superficie de contato e sitios de
sor¢ao. Materiais particulados suspensos na coluna d’agua interferem na sorgédo em
sedimentos e diminuiu a concentracdo de antibioticos na fase agua. (ZHOU-JL et al.,
2012; LIANG et al., 2013; SHI et al., 2014; CHEN et al., 2015; LI et al., 2016; LI et
al., 2018b).

Um total de nove antibiéticos do escopo analitico do presente estudo
(CTC, OTC, TC, SMZ, CFX, EFX, NFX, CAP e FF) foram detectados por Li et al.
(2016) em sedimentos superficiais (0-5 cm) de mangue de Gaogiao-China, regido de
cultivo de peixes e camardes. Comparados aos resultados de OTC, EFX e NFX,
detectados em niveis <LQ a montante das Fazendas 1 e 3, os residuos variaram de
1,55 a 17,5 (OTC); 24,4 a 444 (EFX) e 6,29 a 459 (NFX) pg kg™ nos sedimentos de
mangue. Os demais residuos foram detectados com variacdes entre 0,08 (FF) a
158 (CFX) ug kg™.

Assim como observado para os resultados de SDM e FF em sedimentos e
aguas nos pontos das Fazendas 1, 2, 3 e 4, no estudo de Chen et al. (2015),
também nao foram detectados em sedimentos (0-30 cm), os residuos de OTC
(15163 ng L™), TC (2305 ng L™) e CFX (186 ng L™), detectados em &gua de viveiros
de criagcdo de camardo (Fenneropenaeus penicillatus) na llha de Hailing, Sul da
China, evidenciando as complexidades dos ambientes aquaticos na distribuicdo de
antibidticos nas fases agua-sedimento.

No estudo de distribuicdo temporal de residuos de antibiéticos em amostras
de sedimentos (0-10 cm) de viveiros de cultivo de camaréo (Litopenaeus vannamei)
da regido da Baia de Hangzhou, Oeste da China, Yuan et al. (2019), obtiveram
resultados superiores para os residuos de EFX, NFX e OTC comparados aos
observados a montante das Fazendas 1 e 2, e variaram de 0,23 a 2,05 para EFX;
5,20 a 13,60 para NFX e 0,75 a 4,36 ng g™ para OTC. Residuos de NFX foram os
mais abundantes dentre os residuos avaliados na distribuicdo temporal em
sedimentos e agua. Apesar de ndo terem sido detectados em agua de viveiros,

residuos de EFX foram detectados em sedimentos nos 3 meses de avaliacao.
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Os antibitticos, TC e FF tiveram ocorréncia tanto na agua dos viveiros quanto em
sedimentos e variaram entre 0,84 a 5,42 (TC) e 0,1 a 2,05 (FF) ng g™.

Residuos de OTC foram predominantes no estudo em sedimentos de
pisciculturas de tilapias (Oreochromus niloticus) de Santa Fé do Sul, Sdo Paulo,
Brasil, realizado por Monteiro et al. (2016). Na avaliacdo da distribuicdo espacial e
temporal, os resultados obtidos para OTC nos 4 tempos e 3 distancias de

amostragem, variaram entre 11 a 7343 pg kg™.

5.9 Determinacéo de antibidticos em amostras de camaréo

N&o houve deteccdo de nenhum dos antibiéticos avaliados em musculo de
camardo (Tabela 11). A auséncia verificada, inclusive para os residuos de SDM e
FF, detectados em &gua, evidenciaram os preparativos para a fase de despesca da
producdo e o atendimento dos tempos de caréncia, pés-aplicacdo dos antibidticos
nos viveiros. De acordo com Rico et al. (2013), as recomendacdes de uso de FF em
cada ciclo de cultivo de camardes, é de 10-20 mg kg™ de peso corpéreo, em periodo
de 5 a 7 dias de tratamento. As diferencas verificadas de auséncia e presenca dos
residuos, no tecido muscular e na agua dos viveiros, é devido as caracteristicas de
complexidade intrinsecas das matrizes e as influéncias que exercem na
sensibilidade analitica, (LQs em pg kg * e ng mL™), além dos fatores associados de
metabolizacdo das moléculas apds ingestdo do animal. Diferentes autores afirmam
que até 90% da dose de antibiéticos administrada tanto em humanos como em
animais podem ser excretadas na forma original ou pouco metabolizadas (SARMAH
et al., 2006; KUMMERER, 2009); REGITANO; LEAL, 2010; GAO et al., 2012a; PAN:;
CHU, 2017; FAO, 2017a).

Resultados semelhantes para SDM e FF observados nas Fazendas 1, 2, 3 e
4, foram obtidos por Zhang et al. (2018), em amostras de agua, sedimentos e
musculo de camarao (Litopenaeus vannamei) variando em pesos de 3,2 a 40,3 g,
coletados em viveiros de cultivo de 7 fazendas produtoras da regido do Golfo de
Beibu, China. Residuos de SDM e FF estiveram presentes apenas na matriz agua e
variaram de <LQ a 1,88 e 3,73 a 578 ng L™, respectivamente. Observaram ainda
distribuicdo espacial e perfil de diluicAo de residuos de FF nas proximidades
de 4 pontos de coleta de 4gua de estuario, 2 pontos costeiros e em 3 de mar aberto,

variando entre 4,92 a 460; 5,08 a 5,2 e 0,40 a 0,51 ng L™, respectivamente.
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Foram também detectados nos viveiros, SMZ em agua e camardes; NFX, CFX e
EFX nas trés matrizes; e CAP em agua e sedimentos. Todos os residuos dos
antibiéticos em cada matriz variaram de <LQ a 182 ng L™ (CFX) em &gua; <LQ a
52,5 ng g (NFX) em sedimentos, e <LQ a 4,4 ng g™ (NFX) em camardes.

No estudo de Chen et al. (2015), residuos de OTC foram detectados em
musculo de camarao jovens (32,1 ng g*) e na agua (15163 ng L™) de viveiros de
cultivo de camarao (Fenneropenaeus penicillatus) na llha de Hailing, Sul da China.
No entanto, ndo observaram em musculo, os residuos de TC (2305 ng L™) e CFX
(186 ng L™) detectados na agua. Detectaram também residuos de EFX em camaréo
jovens (149 ng g™%) e adultos (1,5 ng g™).

Residuos de OTC e FF foram observados por Monteiro et al. (2015) em tecido
muscular de tilapias (Oreochromus niloticus) coletadas de 4 pisciculturas de
importante regido produtora do Estado de S&ao Paulo, Brasil. Dentre as 36 amostras
avaliadas, 9 apresentaram residuos de OTC variando entre 15,6 a 1231,8 pg kg™ e
com casos de valores acima do LMR estabelecido pelo PNCRC/Animal-MAPA para
peixe de cultivo (200 pg kg™?). Residuos de FF variaram entre 521,8 a 528 pg kg, e
ficaram abaixo do LMR do mesmo programa de monitoramento brasileiro
(1000 pg kg™).

Resultados de analises oficiais realizadas pelo programa brasileiro de
monitoramento de residuos de antibiéticos em camardes de cultivo (PNCRC/Animal-
MAPA), comparados ao escopo do presente estudo, apontaram atendimentos dos
LMRs em 610 amostras de musculo analisadas nos ultimos 8 anos (dados de 2010 a
2017). Entretanto, os dados n&o exibem a variagédo dos resultados abaixo dos LMRs,
dificultando uma interpretacdo mais detalhada (BRASIL, 2019b). A deteccdo de EFX
e NFX (<LQ) em sedimentos a montante das Fazendas 1 e 3 (Tabela 11), sugerem
uma continua investigagdo e possivel inclusdo dos compostos na lista de
monitoramento pelo PNCRC/Animal, a fim de garantir a seguranca alimentar dos
consumidores, dada as cacteristicas de persisténcia da classe da FQs e recente
banimento em produtos da aquicultura pelos Estados Unidos e Canada (RICO et al.,
2013; CHEN et al., 2015).
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6 CONCLUSOES

Os métodos cromatograficos tiveram recuperacfes satisfatorias para a
maioria dos antibiéticos, com excec¢fes das tetraciclinas (OTC e TC) em agua e
sedimentos, e das fluoroquinolonas (CFX, NFX e SAR) em agua, sinalizando
oportunidades para novas otimizacdes em preparo e extracdo das amostras.

Os antibidticos exibiram diferentes estabilidades em funcdo da classe
quimica, concentracao, tipo de matriz e tempo de armazenamento. A classe das
sulfonamidas foram estaveis em agua e em musculo de camarédo. O FF exibiu pelo
menos 1 episédio de estabilidade em cada uma das matrizes. Da classe das
tetraciclinas, CTC e TC, apresentaram estabilidade nas 3 matrizes avaliadas. O
antibiético OTC, foi o mais instavel, entre as matrizes e varidveis envolvidas no

estudo, seguido das fluoroquinolonas, CFX e NFX.

Residuos de antibidticos foram detectados em 4 das 5 fazendas avaliadas,
predominando nos sistemas intensivo e semi-intensivo de producéo. N&o houve

deteccdo de residuos na fazenda com sistema de producgédo extensivo.

Residuos de SDM e FF foram o0s Unicos antibi6ticos detectados e

guantificados em agua de viveiros de cultivo.

Residuos de OTC, EFX e NFX, foram detectados em sedimentos apenas em

pontos a montante dos viveiros e em niveis <LQ.

N&o houve deteccao de nenhum dos 12 antibiéticos avaliados em camarao.

Residuos de FF tiveram distribuicdo espacial em amostras de agua das

Fazendas 1, 2 e 3.

Estiveram sob efeito de instabilidade e efeito matriz, os resultados de FF
(< 60 ng L) em amostras reais de agua acondicionada em cartuchos SPE, além de
OTC, EFX e NFX (< LQ) em sedimentos.
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Com excecdo dos parametros fisico-quimicos de OD e salinidade, os
parametros de temperatura e pH tiveram pequenas variacdes as especificacbes de
cultivo de camardes (Litopenaeus vannamei). Variagbes de baixa magnitude foram
observadas para pH e OD perante as especificacdes da resolucdo 357 de 2005 do

Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) para 4guas salinas Classe .
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A ndo deteccdo de nenhum dos 12 antibidticos avaliados em camaréo,
evidenciaram os preparativos para a fase de despesca da producao e o atendimento

dos tempos de caréncia, nhecessarios a segurancga alimentar.

A ocorréncia de FF a montante numa das fazendas, esta sob provavel
influéncia do fator de retroalimentacdo promovido pela lagoa de sedimentacéo

presente na propriedade.

A deteccdo de EFX e NFX (<LQ) em sedimentos a montante de 2 fazendas,
sugerem a inclusdo dos compostos no programa do PNCRC/Animal (MAPA) para o

monitoramento em camardes de cultivo.

Por apresentar particularidades em uso e épocas, estudos para avaliacédo
temporal dos residuos sdo recomendados, incluindo outros de ordem de seguranca
alimentar, como de avaliacdo da presenca de patdgenos e genes resistentes na fase

de despesca.

Os pontos de captacdo de agua de abastecimento e drenagem dos efluentes,
auxiliam atividades exploratérias e entendimento do comportamento e distribuicéo

dos antibiéticos em uso nas fazendas de cultivo de camarao.
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Anexo A - Tabela 1 - Resultados de estabilidade de longa duracao dos antibiéticos na matriz
agua, acondicinada em cartuchos SPE HLB Oasis 500 mg, 6 mL

Agua em cartuchos SPE

60 dias 90 dias
. 30 60 30 60
Antibidticos ng mL™ ng mL™ ng mL ng mL™
REC (%) t1/t0 REC (%) t2/t0

Tetraciclinas
CTC 103,14 124,92 894,92 665,7
OTC 121,78 174,71 300,06 323
TC 118,86 116,47 373,52 218,92
Sulfonamidas
SDM 115,91 125,63 134,95 118,19
SMz 117,2 128,46 142,51 119,55
STZ 117,2 122,16 128,46 118,2
Fluoroquinolonas
CFX 75,95 66,45 167,35 125,19
EFX 84,95 40,05 346,07 169,83
NFX 61,18 56,09 137,31 111,05
SAR 97,59 96,58 170,54 128,53
Anfenicdis
CAP 134,95 123,32 146,25 130,54

FF 126,7 139,21 152,25 117,57
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Anexo B - Tabela 2 - Resultados de estabilidade de longa duracao dos antibi6éticos na matriz
sedimentos

Sedimentos
35 dias 90 dias
o 50 300 50 300
Antibiodticos ug ke’ ng kg™ ng kg ug kg
REC (%) t1/t0 REC (%) t2/t0

Tetraciclinas
CTC 75,95 91,63 111,66 98,19
OoTC 122,41 52,14 46,27 86,39
TC 86,49 86,86 52,59 92,26
Sulfonamidas
SDM 48,56 141,3 69,86 18,61
smz 52,71 139,91 59,78 32,9
STZ 79,35 160,96 68,48 53,99
Fluoroquinolonas
CFX 76,89 82,4 63,22 52,44
EFX 64,36 121,84 62,44 27,36
NFX 67,97 108,07 37,87 51,54
SAR 70,68 88,71 65,92 11,84
Anfenicdis
CAP 104,25 99,99 98,54 14,64

FF 92,22 123,53 80,53 81,05
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Anexo C - Tabela 3 - Resultados de estabilidade de longa duracdo dos antibiéticos na matriz
musculo de camarao

Musculo de Camardo

43 dias 105 dias
o 50 300 50 300
Antibidticos ug kg™ ng kgt ug kg™ ug kg™
REC (%) t1/t0 REC (%) t2/t0

Tetraciclinas
CTC 105,04 128,74 105,05 124,86
OTC 69,41 68,86 69,4 71,6
TC 92,75 85,28 92,7 84,25
Sulfonamidas
SDM 92,21 86,74 92,2 84,58
smz 92,65 91,42 92,64 89,65
STZ 97,99 79,48 97,57 82,42
Fluoroquinolonas
CFX 75,36 60,05 72,06 67,68
EFX 100,22 116,05 100,22 112,54
NFX 78,78 72,72 68,5 69,95
SAR 77,56 58,95 77,56 57,64
Anfenicdis
CAP 90,01 88,6 90,01 85,13

FF 94,76 89,72 95,46 96,15




