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Enrofloxacin is a fluoroquinolone drug widely used as an antibacterial agent
in dogs, cats, chickens, and other animals for the treatment of various diseases.
In these animals' bodies, this substance is metabolized into ciprofloxacin,
another antibiotic belonging to the quinolone class. Despite being effective
medications, these substances are excreted by these animals and end up
contaminating the soil, affecting the development of certain plants, such as
corn. This article addresses the creation and validation of a method for
detecting these drugs in corn samples using High-Performance Liquid
Chromatography with Fluorescence Detection (HPLC-FLD).

Introducéao

A agricultura brasileira é uma das maiores e mais
competitivas do mundo. Dados mostram que o Brasil foi o
quarto maior produtor de graos (como soja, milho, feijéo,
arroz etc.) entre 2021 e 2023, produzindo cerca de 311
milhGes de toneladas sé em 2023, correspondendo a cerca
de 8,8% da producéo global de grdos.*? A producédo de
milho, especificamente, foi de mais de 130 milhdes de
toneladas em 2023, posicionando o Brasil como o terceiro
maior produtor do grdo no mundo.?® A Figura 1 mostra
um levantamento da quantidade de milho produzida no
Brasil desde a década de 70. Nota-se que o plantio do grao
cresceu exponencialmente, principalmente entre 2010 e
2023.3 Um gréo versatil, de facil plantio e colheita, é
utilizado tanto para o consumo quanto para a producéo de
combustivel, entre outras coisas.*>®

A enrofloxacina é uma molécula pertencente a classe
das fluoroquinolonas, uma familia de antibactericidas que
agem a partir da inibicdo da atividade de duas enzimas cruciais
para a reproducdo do DNA bacteriano, a DNA-girase e a
topoisomerase.” Ela é classificada como um zwitterion, ou seja,
é uma molécula eletricamente neutra, mas que possui, em sua
estrutura, nimeros iguais de cargas positivas e negativas.® Ela
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é utilizada principalmente no tratamento de infec¢des causadas
por bactérias gram-negativas e gram-positivas, além de outros
microrganismaos sensiveis a esse medicamento, em cées, gatos,
animais de grande porte, como bovinos, entre outros.>® O
principal metabdlito dessa substancia é a ciprofloxacina,
antibactericida da familia das quinolonas.?

Ambos os medicamentos, apesar de eficazes no
tratamento de varios tipos de infec¢es bacterianas, ndo séo
completamente absorvidos no organismo desses animais, €
acabam sendo excretados por eles. As fezes, contendo tragos
desses antibidticos, contaminam o solo e a agua de onde sdo
depositadas, e podem infectar futuras plantaces que forem
feitas nessas areas, ou irrigadas com a éagua que, sem o
conhecimento do produtor, esta contaminada, assim como o
uso desses excrementos como adubo em plantages.!?

Gomes e colaboradores mostram que, mesmo em
baixas  concentragdes, essas  substdncias  afetam
consideravelmente a fisiologia e o desenvolvimento de
diversas plantas, como o milho.”* O desenvolvimento de
técnicas para estimar a quantidade de residuos de antibi6ticos
é de suma importancia para pesquisas sobre o crescimento do
milho, e considerando a importancia econdmica do cultivo
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desse grdo, surge a necessidade de métodos cientificamente
validados para identificar os residuos desses medicamentos nas
plantacGes.

Figura 1. Producéo de milho no Brasil. Extraido da
referéncia 3.

Milho - Brasi

Rendimento (tha) == Produgao (Mit)

Ayea colhiga (Mi ha)

A validacdo de métodos é essencial, tanto para a
criacdo de procedimentos que buscam ser utilizados como
referéncia quanto para a avaliagdo da habilidade de um
laboratério em produzir resultados analiticos estatisticamente
confidveis. Por isso, 0 processo para validar um método novo
engloba uma variedade de aspectos, especialmente quando se
considera seu papel na garantia e controle de qualidade
(GQ/CQ) em métodos analiticos e préticas laboratoriais
utilizadas em andlises quimicas.

Considerando a pouca quantidade de métodos
validados para a determinagdo desses antibioticos em plantas,
ainda mais aqueles que podem ser utilizados para a analise de
partes do milho durante a germinagéo, Brito e colaboradores
descrevem a criacdo e validagdo de um método inovador de
deteccdo de enrofloxacina e ciprofloxacina em cultivos de
milho utilizando Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
com Detector de Fluorescéncia (HPLC-FLD), e que pode ser
aplicada a outros tipos de plantagGes.*?

Metodologia

Os pesquisadores utilizaram os reagentes descritos na
Tabela 1, com suas respectivas marcas. Todos eram
classificados como pro analysis (p.a.), com exce¢do dos
solventes utilizados durante a analise no HPLC-FLD, que eram
de grau HPLC ou superior.

Tabela 1. Reagentes utilizados por Brito e colaboradores
durante o experimento.

Reagente

Marca e origem

Padrdo de ciprofloxacina
Padrdo de enrofloxacina
Hidrdxido de sddio
Fosfato de sodio dibésico
Fosfato de sodio

Sigma-Aldrich, MO, EUA
Sigma-Aldrich, MO, EUA
Neon, S&o Paulo, Brasil
Neon, S&o Paulo, Brasil
Cromoline-Quimica Fina,

monobasico S&o Paulo, Brasil
Acido fosférico Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA
Trietilamina Merck, Darmstadt,
Alemanha
Metanol Merck, Darmstadt,
Alemanha
Acetonitrila Honeywell, EUA
Cloroférmio Chemical CRQ, Séo

Paulo, Brasil

Primeiramente, diluiu-se as solugdes padrbes de
ciprofloxacina e enrofloxacina em uma mistura de agua,
metanol e uma solucdo aquosa de hidréxido de sdédio a 0.1
mol.LY, na proporgdo 20:40:40 (v/v/v). Posteriormente, as
duas solucbes resultantes foram entdo diluidas novamente,
agora em uma mistura de trietilamina 0.4%, metanol e
acetonitrila, na propor¢do 80:12:8 (v/v/v). Foram obtidas 6
solucBes diferentes de cada um dos dois medicamentos, com
concentracdes iguais a 30, 40, 50, 60, 70 e 100 pg.kg™, sendo
todas elas armazenadas em recipientes de vidro ambar na
temperatura de -20 °C apds o término de sua preparagio.*?

Para a validagdo do método, Brito e colaboradores
utilizaram amostras de Zea mays (nome cientifico do milho)
colhidas na Universidade Federal do Parana (UFPR), que
foram colhidas 30 dias ap6s o plantio em um solo isento de
quinolonas. As raizes das amostras foram removidas e a parte
que nasceu para fora do solo foi triturada. Por fim, pesou-se 0.5
g dessas amostras em tubos de polipropileno de 15 mL, que
posteriormente foram armazenados em um freezer a -20 °C, até
0 momento das analises.*?

Os pesquisadores utilizaram um método de extracdo
baseado na técnica proposta por Migliore e colaboradores, com
algumas pequenas alteracdes.’>!* Cada amostra moida foi
transferida para um tubo de centrifuga tampado e
homogeneizada. Apo6s isso, adicionou-se os padrbes de
ciprofloxacina e enrofloxacina. As amostras foram mantidas
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em repouso a 25 °C por 10 minutos. Em seguida, a extracdo foi
iniciada com 1.5 mL de uma solucdo de acetonitrila e acido
acético, na proporcao 99:1 (v/v), sendo posta em um vortex por
1 minuto e depois em um banho de ultrassom por 5 minutos. O
extrato resultante foi entdo evaporado até ficar seco, sob
vacuo.?

Posteriormente, adicionou-se 2 mL de uma solugéo
tampdo fosfato salino (PBS, do inglés Phosphate-Buffered
Saline), de 0.2 2 0.5 mol.L ! e pH = 7 as amostras secas e entdo
postas no vortex por 30 segundos. Apo6s isso, 5 mL de
cloroférmio foram adicionados nas solugdes resultantes, sendo
entdo agitadas por 2.5 minutos, colocadas no banho de
ultrassom por mais 5 min e, por fim, sendo centrifugadas a
4.000 rpm por 5 min. Depois, 3 mL da fase organica obtida
foram coletadas e secas a vacuo.'?

Entdo, resuspendeu-se o produto obtido em 1 mL de
uma mistura de trietilamina 0.4%, metanol e acetonitrila, na
propor¢do 80:12:8 (v/viv), com pH = 3, passando novamente
pelo vortex por 30 s, entdo por 5 min no banho de ultrassom, e
finalmente sendo filtrada em um filtro de membrana de nylon
com didmetro de 13mm e poros com tamanho de 0.22 pm.*?

As analises cromatograficas foram realizadas em um
HPLC da marca Waters Alliance, que consiste em um médulo
de separacdo (Waters 2695) acoplado a um detector de
fluorescéncia (Waters 2475). A separacdo do analito foi
realizada em uma coluna C18 da marca Supelco Analytical
Ascentis (250 x 4,6 mm, 5 um), mantida a 35 °C, com uma
vazdo de 1 mL.min" e volume de injegdo da amostra de 20 L.
A deteccdo por fluorescéncia foi realizada utilizando
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo ajustados para
278 nm e 453 nm, respectivamente. A fase movel consistiu em
uma solucdo de trietilamina 0.4% com pH = 3 (fase A),
metanol (fase B) e acetonitrila (fase C). Por fim, a eluicdo foi
realizada sob condicBes de gradiente, conforme detalhado na
Tabela 2.1

Para a validacdo do método, Brito e colaboradores
consideraram a linearidade dos resultados, a matriz de efeitos
sobre eles, a precisdo e exatidao, e os limites de quantificacéo
e detecgdo.’?

A linearidade do método foi avaliada por meio da
andlise, em triplicata, de amostras em branco enriquecidas com
solucbes padrdo de ciprofloxacina e enrofloxacina em cinco
niveis de concentracdo: 30, 40, 50, 70 e 100 pg.kg™. As areas
dos picos, extraidas dos cromatogramas resultantes, foram

utilizadas na construcéo das curvas de calibracdo. Baseando-se
nesses resultados, os pesquisadores calcularam os coeficientes
de determinacdo (R?) e de correlagdo (r) para amostras ndo
fortificadas e fortificadas. Em seguida, as curvas de calibracdo
com matriz correspondente para ciprofloxacina e
enrofloxacina foram analisadas quanto a normalidade dos
residuos, empregando o teste de Ryan-Joiner. O teste de
Durbin-Watson foi utilizado para investigar a autocorrelagéo,
enquanto o teste de Brown-Forsythe foi empregado para
avaliar a homogeneidade das variancias. Por fim, a andlise de
variancia (ANOVA) confirmou a linearidade do método.*?

Tabela 2. Gradiente estabelecido para a fase mével do HPLC.
Extraido da referéncial2.

Fase movel (%)

Tempo
(min) A B c

80 12
80 12
78 13

12 76 14 10

18 5 95

21 5 95

25 80 12

A seletividade do método foi avaliada por meio do
estudo dos cromatogramas dos brancos produzidos, visando
detectar a ocorréncia de alteracbes que possam eluir
simultaneamente a retencdo dos analitos alvo.?

O efeito de matriz foi analisado pelos pesquisadores
por meio da comparacdo de duas curvas de calibragdo: uma
elaborada com extratos de matriz fortificados e outra
confeccionada sem a presenca de matriz, ou seja, as solucées
padrdo dos analitos, nos cinco niveis de concentracdo citados
anteriormente. Depois de reconstituidos os extratos de matriz,
adicionou-se a solu¢do padrdo com os analitos, e a mistura foi
colocada no vértex por 30 segundos. Apds isso, as amostras
foram injetadas e as curvas de calibracdo foram geradas em
triplicata para cada concentracdo. Finalmente, com o objetivo
de avaliar as disparidades na variancia e nas inclinacfes das
curvas de calibracdo, Brito e colaboradores empregaram o teste
F e o teste t de Student, para comparar estatisticamente as
curvas, com um nivel de confianca de 95%.'?

Os pesquisadores avaliaram a precisdo do método de
acordo com sua repetibilidade e reprodutibilidade intralaboral.
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A repetibilidade foi analisada utilizando brancos nas
concentracdes de 30, 60 e 100 pg.kg?, analisando-os em
triplicata nas mesmas condicOes estabelecidas para 0 método
criado. Além disso, a mesma instrumentacdo foi utilizada,
assim como o0 mesmo pesquisador reproduziu as analises. As
analises de reprodutibilidade intralaboral foram feitas sob o
mesmo protocolo, porém, nesse cendrio, as medidas foram
realizadas em dias distintos, por dois analistas diferentes. O
desvio padro foi calculado de seguindo as regras estabelecidas
no Manual de Garantia da Qualidade Analitica.'>%5

Testes de recuperacdo foram utilizados pelos
pesquisadores para avaliar a exatiddo do método. Utilizando
brancos nas concentragdes de 30, 60 e 100 ug.kg™ e rodando
0s testes em triplicata, a recuperacdo foi determinada
utilizando a seguinte equacéo:

conteudo medido )

5 0r) —
Recuperagao (%) (nivel de fortificacao

x100 (1)

Os resultados foram avaliados de acordo com o0s
critérios de aceitagdo estabelecidos no Manual de Garantia da
Qualidade Analitica.*>%®

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram obtidos
a partir de um método que relaciona o desvio padrdo dos
resultados com a inclinacdo da curva analitica. Com isso, as
EquacBes 2 e 3 foram utilizadas para calcular os dois
pardmetros.

LOD = B3+9) (2)
S
L0Q = (105—*0) ®)

Por fim, Brito e colaboradores, baseando-se na
estatistica de J Youden, com apenas algumas minimas
alteracBes pré-estabelecidas nas condi¢cBes cromatogréficas,
estudaram a robustez do método elaborado. Foram realizados
oito testes utilizando amostras em branco fortificadas a 60
ug.kg?, todos em duplicata, para determinar o quanto cada
fator analisado (listados na Tabela 3) influéncia no resultado.
Finalmente, foi feita uma comparagao entre o desvio padréo da
reprodutibilidade intralaboral (Sepr) € 0 desvio padrdo da

diferenca do resultado entre os fatores analisados (Stactor), Sendo
a robustez rejeitada para todo Stactor > Srepr.*2

Tabela 3. Gradiente estabelecido para a fase mével do HPLC.
Extraido da referéncial2.

Fator 1 2 3 4 5 6 7 8

Aoua

Boub
Couc C C c c C C C c

Resultados e discussao

A analise de residuos de antibidticos ou de qualquer
outro tipo de contaminante em plantas apresenta elevada
complexidade, e estudos como esse necessitam de um método
que remova os analitos das células de maneira adequada, mas
que também ndo traga junto outras coisas que atrapalhem a
andlise. Considerando isso, Brito e colaboradores decidiram
estabilizar o pH = 7, pois eles observaram que, caso o pH
ficasse abaixo de 6 ou passasse de 8, tanto a ciprofloxacina
quanto a enrofloxacina demonstravam maior afinidade com
solventes que se misturam com &gua, ou seja, solventes
polares, o que fazia com que o cloroférmio ndo funcionasse tdo
bem para extrair os antibidticos.*?

Considerando as analises feitas nas concentragdes de
30, 40, 50, 70 e 100 pg.kg? para avaliar a linearidade do
método, os pesquisadores obtiveram os resultados listados na
Tabela 4, para ambos os analitos. Brito e colaboradores
destacaram a diferenca de valores entre os coeficientes
angulares das equagdes das retas obtidas, sendo o valor da
enrofloxacina sete vezes maior que o da ciprofloxacina, o que
indica que a enrofloxacina emite um sinal mais significativo
que seu metabolito na matriz estabelecida. Ambos os valores
de R? e r encontrados estdo dentro da faixa de aceitagdo
estabelecida pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), que é de >0.99.1216

Como descrito na se¢do “Metodologia” e ilustrado na
Figura 2, a seletividade do método foi avaliada utilizando os
cromatogramas da matriz em branco, dos solventes padrdes e
da matriz padrdo. No branco (Figura 2a), observa-se que nao
ha sinal dos analitos, e ja na Figura 2b, podemos observar que
as amostras fortificadas com 100 pg.kg™? emitem o sinal de
ambos os analitos, entre 10 e 15 min de retencdo. Este resultado
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confirma que o método de extragcdo estabelecido pelos
colaboradores foi eficiente e que a analise foi devidamente
otimizada.*?

Tabela 4. Dados da linearidade do método criado para
determinar os antibiéticos numa concentracéo entre 30 e 100
ug.kgt. Extraido da referéncia 12.

Analito
Dados
Ciprofloxacina Enrofloxacina
Eq. da
reta y =0.0104x —0.0264 y =0.0755x —0.4064
R? 0.9907 0.9962
r 0.9953 0.9980

Assim como nas equacfes da reta na avaliacdo da
linearidade do método, foram observados, nos resultados da
avaliacdo dos efeitos da matriz, diferengas relevantes entre as
inclinagOes das curvas de calibracdo obtidas para os analitos,
tanto para as amostras contendo a matriz estabelecida quanto
para as solugdes padrdo, como mostra a Figura 3.2

Como ilustrado na Figura 3, em cada nivel de
concentracéo testado (30, 40, 50, 70 e 100 ng.kg?), as curvas
de calibragdo feitas na matriz se mostraram diferentes das
curvas feitas utilizando os solventes padrdo, tanto na
intensidade da absorcdo quanto na sua inclinacdo, sendo ainda
maior para a ciprofloxacina. Brito e colaboradores utilizaram o
teste F e o teste t de Student para comparar a variagdo e a média
das inclinagfes, e ambos comprovaram que existe, sim, um
efeito de matriz importante, o que confirma os resultados
visuais da Figura 3. Os pesquisadores frisaram a que, quando
se analisam amostras complexas que tém pouca concentracao
de um ou mais analitos, é muito importante verificar se existe
esse efeito de matriz, para termos certeza de que os resultados
estdo corretos e evitar erros na analise.?

Para verificar a exatiddo do procedimento, Brito e
colaboradores efetuaram varias analises da mesma porcao de
uma mesma amostra uniforme em condicbes reguladas
anteriormente. Em seguida, foram calculados os desvios-
padrdo relativos, conforme apresentado na Tabela 4. Os
resultados indicam que o método é estatisticamente exato, pois,
como estabelecido no Manual de Garantia da Qualidade
Analitica, métodos com desvios padrdo relativos de até 20%
cumprem o requisito de precisdo ideal.*2S

Figura 2. Cromatogramas das amostras em branco, ou seja,
sem antibioticos (a) e das amostras fortificadas com o analito
a 100 pg.kg* (b). Extraido da referéncia 12.
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Tabela 5. Dados estatisticos obtidos durante a validacéo do
método nas concentragdes de 30, 60 e 100 pg.kg™. Extraido
da referéncia 12.

Recuperagao (%)

Analito
30 ug kg?' 60 png kg 100 pg kg™’
Enrofloxacina 123.1 110.24 108.28
Ciprofloxacina 90.78 105.05 86.49

Desvio padrao relativo da
repetibilidade (%)

3.75 3.73 4.64
5.24 11.83 6.46

Desvio padrao relativo da
reprodutibilidade (%)

8.06 3.82
9.04 4.32

Enrofloxacina
Ciprofloxacina

9.35
11.73

Enrofloxacina
Ciprofloxacina
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A exatiddo de um método expressa o0 grau de
proximidade entre o resultado obtido no ensaio e o valor real
da concentracdo do analito presente na amostra. Brito e
colaboradores determinaram que a exatiddo do método
estabelecido por eles variou entre 86% e 123%,
aproximadamente, como mostra a Tabela 5. Segundo a RDC
n°® 166, que controla os limites aceitaveis de precisdo para
amostras homogéneas, a recuperacdo deve ficar entre 70% e
130%. Assim, o método mostrou uma precisdo dentro do
esperado, seguindo os critérios para concentragoes de 30, 60 e
100 ug kg_l.12'16

O limite de detecgdo (LD) indica a menor quantidade
da substancia que conseguimos identificar, mesmo que nao
possamos medi-la com exatiddo, durante uma analise. Por sua
vez, o limite de quantificacdo (LQ) corresponde & menor
quantidade do analito que pode ser determinada com precisdo
e confiabilidade. Os dados da Tabela 6 mostram os resultados
obtidos por Brito e colaboradores. Curiosamente, os valores de
LD e LQ para a ciprofloxacina foram quase trés vezes maiores
que os encontrados para a enrofloxacina.

Figura 3. Efeito de matriz na analise do milho contaminado.
Extraido da referéncia 12.
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Por dltimo, a determinacdo da robustez do método de
analise dos antibidticos revelou que ele ndo se mostrou imune
a mudancas na forca do tampéo fosfato salino, na temperatura
da coluna ou no tempo de homogeneizacdo no vértex,
considerando que o desvio padrdo da diferenca dos fatores
(Sfactor) €Xcedeu o desvio padrdo da consisténcia dentro do
laboratorio (Srepro). L0OgO, € crucial que esses elementos sejam
mantidos sob atengdo constante durante a execucéo da anélise.

Tabela 6. Limite de detec¢do (LD) e quantificacdo (LQ) do
método. Extraido da referéncia 12.

Analito LD (ng.kg?) LQ (ug.kg?)
Ciprofloxacina 16.65 50.44
Enrofloxacina 6.57 19.92

Conclustes

Apesar da existéncia de diferentes métodos
destinados a detec¢do de antibidticos em plantas (ou em &gua
contaminada), muitos desses ndo passam pelo processo de
validacdo necessério para serem adotados como medidas de
andlise padrdo na determinacdo desses medicamentos. O
trabalho de Brito e colaboradores surge com a intencéo de criar
um método inovador para a analise de ciprofloxacina e
enrofloxacina em amostras de milho, com a intencéo de ser um
método rapido e acessivel, mas acima de tudo, um método
devidamente validado de acordo com as regras da ANVISA.16

Os resultados obtidos pelos pesquisadores sdo muito
satisfatorios e passaram por diversas anélises estatisticas que
comprovaram sua eficécia na determinacdo dos antibi6ticos,
mesmo que este analito esteja em concentragdes baixissimas.
No geral, o0 método foi validado com sucesso e se mostra
reprodutivel e repetivel, além de eficaz, rapido e préatico, sem
um gasto exorbitante de reagentes e nem de perdas
desnecessarias. Apesar disso, 0 método € suscetivel a
resultados ambiguos caso haja alguma mudanga na forca do
tampao utilizado, na temperatura da coluna, ou até mesmo no
tempo de homogeneizacéo, diminuindo a confianga no teste,
principalmente se as condig¢Oes descritas ndo forem seguidas.
Por fim, o método criado por Brito e colaboradores se mostra
promissor, podendo ser utilizado em outras analises de
diferentes tipos de medicamentos e outros tipos de plantas, ndo
se limitando aos antibiéticos analisados e nem a planta aqui
utilizada, o milho.
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