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Application of Dispersive Liquid-Liquid Microextraction Technique for the
Analysis of Norfloxacin Antibiotic in Chicken Breast (Pectoralis Major) by
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Abstract: Brazil is considered the second largest producer and the first largest exporter of chicken meat
in the world. With the objective of guaranteeing the efficiency of this expanding productive demand,
veterinary antibiotics have been used intensively, however, its indiscriminate use has favored the
emergence of bacteria resistant to man. In this work, a method for the determination of norfloxacin
(NOR), a fluoroquinolone antibiotic (FQ) was applied in chicken breast (Pectoralis major) by dispersive
liquid-liquid microextraction (DLLME) associated with high-performance liquid chromatography with
fluorescence detector (HPLC-FL). The results were satisfactory, with a coefficient of determination of
0.991 to 0.998. Precision expressed as relative standard deviation (DPR %) ranged from 0.2% to 3.6%.
Recovery rates ranged from 90.3% to 111.5 %. The limit of detection and limit of quantification were
respectively 1.4 and 4.7 pg.kg-1. In this way, the method can be considered precise, accurate and reliable
for determinations of real samples in routine analysis.
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Resumo

O Brasil é considerado o segundo maior produtor e o primeiro maior exportador de carne de frango no
mundo. Com o objetivo de garantir a eficiéncia desta demanda produtiva em expansao, os antibidticos
veterinarios tém sido utilizados de forma intensiva, no entanto, o uso indiscriminado tem favorecido o
surgimento de bactérias resistentes ao homem. Neste trabalho, foiaplicado um método para a determinagao
do antibidtico fluoroquinolénico (FQ) norfloxacino (NOR) em peito de frango (Pectoralis major) por meio da
microextragdo liquido-liquida dispersiva (DLLME) associada a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
detector de fluorescéncia (HPLC-FL). Os resultados obtidos foram satisfatérios, com valor de coeficiente
de determinagdo de 0,991 a 0,998. A precisdo expressa como desvio padrdo relativa (DPR %) variou de
0,2% a 3,6%. As taxas de recuperagao variaram de 90,3% a 111,5%. O limite de detecgdo e limite de
quantificagao foram respectivamente 1,44 e 4,7 pg.kg-1. Dessa forma, o método pode ser considerado
preciso, exato e confidvel para determinagOes de amostras reais em analises de rotina.
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1. Introdugao

A avicultura industrial brasileira vem se
destacando no cendrio mundial, ocupando o
segundo lugar na producdo de frango de corte e
a primeira posicao nas exportacdes. Soma-se a
isso, a carne de frango representa uma fonte de
alimentagao viavel em meio a crise que o Brasil
vive, pois € uma fonte de proteina mais acessivel*?
e saudavel .’

Para atender essa cadeia produtiva em
expansao e reduzir custos, os medicamentos
veterindrios tem sido uma pratica comum,* com
destaque para as fluoroquinolonas (FQs). Estes
compostos formam um grupo de antibidticos
altamente potentes usados na medicina humana
e veterinaria devido ao seu grande espectro de
acdo contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas.®

Ndo ha duavidas quanto aos beneficios
inquestiondveis destes antibiéticos na producao,
no entanto, o uso indevido podem deixar residuos
em alimentos como carne, leite e ovos,® podendo
provocar reacoes alérgicas ou induzir resisténcias
bacterianas.”®

A estrutura das quinolonas foram modificadas
a fim de ampliar seu espectro antimicrobiano e
otimizar propriedades farmacocinéticas.®® Uma
das mudancas mais significativas na estrutura
das quinolonas foi a introducdo do atomo de

flior que contribui para sua maior persisténcia
e bioacumulacdo no meio ambiente devido a
forte polaridade da ligagdo C-F que Ihe confere
alta energia de dissociacdao e maior estabilidade
térmica, resisténcia as reagOes de hidrdlise,
fotdlise e biodegradacgdo.1%1?

Atualmente hd uma maior preocupacdo em
relacdo ao antibidtico FQ norfloxacino (NOR)
devido ao maior padrao de vulnerabilidade para
o desenvolvimento de resisténcias bacterianas,
ja que ndo é autorizado em animais de producao,
no entanto, estudos confirmam o uso deste
antibiético em aves de diferentes paises, o que
aumenta a possibilidade de resisténcia bacteriana
aos antibidticos humanos.*

Na Tabela 1 estdo descritas algumas das
propriedades fisico quimicas das FQs segundo
Neves et al.*®

Como forma de resguardar a seguranca
alimentar, diversos drgdos internacionais
como o Codex Alimentarius estabeleceram o
limite maximo de residuo (LMR) permitido em
alimentos.®'* Os baixos LMRs de medicamentos
em produtos alimentares e a complexidade
destas matrizes requerem o desenvolvimento
de metodologias analiticas sensiveis, seletivas e
robustas.'” Nesse sentido, a microextracgdo liquido-
liqguido dispersiva ganhou grande popularidade
devido ao curto tempo de extracao, simplicidade,
baixo custo e compatibilidade ambiental. O uso
desta técnica em amostras de agua é bastante

Tabela 1. Propriedades fisico-quimicas das fluoroquinolonas

K 2(solo) / K ?(sedimento) zwiteri6nico
ab d d
Composto Estrutura pK, LogK_, (L kg") / (Lkg?) pontos (pH)
74,
pK =5.90 2.82; ! 794;
CIP sl 1.277.874/ 7.5
pK,=8.89  2.30/-0.81 21.099 18.620/7.000
pK,,~5.59 -2.00; _ )
LV pK.=7.94  1.30/-0.72 6.77
pK = 6.20 -3.78; 41; .
NOR pK,=8.55 1.45/-1.17  335.633/29-876 Sty 2y 7:34

Nota: *pKa = constante de acidez; *Kd = coeficiente de sor¢do *Log Kow = coeficiente de partigdo octonal/dgua e ponto zwiteridnico
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vasto, no entanto em amostras de tecido animal
€ um grande desafio.'®%°

Em face dos riscos para a saude publica e ao
meio ambiente, decorrente do uso indiscriminado
de antibidticos na avicultura, o objetivo deste
trabalho visa aplicar e validar a técnica de
microextracdo liquido-liquido dispersiva por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e
detector de fluorescéncia (DLLME-HPLC-FL)
para determinacdao do NOR em peito de frango
(Pectoralis major).

1.1. Técnicas de extracdo

Atualmente as preferéncias sdo para os
métodos de extragdo que consomem pouco
solventes, tém aplicacdo rdpida e simples,
possuem baixo custo e estejam de acordo com os
principios da quimica verde.?*

As abordagens de extracdo mais relatadas para
extracdo e purificacdo de FQs em alimentos de
origem animal sdo: extracdo em fase sdlida (SPE),
QUEChERS,?*2* dispersdo de matriz em fase sdlida
(MSPD),? extracdo sortiva em barra de agitacdo
(SBSE),*® microextracdo em fase sélida (SPME)?"#
e microextracdo liquido-liquido  dispersivo
(DLLME).2®

A extracdo liquida-liquida (ELL) é uma técnica
muito comum na remoc¢do de matrizes lipidicas,
no entanto, consome altos volumes de solventes
organicos toxicos, € um processo demorado, com
varias etapas que estdo associadas a perdas de
analitos e ocorréncia de contaminacg&do.®

A extracdo em fase solida (SPE) empregando
diversos sorventes é a técnica de clean up
mais comumente empregada, no entanto, sdo
procedimentos que exigem a compra de cartuchos
de altos custos que sdao normalmente utilizados
uma Unica vez.3%

A técnica de extracdo QUEChERS tem sido
relatado de forma frequente por ser robusta,
segura e consumir pouco solvente,** porém,
a sua principal desvantagem na andlise por
cromatografia liquida com deteccdo por arranjo
de diodos (DAD) e FL é a elevada interferéncia no
sinal analitico e altos limites de detec¢do.®

A técnica de microextracdo liquido-liquido
dispersiva (DLLME) tem sido usada atualmente em
substituicdo as anteriores devido a importantes
caracteristicas tais como: simplicidade, rapidez,
baixo custo, capacidade de extracdo de um
grande numero de analitos ao mesmo tempo e

ambientalmente compativel. Atécnica consiste em
um sistema ternario de solventes. Basicamente,
microlitros de uma mistura de solvente extrator e
dispersor sao rapidamente injetados na amostra
causando uma turbuléncia, formando minusculas
gotas dispersas na fase aquosa da amostra.
Estas goticulas possuem uma area muito grande
onde ocorre a particdo do analito. A grande area
superficial que se estabelece entre o solvente
extrator e fase aquosa explica a rapidez na
transferéncia dos analitos, portanto, o estado de
equilibrio é atingido rapidamente.3%3°

A DLLME vem passando por extensa evolugao,
como obtencdo da dispersdo com auxilio de
micro-onda, ultrassom e vértex, eliminacdo da
etapa de centrifugacdo, uso de extratores de
baixa densidade e baixa toxicidade, além da
combinagdo com outras técnicas de preparacdo
de amostras a fim de torna-la menos poluente e
mais eficiente, 3 40-42

2. Metodologia

2.1. Padrao, solventes e reagentes

O padrao NOR utilizado foi adquirido da Sigma
Aldrich, da marca Fluka®, com pureza minima de
98 %, tendo sido adquiridos em estado sélido,
sob forma de pd, com CAS de registro de nimero
7045896-7.

Todos os solventes organicos grau HPLC
utilizados (metanol, acetonitrila, cloroférmio)
sdo da Merck (Darmstadt, Alemanha) e todos os
demais reagentes grau padrao analitico (hidréxido
de amonio, acido orto-fosférico, fosfato de sédio
monobasico) sdo da Isofar (Rio de Janeiro, Brasil).
A agua ultrapura utilizada foi obtida através de
sistemas Milli-Q da Merck Millipore (Darmstadt,
Alemanha).

Todas as vidrarias utilizadas para manuseio do
padrao, reagentes, solventes e solugdes foram
previamente lavadas com solucdo de Extran’
alcalino 5 % e depois enxaguados com 4gua
potavel e dgua Milli-Q.

2.2. Preparo de solugao estoque e solugao de
trabalho

A solucdo estoque do padrao foi preparado em
uma concentracdo de 100 mg.L diluindo o padrédo

Rev. Virtual Quim. |Vol 12| |No.3| |681-692|



Costa, L. F. et al.

NOR em acetonitrila, posteriormente seguiu para
o ultrassom por 60 min e foram armazenadas em
frasco ambar sob refrigera¢do a aproximadamente
-5 °C. A solucdo padrao foi renovada a cada 30
dias, segundo recomendaces de Leal “.

A solucdo padrao de trabalho foi preparada
diluindo uma quantidade de solugcdao estoque
em metanol a 10 mg.L.O armazenamento
e conservagao foi semelhante ao da solugao
estoque. As condi¢Ges cromatograficas utilizadas
na quantificagdgo do NOR por DLLME-HPLC-FL
seguiram estudos de Araujo*, como mostra a
Tabela 2.

2.3. Preparo da amostra

Cinco amostras de peitos de frangos (Pectoralis
major) de cinco marcas diferentes, congeladas,
foram adquiridas de supermercados da cidade de
Sdo Luis, Maranhdo, no més de janeiro de 2019.
Uma amostra de peito de frango sem antibidtico
foi obtida para a realizagdo do branco analitico.
As amostras foram transferidas para o laboratério
de alimento do Instituto Federal de Educacao,
Ciéncia e Tecnologia do Maranhao (IFMA) Campus
Monte Castelo, onde foram acondicionadas
em sacos plasticos apropriados e etiquetadas
com data e marca de frango. Em seguida as
amostras foram conservadas em temperaturas de
aproximadamente -5 °C, onde foram mantidas até
a execucgdo das analises.

As amostras de peito de frango foram
processadas em um processador de alimentos
e 5,0 g do homogeneizado foram pesadas em
um tubo de centrifugacdo de fundo cOnico de
15 mL. As amostras foram tratadas com 5 mL
de mistura acido fosférico 25 mM e acetonitrila
(30:70) e submetidas a agitacdo tipo vortex
durante 30s. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas durante 10 min a 4000 rpm.
O sobrenadante (extrato de acetonitrila) foi
filtrado através de um filtro de membrana de
0,22 um e transferido para um frasco dmbar de

5 mL, o qual foi mantido a uma temperatura
de aproximadamente -20 °C por cerca de
uma hora em um freezer, com a finalidade
de separar a fracdo gordurosa e em seguida,
filtrado novamente com filtro de membrana de
0,22 um. Utilizou-se uma aliquota de 1,0 mL do
extrato de acetonitrila filtrado para a DLLME.
A metodologia utilizada foi adaptada segundo
Moema, Nindi e Dube®.

2.4. Protocolo da DLLME

Uma aliquota de 5,0 mL de agua Milli-Q
pH 8,0 foi transferida para um tubo falcon de
15 mL. Na sequéncia foi adicionado 1,0 mL do
extrato de acetonitrila (solvente dispersivo) e
200 pL de triclorometano (solvente de extracdo).
A mistura foi agitada em um vdrtex durante
30s resultando em uma solugdo turva que foi
centrifugada por 5,0 minutos a 3000 rpm. Apds a
separacdo, a fase sedimentada (contendo o NOR
em triclorometano) foi evaporada com fluxo de
nitrogénio e reconstituida com 100 plL de fase
moével MeOH/tampdo fosfato para posterior
analise.®

2.5. Equipamentos

O sistema HPLC utilizado pertence a marca
Shimadzu® LC 20AT Prominence, do modelo DGU-
20A com duas bombas de alta pressao acopladas
a um detector de FL, modelo RF-10AXL também
da Shimadzu® e injetor com capacidade de 20 pL.
Para o controle do equipamento e obtencao dos
dados fez se uso de um microcomputador e do
software LC solution® da Shimadzu.

2.6. Performance Analitica

A validagdo do método foi realizada segundo
Anvisa*® e MAPAY. Os parametros avaliados
foram seletividade, limite de deteccdo, limite de
quantifica¢do, exatidao e precisao.

Tabela 2. Condi¢Ges cromatograficas utilizadas para a quantificacdo do NOR por DLLME-HPLC-FL

Parametro Condigoes

Coluna Luna C,, Phenomenex® (250 x 4,6 mm, particulas de 5 um)

Fase movel MeOH/tampdo fosfato (NaHPO,.H,0 a 0,04 M pH 3 com H,PO, 85 %), na propor¢ao 30/70 (v/v)
Vazdo 1 mL.min!

A.eh, . 280 nm e 450nm
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2.6.1. Seletividade

A seletividade do método foi verificada pela
andlise de possiveis interferentes experimentais
nos mesmos tempos de reten¢do (t.) do NOR.
Desta forma, cromatogramas provenientes de
amostras do branco (amostras de frangos sem
antibiético) e amostras fortificadas do branco
foram comparados pelo método de extragdo
proposto no trabalho.-®

2.6.2. Curva de calibracdo, Faixa de Trabalho e
Coeficiente de determinacdo

A curva de calibragdgo do método DLLME-
HPLC-FL  foi  preparada fortificando as
amostras homogeneizadas do peito de frango
sem antibidticos (brancos) nas seguintes
concentracées 30, 60, 80, 100,120 e 200 pg.kg™.
Um coeficiente de determinacdo (r?) superior a
0,99 foi considerado adequado.?*®

2.6.3. Exatidao

A exatiddao foi avaliada a partir de ensaios
de recuperacdo. Para a realizagdo do processo
de recuperagdo, foram adicionadas aliquota de
solucdo de trabalho que atendem trés niveis de
concentracdes da curva de calibracdo (alto, médio
e baixo) em amostras homogeneizadas de peitos de
frangos sem antibiéticos. No minimo cinco analises
foram realizadas para cada um dos trés niveis de
concentracdo. O percentual de recuperacao foi
calculado através da relacdo entre a concentragdo
média determinada experimentalmente e a
concentracdo tedrica correspondente. 3948

2.6.4. Precisao

A repetibilidade do método foi determinada
pela analise em trés niveis de concentra¢des da
curva analitica (alto, médio e baixo), com no minimo
cinco andlises cada e nas mesmas condicGes
experimentais. As amostras foram preparadas
conforme item acima, ou seja, fortificando as

amostras homogeneizadas de peito de frango sem
antibiotico. Os resultados foram expressos através
da estimativa do desvio padrio relativo.*

2.6.5. Limites de deteccdo e limite de
quantificacdo

Os limites de deteccdo (LOD) e limite de
quantificacdo (LOQ) foram estabelecidos a partir
do branco da matriz e foram calculados através
de parametros da curva analitica. O desvio padrao
foi obtido injetando-se no minimo seis vezes o
branco da amostra para posterior aplicacdao nas
equacoes (1 e 2) correspondentes ao LOD e LOQ,
respectivamente.3®

Lop = 35 (1)
s
LOQ — 103)63 (2)

Onde: s = desvio padrdo do branco e S =
coeficiente angular da curva analitica.

3. Resultados e Discussao

3.1. Curva analitica

As curvas analiticas HPLC-FL e DLLME-HLC-FL
sdo apresentadas na Tabela 3. A curva analitica
HPLC-FL envolveu apenas o padrdo analitico do
NOR injetados diretamente no equipamento,
enquanto a curva DLLME-HPLC-FL foi construida
fortificando as amostras de peito de frango com o
padrdo analitico NOR. Os valores dos coeficientes
de determinacdo obtidos (R?) acima de 0,99
evidenciaram boa correla¢do na faixa de trabalho
do presente estudo.

3.2. Limite de deteccao e limite de
quantificacdo

O limite de detecgdo (LOD) e limite de
quantificagdo (LOQ) foram calculados para avaliar
a sensibilidade do equipamento em detectar e

Tabela 3. Curvas analiticas HPLC-FL e DLLME-HPLC-FL para o padrao do NOR

Método Equacdo da Reta Faixa linear de trabalho pg.kg-1 R2
HPLC-FL y = 10655,5x — 43189,0 30-200 0,998
DLLME-HPLC-FL y=14122,7x — 189315,6 30-200 0,991
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guantificar analitos na presenca de interferentes
da matriz que poderiam interferir nos processos de
deteccdo e quantificacdo™®. Os valores encontrados
no presente trabalho para o LOD de 1,44 pug.kg?
e LOQ de 4,8 pg.kg?! estdo em conformidade com
pardmetros do Inmetro* e foram menores do que o
LMR, o que viabilizou a detec¢do e quantificacdo do
residuo NOR com exatiddo e precisdo, além disso,
baixos valores de LOD e LOQ é um indicativo de que
o detector de fluorescéncia possui sensibilidade
efetiva e que o procedimento de extracdao nao
apresentam perdas significativas do analito.

3.3. Seletividade

A seletividade do método foi verificada pela
comparagao de cromatogramas de amostras
do branco (peito de frango sem antibidtico) e
as mesmas amostras fortificadas com padrao
analitico na concentragdo de 100 pg.kg? a fim de
verificar possiveis interferentes nos mesmo tempo
de retencdo (t,) do NOR. N&o foram observados
interferentes no mesmo tempo de retengao da FQ
em estudo, sendo observado um cromatograma que
corresponde essencialmente a fase movel. A Figura

1 contém os cromatogramas referente a seletividade
da amostra obtidos pelo método DLLME-HPLC-FL.

3.4. Precisao e exatidao

A exatiddo e precisdo foram avaliadas em trés
niveis de concentracdo 30, 100 e 200 pg. kg?, de
acordo com o procedimento descrito no trabalho.
Os valores de recuperacdo concordam com critérios
estabelecidos pelo MAPA* que preconiza faixas de
recuperacdo de 80 % a 110 % para concentragoes
acima de 10 ug.kg™. As faixas de recuperacao do atual
estudo variam entre 90,3 % a 111,5 %, portanto, estdao
dentro dos limites aceitos. Este fator indica também
gue durante as etapas analiticas houve baixas perdas
do analito e a clean-up foi satisfatéria, pois eliminou
possiveis interferentes na amostra do peito de
frango e melhorou o desempenho do método, como
constatado através dos parametros analisados. A
Tabela 4 mostra os valores de precisao e recuperacao
obtidos pelo método DLLME-HPLC-FL.

A precisdo foi expressa como a média do
desvio padrdo relativo (DPR %) para os niveis
de concentragdo de 30, 100 e 200 pg.kg: O
DPR de maior valor (3,6 %) foi obtido para o

Figura 1. Comparagdo de cromatogramas de amostras do branco (a) e do branco fortificado na

concentracdo de 100 pg.kg? (b) para o método DLLME-HPLC-FL. Condi¢Bes cromatograficas: coluna

Luna (250 x 4,6 mm; 5 um), fase mével MeOH/tampdo fosfato (NaHPO,.H,0 0,04 M ajustado a pH 3 com

H,PO, 85 %), gradiente de eluicdo, fluxo de 1,2 mL. min*,A_ =280 nmeA___ =450 nmx. Identificacdo
do pico cromatografico: (1) NOR

Tabela 4. Médias da recuperacdo e precisdo obtidas através da DLLME-HPLC-FL

Nivel de concentragdo (ug.kg™)

Recuperacgdo (%)

Precisdo DPR (%)

30
100
200

90,3 3,6
101,4 2,1
111,5 0,2
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nivel de concentracdo mais baixo e os niveis
de concentracdo mais elevados apresentaram
menores valores de DPR, de 0,2 % a 2,1 %. Os
valores do DPR foram menores que 10 % para todos
os niveis de concentragdo, em conformidade com o
MAPA*. Os resultados observados para os dados
de recuperacdo e coeficiente de variacdo revelam
gue o método de extracdo proposto é eficiente na
extracao do NOR em amostras de peitos de frangos.

3.5 Aplicagdo do método em amostras reais

Foram analisadas cinco amostras de peito de
frangodecincomarcasoriundasde supermercados
locais de Sdo Luis-MA. Uma amostra apresentou
residuode NOR novalorde 15 pug.kg*menordo que
0 LMR (20 pg.kg?) mas acima do LOD, obviamente
estes resultados sdo estatisticamente reduzidos
e ndo podem ser tomados como representativas
da presenca de NOR em amostras comerciais. O

resultado demonstra, todavia, a viabilidade do
método DLLME-HPLC-FL para determinacdo do
NOR em amostras de peito de frango. A Tabela
5 contém a média das andlises das amostras real
de cinco marcas de frango obtido pelo método
DLLME-HPLC-FL

A Figura 2 mostra a sobreposicdo de
cromatogramas de uma amostra do branco
fortificado a 30 pg.kg! (a) e uma amostra real
de peito de frango contendo residuo de NOR (b)
obtido pelo método DLLME-HPLC-FL.

3.6. Comparagao com outros métodos

A Tabela 6 mostra a comparacdo do método
DLLME-HPLC-FL com outros métodos utilizados
para a determinacdo de FQs em alimentos
de origem animal. Os parametros utilizados
na comparac¢ao foram recuperagdo, limite de
deteccdo e precisao.

Tabela 5. Média da concentragdo da amostra real de peito de frango contendo residuo de NOR

obtida pelo métodoDLLME-HPLC-FL

Concentragdo (pug.kg)

Marcas das amostras

Norfloxacina

u B W N -

ND
15+ 0,8
ND
ND
ND

Figura 2. Cromatogramas de uma amostra do branco fortificado a 30 ug.kg? (a) e uma amostra real
de peito de frango contendo residuo de NOR (b) obtido pelo método DLLME-HPLC-FL. CondicGes
cromatogréficas: coluna Luna (250 x 4,6 mm; 5 um), fase mével MeOH/tampéo fosfato (NaHPO,.H,O
0,04 M ajustado a pH 3 com H,PO, 85 %), gradiente de elui¢do, fluxo de 1,2 mL. min*, A\_ =280 nm e

e

A,,.. = 450nmx. Identificagdo do pico cromatogréfico: (1) NOR
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Tabela 6. Comparagdo da DLLME-HPLC-FL com outros métodos de quantificacdo utilizados para
deteccdo de fluoroguinolonas em alimentos de origem animal

Z\ea’tl?s‘io e Técnica de extragdo Precisdo (DPR %) LOD (pg.L?) Recuperagdo (%) Referéncia
LC-MS-MS QUEChERS 2,2-10,5 0,5-43,8 86,1-113 Lucatello et al.*°
UHPLC-FL MAE-SPE 0,7-8,7 0,1-6 90,2-107,1 Aufartova et al.>*
UHPLC-MS-MS SPE 4,1-9,7 0,2-0,5 63,4-102,2 Zhang et al ®
HPLC-UV ASE 0,3-18,1 3 70,6-111,1 Yu et al.*?
HPLC-FL-MS-MS MISPE 3-9/4-27 2,8-12,2/0,2-2,7 68-102/ 74-102 Urraca et al.>?
HPLC-FL-MS-MS D-SPE 5-9/4-9 3-10/0,5-1,1 85-93/92-99 Gajda et al.>®
HPLC-FL SPE 0,9-20,8 1,54-3,28 75,1-89,9 Rodrigues>*
HPLC-FL ELL 0,5-73,7 0,5-2 18,9-73,7 Schneider, Darwish
e Freeman
HPLC-DAD DLLME 47 5-19 83-102 Moema, Nindi e
Dube
HPLC-FL DLLME 0,2-3,6 1,44 90,3-111,5 Este estudo

Os métodos de cromatografia liquida acoplado
a espectrometria de massas sequencial (LC-MS-
MS) e cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
(UHPLC) utilizando detectores de fluorescéncia
(FL) ou espectrometria de massas sequencial
(MS-MS) apresentam menores valores de LODs
quando comparados com o atual estudo, no
entanto, os métodos de HPLC com detectores no
UV-VIS, DAD e FL mostram maiores valores de
LODs, com excecdo da técnica da ELL-HPLC-FL que
revelou menor LOD, mas apresenta baixos valores
de recuperacdo e altos valores de DPR.

Amaioriadosmétodosdeextracdoapresentados
na tabela mostram menores taxas de recuperacdo
e todos eles apresentam maior DPR na comparacao
com o presente trabalho, indicando que o método
DLLME-HPLC-FL é capaz de recuperar de forma
significativa e confidvel o analito.

A técnica de DLLME se sobressai em relagdo
as outras relatadas na Tabela 6, uma vez que ndo
emprega nenhuma espécie de cartucho, considerado
de alto custo, empregado na clean up, como é o caso
da SPE, QUEChERS, MAE-SPE, D-SPE e MISPE, além
disso, o preparo da amostra, etapa fundamental
nos parametros de desempenho do método, tém
vantagens sobre técnicas analiticas que demandam
alto investimento como a ASE ou consomem alto
volume de solvente organico em referéncia a ELL.

4. Conclusao

A aplicagdo do método DLLME-HPLC-FL mostrou-
se eficiente em meio a complexidade da composicdo
da matriz (peito de frango) que muitas vezes ocasiona
altos LODs e baixas recuperacées. O método permitiu

extracdo de forma rdpida, com baixo consumo de
solventes e efeitos satisfatdrios na etapa de clean-up.

O preparo da amostra foi eficiente na
obtencdo de extratos mais limpos e na diminuicao
de possiveis interferentes que poderiam causar
danos ao sistema de injecdo e reduzir o tempo de
vida util da coluna cromatogréfica, apresentando
etapas simples, rapidas, com baixo consumo de
solvente e sem necessidade de qualquer técnica
de limpeza sofisticada.

O método DLLME-HPLC-FL validado alcangou
satisfatdrios limites de deteccdo e quantificacdo,
altarecuperacdo e precisao, linearidade adequada
e boa seletividade, de acordo com critérios de
aceitacao contidos no MAPA e Anvisa.
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