
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Carlota de Oliveira Gamboa e Cruz 
 
 
 
 

DETEÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE RESÍDUOS DE 

ANTIBIÓTICOS POR UHPLC-TOF-MS EM 

FÍGADO E RIM DE LEITÕES PARA CONSUMO 

HUMANO 
 
 
 
 

 

Dissertação no âmbito do Mestrado em Segurança Alimentar, 
orientada pelo Professor Doutor Fernando Jorge Ramos e pela Doutora 

Andreia Freitas, apresentada à Faculdade de Farmácia da 
Universidade de Coimbra 

 

 

Outubro de 2020 
 





 

 

 
 

 
 

 

Carlota de Oliveira Gamboa e Cruz 
 
 
 
 

DETEÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE RESÍDUOS DE 

ANTIBIÓTICOS POR UHPLC-TOF-MS EM 

FÍGADO E RIM DE LEITÕES PARA CONSUMO 

HUMANO 
 
 
 
 

 

Dissertação no âmbito do Mestrado em Segurança Alimentar, 
orientada pelo Professor Doutor Fernando Jorge Ramos e pela Doutora 

Andreia Freitas, apresentada à Faculdade de Farmácia da 
Universidade de Coimbra 

 
 
 
 
 

Outubro de 2020 
 





 

 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 

 
 

O estudo apresentado nesta dissertação foi realizado no Instituto Nacional de Investigação 

Agrária e Veterinária no Pólo de Vairão, sob orientação do Professor Doutor Fernando Jorge 

Ramos e da Doutora Andreia Freitas. 

 





 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para ti Mãe, minha guerreira que tanto 

lutaste por tudo aquilo que conquistaste, e te 

sacrificaste para fazeres de mim aquilo que 

sou hoje. Espero um dia ser metade da 

mulher que tu foste e ser o teu orgulho, 

assim como tu és o meu.  

Tenho saudades tuas. 

 





 

i 

Agradecimentos 

Em primeiro lugar, gostaria de agradecer ao Professor Doutor Fernando Ramos, orientador 

de mestrado, pela oportunidade que me concedeu para fazer parte deste projeto, a sua 

disponibilidade e apoio, e por me ter facilitado a candidatura a uma bolsa de investigação que 

me possibilitou uma estadia mais prolongada no estágio no INIAV.  

À Doutora Andreia Freitas, co-orientadora, que apesar de não ter podido estar presente, 

sempre se mostrou disponível para qualquer esclarecimento e ajuda  

À Doutora Sílvia Barros, um especial agradecimento pela orientação que me deu no INIAV, 

pela forma acolhedora como me recebeu, por toda a ajuda prestada, por responder a todas 

as minhas questões e pela partilha de conhecimentos ao longo destes meses. Também à 

Doutora Ana Teresa e Doutora Ana Sofia pela simpatia e por todo o auxílio prestado. A todas 

as pessoas que fizeram parte da minha temporada do INIAV, especialmente à Elsa e Salete pela 

ajuda imprescindível no laboratório, pelos conhecimentos que me transmitiram, pela simpatia, 

pelo carinho e pela boa disposição. 

À minha família, por todos os ensinamentos que partilharam comigo ao longo do meu 

crescimento.   

Ao meu Pai pelo apoio e carinho. 

À minha tia e madrinha Paula, por todo o carinho e colo que sempre me deu e continua a dar, 

por tudo o que me proporcionou e proporciona, principalmente por estar sempre presente 

nos bons e nos maus momentos; e por me apoiar incondicionalmente. 

Ao Álvaro e ao Tiago por estarem sempre comigo. 

À minha avó, por me ter mostrado que estudar nos abre caminhos e nos faz crescer. 

“E o que dizer aos amigos? A amizade não se agradece! Conquista-se, alimenta-se, respeita-se 

e retribui-se.”  

Às irmãs que eu nunca tive Carolina, Catarina e Inês. Nós somos especiais e vocês sabem 

porquê. Já não imagino a minha vida sem vocês. 



 

ii 

Ao Alex, companheiro de todas as horas, na batalha que foi a escrita das nossas teses. 

Aos meus “tios” de Coimbra, 

À Isabel pelo colo, e ao Filipe por me ensinar a não pedir desculpa, principalmente quando 

tenho razão. Porque são o meu porto de abrigo. 

 À Cristina por querer mais para mim do que eu própria, e me incentivar a perseguir aquilo 

que quero, ao Diogo e aos miúdos porque família também é aquela que escolhemos. 

Aos meus amigos Mauro, Maria, Ângela, Ana, Marco, Maria Inês, Pedro, Inês, D. Eugénia, 

Fátima, Cláudia, e a todos os restantes que me acompanham e apoiam, espero ter sido e 

continuar a ser merecedora da vossa amizade.  

Por fim, à minha Mãe, fonte inspiradora de tudo na minha vida, que me guiou e guia ainda, 

apesar da ausência física, pela força que me transmitiu e exemplo que foi para mim durante 

toda a sua vida. O amor incondicional, a educação e os valores que me deu perdurarão no 

tempo, e serão para sempre os pilares da minha vida. 



 

iii 

Resumo 

O crescimento da população mundial e a demanda por alimentos de origem animal exigem um 

aumento na produção de espécies animais de rápido crescimento, como os suínos. Em 

Portugal, a produção comercial de leitões intensificou-se significativamente nas últimas 

décadas, sendo a carne de suíno a mais consumida pelos portugueses. O uso de antibióticos 

na pecuária tornou-se prática corrente, não apenas para fins terapêuticos e profiláticos, mas 

também como promotores de crescimento. Na União Europeia (UE), existem regulamentos 

que proíbem o uso de antibióticos como promotores de crescimento e todos os 

medicamentos administrados a animais produtores de alimentos têm que ser aprovados pela 

UE ou por cada estado membro. Devem ainda ser cumpridos os limites máximos de resíduos 

(LMR) estabelecidos, que são descritos como a concentração máxima de resíduos que podem 

ser aceites como legalmente autorizados num alimento. Porém, os resíduos de antibióticos 

ainda encontrados em matrizes edíveis podem causar efeitos tóxicos e reações alérgicas a 

indivíduos com hipersensibilidade, comprometendo diretamente a saúde dos consumidores. 

Estas práticas ainda expõem as bactérias a doses não letais de antibióticos, favorecendo o 

aparecimento de estirpes bacterianas resistentes. A presença de medicamentos veterinários e 

outros contaminantes em tecidos edíveis é um dos principais problemas de segurança 

alimentar (food safety), e consequentemente apresenta implicações na disponibilidade global 

de alimentos (food security), o que desperta grande preocupação pública.  

Este estudo utiliza uma metodologia de cromatografia líquida de ultra resolução acoplada a 

um espectrómetro de massa com analisador de tempo de voo (UHPLC-ToF-MS), multi-classe 

e multi-resíduo, previamente validada de acordo com a Decisão da Comissão 657/2002/CE, 

para a determinação de 48 antibióticos de diversas famílias. Foram analisadas 40 amostras de 

rim e 40 amostras de fígado, provenientes dos mesmos leitões, permitindo uma análise 

comparativa dos resultados obtidos em ambos os órgãos. 45% das amostras apresentaram 

algum tipo de resíduo, mais especificamente 18 amostras de rim e 18 de fígado, sendo que 11 

animais exibiram resíduos em ambos os órgãos. No total, foram detetados 7 antibióticos, 

como ciprofloxacina, danofloxacina, enrofloxacina, oxitetraciclina, espiramicina, sulfadiazina e 

trimetoprim. As concentrações obtidas variaram entre 0,3μg/kg (danofloxacina) e 85,2μg/kg 

(enrofloxacina) em rim, e entre 3,9μg/kg (danofloxacina) e 215,4μg/kg (espiramicina) em 

fígado, apresentando algumas diferenças significativas entre os dois órgãos, confirmando que 

ambas as matrizes são relevantes em programas de monitoração e controlo de resíduos de 
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antibióticos. Todos estes antibióticos foram encontrados em concentrações relativamente 

baixas, nunca excedendo o LMR estabelecidos pelo Regulamento nº37/2010 da Comissão 

Europeia, para cada matriz edível. No entanto, várias amostras apresentaram mais do que um 

resíduo em simultâneo, o que pode levar a efeitos cumulativos levantando preocupações 

adicionais de segurança. 

 

Palavras-chave: Resíduos de antibióticos; Rim; Fígado; Leitão; Segurança Alimentar; UHPLC-

ToF-MS 
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Abstract 

The growth of the world population and the demand for foods of animal origin requires an 

increase in the production of fast-growing animal species, such as swines. In Portugal, the 

commercial production of piglets has significantly intensified in the last decades, being swine 

meat the most consumed by the Portuguese. The use of antibiotics in livestock has become a 

current practice, not only for therapeutic and prophylactic purposes, but also as growth 

promoters. In the European Union (EU), there are regulations that prohibit the use of 

antibiotics as growth promoters and all drugs administered to food-producing animals must 

be approved by the EU or by each member state. The established maximum residue limits 

(MRL), which are described as the maximum concentration of residues that can be accepted 

as legally authorized in food of animal origin, must also be respected. However, antibiotic 

residues still found in edible matrices can cause toxic effects and allergic reactions to 

individuals with hypersensitivity, directly compromising consumers’ health. These practices 

also expose bacteria to non-lethal doses of antibiotics, favoring the appearance of resistant 

bacterial strains. The presence of veterinary drugs and other contaminants in edible tissues is 

one of the main problems of food safety and food security, which raises great public concern. 

This study uses an ultra-high performance liquid chromatography coupled to a mass 

spectrometer with a time of flight analyzer (UHPLC-ToF-MS), multi-class and multi-residue 

methodology, previously validated according to Commission Decision 657/ 2002 / CE., for the 

determination of 48 antibiotics belonging to different families. 40 kidney and 40 liver samples 

from the same piglets were analyzed, allowing a comparative analysis of the results obtained 

for both organs. 45% of the total samples, more specifically 18 kidneys and 18 livers, presented 

some kind of antibiotic residue, in which only 11 animals exhibited residues in both organs. In 

total, 7 antibiotics were detected, such as ciprofloxacin, danofloxacin, enrofloxacin, 

oxytetracycline, spiramycin, sulfadiazine and trimethoprim. The obtained concentrations 

ranged between 0,3μg/kg (danofloxacin) and 85,2μg/kg (enrofloxacin) in kidney samples, and 

between 3,9μg/kg (danofloxacin) and 215,4μg/kg (spiramycin) in liver samples. Some 

differences between the two organs were observed, confirming that both matrices are relevant 

in monitoring and control programs. All of these antibiotics were found in relatively minimum 

concentrations, never exceeding the (MRL) set by Regulation No. 37/2010 of the European 

Commission, for each edible matrix. However, several samples showed more than one 

residue, which can lead to cumulative effects, raising additional safety concerns. 
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CAPÍTULO 1 – INTRODUÇÃO 

 

1. Introdução 

A expansão económica, o crescimento da população global e a maior procura por proteína de 

origem animal requer um incremento da produção de espécies animais de crescimento rápido 

e com taxas de conversão de alimentos eficientes, como é o caso dos suínos. A produção 

mundial de suínos aumentou nos últimos 50 anos e prevê-se um crescimento contínuo nas 

próximas três décadas (Lassaletta et al., 2019). Segundo os relatórios da FAO (Food and 

Agriculture Organization) em mercados globais de alimentos, a carne de porco é uma das mais 

consumidas em todo o mundo, representando cerca de 115,6 milhões de toneladas por ano, 

sendo 24 milhões de toneladas apenas na União Europeia (FAO, 2016). 

Em Portugal, a produção comercial de suínos intensificou-se significativamente nas últimas 

décadas. A carne de porco e seus derivados é a mais consumida pelos portugueses, seguida 

de perto pela carne de animais de capoeira, como os frangos, que têm registado o maior 

crescimento anual médio e ganho uma maior evolução nestas últimas quatro décadas.  

1.1. Consumo de carne de suíno em Portugal 

Atualmente, e apesar da generalidade dos consumidores estarem cada vez mais conscientes e 

preocupados com a alimentação e a sua relação com a saúde, a oferta alimentar continua a 

revelar desequilíbrios quando comparada com o padrão alimentar que é recomendado pela 

Roda dos Alimentos. De acordo com o estudo da Balança Alimentar Portuguesa de 2012-

2016, o grupo “carne, pescado e ovos” mantiveram em 2016 disponibilidades acima do padrão 

alimentar recomendado, +11,5 pontos percentuais do que o aconselhado (INE, 2017). Neste 

estudo apresentaram também disponibilidades totais de carne para consumo humano de 220,3 

g/hab/dia ou 80,4 kg/hab/ano em 2016, o que equivale a que cada habitante em Portugal tenha 

consumido em média 2 bifes por dia. 

Segundo o Instituto Nacional de Estatística (INE), o consumo anual de carne e miudezas no 

ano de 2019 foi cerca de 119,1 kg/pessoa em Portugal, destacando-se o consumo de carne de 

porco de 44,3 kg/pessoa (INE, 2019). Em 2018, o consumo total de carne atingiu as 1.210.000 

toneladas, sendo 460.000 toneladas de carne de porco. 
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A utilização das carnes de suíno na alimentação dos portugueses traz vantagens em diversos 

domínios. É uma atividade produtiva, que ocupa mão-de-obra, que contribui para a riqueza 

nacional, e de onde se obtêm imensos géneros alimentícios variados. Em zonas rurais ainda 

existem muitas pequenas explorações domésticas que contribuem para evitar a desertificação 

do interior assim como também permitem a subsistência alimentar e financeira de muitas 

famílias. As carnes de suíno são dos alimentos com maior tradição gastronómica no padrão 

de consumo dos portugueses. Desde as febras ou bifanas grelhadas, os lombos assados, os 

couratos na brasa, os chouriços, salpicões, paios, morcelas, farinheiras, toucinho, linguiças, 

salames, salsichas, presunto, até ao famoso leitão. Não esquecer que em 2011, o leitão da 

Bairrada foi considerado uma das 7 Maravilhas da Gastronomia de Portugal... 

 

2. Antibióticos 

Os antibióticos são o grupo de fármacos capazes de combater, nos homens e nos animais, 

infeções causadas por microrganismos. Este grupo inclui compostos naturais orgânicos ou 

sintéticos. Compostos naturais orgânicos são produzidos por bactérias ou fungos, que 

correspondem normalmente a produtos secundários do seu metabolismo, como o caso da 

Penicilina, o primeiro antibiótico identificado por Alexander Fleming em 1928 (Guimarães, 

Momesso e Pupo, 2010). Já os compostos sintéticos e semissintéticos são obtidos a partir de 

antibióticos naturais mas com adições e modificações. Eles podem ser classificados quando à 

sua ação, como bactericidas, quando provocam a morte da bactéria, ou como bacteriostáticos, 

quando promovem a inibição do seu crescimento (Guimarães, Momesso e Pupo, 2010). São 

dos fármacos de maior consumo tanto na medicina humana como na veterinária. Com a 

introdução da penicilina, durante a Segunda Grande Guerra, para o tratamento de infeções 

bacterianas, a descoberta e o uso de antibióticos, como bactericidas ou bacteriostáticos, 

generalizou-se então não só a humanos mas também aos animais de produção. 

2.1. Uso de antibióticos em animais de produção de alimentos 

Com o aumento permanente da população mundial e consequente intensificação da agricultura 

e pecuária, a utilização de antibióticos de uso veterinário na produção animal (aquática e 

terrestre) deixou de ser exclusivamente terapêutica e passou a incluir a prevenção de doenças, 

profilaxia e metafilaxia, e a promoção do crescimento em animais saudáveis. 
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O uso de antibióticos como terapêutica tem como objetivo tratar infeções previamente 

diagnosticadas, envolvendo geralmente o tratamento de um único animal ou pequeno grupo de 

animais, por um período relativamente curto, com doses altas que excedem a concentração mínima 

inibitória (CMI) do agente patogénico conhecido ou suspeito (Ferreira, 2014). Já o uso profilático 

visa a prevenção da disseminação e desenvolvimento de doenças bacterianas em animais 

clinicamente saudáveis, principalmente em períodos de stress e vulnerabilidade, aplicando doses 

moderadas de antibióticos a grandes grupos de animais, por longos períodos de tempo. O uso como 

promotor de crescimento envolve administração de alguns antibióticos ou compostos com alguma 

atividade antibacteriana em doses sub-terapêuticas por períodos muito longos, talvez até por toda a 

vida dos animais, com o intuito de melhorar o seu índice de conversão alimentar (Lekagul, 

Tangcharoensathien e Yeung, 2019). 

Foi na década de 40 do século XX que se descobriu que os antibióticos promoviam o 

crescimento animal, quando frangos que tinham sido alimentados com uma ração contendo 

subprodutos de fermentação da tetraciclina, exibiram taxas de crescimento superiores aos 

dos animais alimentados com ração sem estes subprodutos (Gonzalez Ronquillo e Angeles 

Hernandez, 2017). Em suínos, a primeira evidência de efeitos dos antibióticos no desempenho 

dos animais foi também observada no final dos anos 40, quando se descobriu que a adição de 

micélios de culturas aeróbicas de Streptomyces aureofaciens, que continham resíduos de 

clortetraciclina, à alimentação dos animais, melhorava o seu crescimento (Gonzalez Ronquillo 

e Angeles Hernandez, 2017). Desde então, o uso de promotores de crescimento expandiu 

passando a incluir uma ampla gama de antibióticos aplicados a várias espécies. 

Apesar das regulamentações que proíbem o uso de antibióticos como promotores de crescimento 

em muitos países, nomeadamente na UE, desde 2006 (Barton, 2014), alimentos suplementados com 

estes medicamentos ainda podem ser comprados sem prescrição veterinária em vários dos 

principais países produtores de animais, como os Estados Unidos, Canadá, China e Austrália. Estas 

práticas expõem as bactérias a doses não letais de antibióticos favorecendo o aparecimento de 

estirpes bacterianas resistentes (Lagha et al., 2017). 

Na indústria suína, como em qualquer outro campo da pecuária, os tratamentos são aplicados 

numa perspetiva de medicina de grupo, não apenas por razões de profilaxia e gerenciamento 

produtivo, mas também por razões económicas. Geralmente, os tratamentos individuais 

exigem mais trabalho e são uma fonte de stress para os animais; portanto, a grande maioria 

dos tratamentos são coletivos e administrados através de comida ou água (Ferreira, 2014). A 

administração de antimicrobianos a porcos visa principalmente o controlo e a prevenção de 
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doenças respiratórias, digestivas e sistémicas. A fase pós-desmame é a fase mais crítica do 

crescimento dos leitões, onde o aparecimento de certas infeções, como enterite, meningite e 

sepse, é um fator decisivo para o crescimento e a sobrevivência dos animais, e portanto a fase 

onde mais medicamentos são administrados (Ferreira, 2014). Tetraciclinas, macrólidos, 

quinolonas, sulfonamidas, cefalosporinas e penicilinas estão entre as classes de agentes 

antimicrobianos mais utilizados em suínos (Lekagul, Tangcharoensathien e Yeung, 2019). 

Muito embora a prescrição de antibióticos seja controlada e restrita a médicos veterinários, 

que realizam as administrações de modo profissional, legal, consciente e para o benefício dos 

animais, nas produções intensivas, em que existe grande número de animais em espaços 

pequenos, há grande prevalência e disseminação de doenças infeciosas, levando ao inevitável 

uso inadequado de antibióticos. 

2.2. Famílias de Antibióticos 

2.2.1. Tetraciclinas 

As tetraciclinas, com a fórmula química de base C22H25N2O2 (figura 1), são moléculas que 

possuem um núcleo tetracíclico, ou seja composto por 4 anéis aromáticos, indispensáveis para 

a sua ação farmacológica, em que estão ligados uma variedade de grupos funcionais. Esta família 

de antibióticos tem um amplo espectro de ação antibiótica, para o tratamento de infeções 

causadas por diversos microrganismos, como bactérias Gram- e Gram+, aeróbias e 

anaeróbias, parasitas, protozoários e até alguns fungos (Pereira-Maia et al., 2010).  

As tetraciclinas são um dos principais grupos de antibióticos usados na terapia humana e 

veterinária, mas também no sector agrícola como aditivos alimentares. Possuem bastantes 

propriedades favoráveis como amplo espetro de ação, grande atividade antimicrobiana, baixa 

toxicidade, baixo custo e podem ser administrados por via oral na maioria dos casos. Este 

facto leva a que sejam usados indiscriminadamente, o que levou ao aparecimento de 

resistências em grupos de bactérias, principalmente resistências às tetraciclinas da 1ª geração 

(descobertas entre os anos 50 a 70). A clortetraciclina, oxitetraciclina e tetraciclina, são as 

mais utilizadas pelo mundo, nomeadamente na indústria suína (Daghrir e Drogui, 2013). 

O mecanismo de ação destas moléculas implica a sua ligação à subunidade 30S do ribossoma 

bacteriano presente no RNA mensageiro, impossibilitando a ligação do aminoacil-tRNA. 
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Consequentemente impede a adição de novos aminoácidos, impedindo assim a síntese 

proteica (Pereira-Maia et al., 2010). 

 

Figura 1 - Estrutura básica das tetraciclinas 

Os compostos pertencentes a esta classe são relativamente estáveis em meio ácido, mas não 

em meio alcalino, podendo transformar-se reversivelmente nos seus epímeros (Daghrir e 

Drogui, 2013). As tetraciclinas são também fortes agentes quelantes, ou seja, responsáveis pela 

formação de um complexo através da sua conjugação com catiões metálicos, por ligações 

covalentes. Esta característica dificulta a sua extração de tecidos biológicos, levando a baixas 

recuperações. Este problema é ultrapassado adicionando uma solução de EDTA (ácido 

etilenodiamino tetracético), também um agente quelante de metais, na primeira etapa de 

extração aquosa, diminuindo a interação das tetraciclinas com os iões metálicos (Freitas, 

2015). Existem vários métodos analíticos para determinar tetraciclinas em produtos de origem 

animal, como imunoensaios e eletroforese capilar, sendo a cromatografia líquida, o método 

de eleição. A LC (cromatografia líquida) associada à deteção UV (ultravioleta) e fluorescência 

veio a ser substituída por detetores de massa, MS (espetroscopia de massa), melhorando a 

sensibilidade e a precisão e a exatidão na deteção e quantificação (Gaspar et al., 2019).  

2.2.2. Macrólidos 

Os macrólidos, de fórmula química básica C37H67NO13, são moléculas que possuem um anel 

macrocíclico de lactona, que varia normalmente entre 12 a 16 membros, onde se ligam um ou 

mais açúcares por ligações glicosídicas (dois exemplos na figura 2). Os macrólidos são 

maioritariamente usados para tratar infeções causadas por bactérias aeróbicas e anaeróbicas, 

Gram+ e algumas Gram-, principalmente infeções do trato respiratório como pneumonia, 

bronquite crónica, sinusite aguda, otites e faringites (Guimarães, Momesso e Pupo, 2010). Têm 

uma ação bacteriostática, inibindo a síntese proteica, tal como as tetraciclinas. O seu 

mecanismo de ação consiste na ligação a recetores localizados na subunidade 50S do 

ribossoma bacteriano, interferindo na elongação da cadeia peptídica durante a translação e 

bloqueando a biossíntese de proteínas (Mazzei et al., 1993).  
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Figura 2 - Estrutura da tilmicosina (A) e da espiramicina (B) 

Estas moléculas são bases fracas, lipofílicas e solúveis em metanol (Freitas, 2015). Métodos de 

preparação de amostra como extração em fase sólida (SPE), extração líquido-líquido (LLE), 

dispersão de matriz em fase sólida (MSPE), extração por líquido pressurizado (PLE) e extração 

em fase sólida magnética (MSPE) têm sido utilizados para extrair antibióticos da classe dos 

macrólidos de matrizes alimentares (Lan et al., 2019).  

Dentro das várias técnicas analíticas, a LC-MS/MS é a mais utilizada e referenciada para 

identificação e quantificação de macrólidos. No entanto, Wang et al, afirmam que apesar de 

certas limitações atribuídas ao ToF-MS como menor repetibilidade e maiores limites de 

deteção, este demostra grande aplicabilidade na análise de macrólidos em amostras 

alimentares e ambientais, apresentando-se como uma ferramenta analítica poderosa, podendo 

complementar na determinação de macrólidos e compostos relacionados, incluindo produtos 

de degradação, metabolitos e impurezas (Wang, 2009). 

2.2.3. Quinolonas 

As quinolonas são antibióticos obtidos por síntese química, que derivam do composto 4-

quinolona. A primeira molécula ativa sintetizada foi o ácido nalidíxico (figura 3), no início dos 

anos 60, marcando um início de décadas de desenvolvimento de um grande números de novos 

compostos sintéticos da família das quinolonas (Emmerson e Jones, 2003). As fluoroquinolonas 

surgiram mais tarde, na década de 70 (Emmerson e Jones, 2003), pela introdução de um átomo 

de flúor, e foram classificadas como a segunda geração de quinolonas, tipicamente 

representadas pela ciprofloxacina e enrofloxacina (figura 3)(Guimarães, Momesso e Pupo, 

2010). A introdução das quinolonas fluoradas veio trazer vantagens terapêuticas porque lhes 

conferiu uma ação antibiótica mais potente e um espetro de atividade mais amplo contra 

bactérias Gram- e Gram+ (Santos e Ramos, 2016).  

A B 
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As quinolonas e fluoroquinolonas são fármacos bactericidas muito utilizados no tratamento 

de infeções do trato urinário, respiratório e digestivo, assim como outras infeções localizadas 

e infeções gerais graves (como septicémia), e também no tratamento de infeções causadas por 

micro-organismos resistentes aos agentes antibacterianos mais usuais. Estes bactericidas vão 

inibir a síntese das enzimas DNA-girase e topoisomerase II, essenciais para a viabilidade 

bacteriana. Estas enzimas estão envolvidas na manutenção da integridade do DNA bacteriano 

durante a replicação e transcrição, e a sua falha vai ter consequências na divisão celular 

culminando na morte celular (Redgrave et al., 2014).  

Figura 3 - Estrutura do ácido nalidíxico (A), enrofloxacina (B) e ciprofloxacina (C) 

Os métodos descritos na literatura para a extração de fluoroquinolonas são maioritariamente 

SPE e DSPE. No que toca à identificação e quantificação, o HPLC acoplado a deteção 

ultravioleta ou deteção por fluorescência são técnicas utilizadas. No entanto, sendo que estes 

métodos são limitantes no que toca ao número de quinolonas a ser detetadas, a LC-MS passou 

a ser a ferramenta analítica preferencial para uma análise confirmatória. 

2.2.4. Sulfonamidas 

As sulfonamidas são compostos antimicrobianos sintéticos, derivados do grupo p-

aminobenzenosulfonamida (figura 4), testados pela primeira vez nos anos 30 como 

antibacterianos. São fármacos bacteriostáticos usados maioritariamente para o tratamento de 

infeções do trato urinário, mas também outras infeções agudas ou crónicas causadas por 

bactérias Gram- e Gram+.  

As sulfonamidas atuam no metabolismo de síntese do ácido fólico, essencial para a replicação 

das bactérias. São inibidores competitivos da enzima di-hidropteroato sintetase, responsável 

pela conversão do ácido p-aminobenzoico (PABA) em di-hidropteroato, percursor do ácido 

fólico. As sulfonamidas são análogos estruturais do PABA, daí o seu efeito competitivo nesta 

síntese. Alguns compostos desta família, como por exemplo o sulfametoxazol e a sulfadiazina, 

A B C 
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são associados com o trimetoprim (figura 4), tendo uma ação sinérgica e potencializando o 

seu efeito, visto que este também atua no metabolismo do ácido fólico, inibindo a di-

hidrofolato reductase, impedindo a conversão do ácido di-hidrofólico em ácido tetra-

hidrofólico (Guimarães, Momesso e Pupo, 2010). 

  

 

 

 

 

Figura 4 - Estrutura do grupo funcional p-aminobenzenosulfonamida (A), sulfametoxazol (B), 

sulfadiazina (C) e trimetoprim (D) 

Vários métodos foram propostos para a deteção de sulfonamidas, mas posteriormente 

considerados inapropriados. Como por exemplo a eletroforese capilar, que mostrou boa 

capacidade de separação, mas com baixa precisão; a tecnologia de biossensor, que tem boa 

sensibilidade, mas propensa a falsos negativos; e a cromatografia gasosa, com recurso à 

derivatização dos compostos, devido à sua elevada polaridade e baixa volatilidade (Freitas, 

2015). Posto isto, a técnica de LC-MS/MS é a mais utilizada devido à alta especificidade e 

sensibilidade (Hui et al., 2018).  

2.2.5. β-Lactâmicos 

Os β-lactâmicos são uma grande família de antibióticos bactericidas, provavelmente dos mais 

amplamente utilizados em medicina veterinária, cujos 2 grupos principais são as penicilinas e 

as cefalosporinas (figura 5). A sua estrutura molecular contém um anel β-lactâmico, constituído 

por uma amina cíclica de 4 membros, que lhe confere a atividade bactericida. A estrutura 

básica da penicilina é o ácido 6-aminopenicilânico, enquanto das cefalosporinas é o ácido 7-

aminocefalosporânico. Nos dois casos, a presença do anel β-lactâmico de quatro membros, 

que é instável e termicamente lábil, torna estes compostos facilmente degradáveis pelo calor, 

na presença de álcoois e em condições ácidas. 

C A B 
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Têm como mecanismo de ação a inibição da biossíntese do peptidoglicano, componente 

essencial da parede celular bacteriana, que se encontra do lado exterior da membrana 

citoplasmática. O peptidoglicano tem como principal função preservar a integridade da 

bactéria, e qualquer tipo de inibição da sua síntese ou degradação durante o crescimento 

bacteriano, vai resultar na lise da célula (Cho, Uehara e Bernhardt, 2014).  

 

 

 

Figura 5 - Estrutura básica das penicilinas (A) e das cefalosporinas (B) 

Os β-lactâmicos são normalmente reconhecidos como uma classe “crítica” devido à sua 

instabilidade, e por isso são muitas vezes realizados estudos de estabilidade de soluções stock 

específicos para esta família. No que toca à técnica de SPE, o uso de colunas C18 para a 

purificação dos extratos é o mais descrito por vários autores (Brito e Gonçalves, 2006). Em 

métodos multi-classe, torna-se ainda mais difícil lidar com estes compostos, visto terem 

características diferentes de outras famílias, o que dificulta a escolha de um método de 

extração que consiga englobar estas moléculas e as das restantes famílias.  

 

3. Riscos e Resistência Antimicrobiana 

Uma grande percentagem de medicamentos é excretada via urina e fezes, mas também se 

apresentam nos alimentos provenientes dos animais tratados, tais como leite e ovos, na forma 

primária não metabolizada em alguns animais; ou tendem a acumular-se nos tecidos e órgãos 

(Gonzalez Ronquillo e Angeles Hernandez, 2017). O consumo de produtos que contenham 

estes resíduos pode representar uma ameaça aos consumidores podendo ser responsáveis 

por efeitos tóxicos, reações alérgicas em indivíduos com hipersensibilidade e resultar numa 

alteração do microbiota, causando algumas doenças gastrointestinais. A saúde dos 

consumidores pode também ser comprometida devido à proliferação e transferência de 

estirpes bacterianas resistentes aos antimicrobianos, o que poderá levar a falhas terapêuticas 

em situações clinicas em indivíduos infetados (Nisha, 2008).  

A B 
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A taxa atual de disseminação da resistência antimicrobiana está a aumentar devido a vários 

fatores como falta de regulamentação e supervisão, uso não terapêutico, vendas sem receitas, 

más condições de higiene, fluxo contínuo de viajantes, aumento de pacientes 

imunodeprimidos, demoras nos diagnósticos de infeções bacterianas, entre outros; sendo um 

dos mais importantes, o uso inadequado e excessivo de antimicrobianos, tanto em humanos 

quanto em animais, (Guimarães, Momesso e Pupo, 2010; FAO, 2016). 

Esta resistência está a tornar-se cada vez mais grave porque o ritmo com que novos 

antibióticos são descobertos e aprovados diminuiu drasticamente, enquanto que o uso de 

antibióticos tem vindo a aumentar. Este é um dos mais sérios problemas de saúde do século 

XXI pois já estamos a ser confrontados com infeções para as quais nenhum antibiótico é eficaz, 

visto que as bactérias adquiriram resistência a todos os disponíveis (FAO, 2016). 

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a resistência é um problema global, na 

medida em que microrganismos e genes de resistência não reconhecem fronteiras geográficas 

nem ecológicas, resistências que surgiram num lugar geográfico ou numa espécie específica 

podem espalhar-se facilmente através de água, comida, animais ou pessoas, de umas espécies 

para outras, afetando países em desenvolvimento e desenvolvidos. Estamos então perante uma 

questão multissetorial que abrange seres humanos, animais e o meio ambiente, e que constitui 

não só uma ameaça para a saúde humana e animal, mas também tem implicações na segurança 

alimentar (food safety) e na disponibilidade global de alimentos (food security). 

No contexto de segurança alimentar, há evidências de que os produtos agropecuários se 

tornaram reservatórios de estirpes bacterianas resistentes e que a sua transferência (ou dos 

seus genes de resistência) ao Homem é um dos grandes responsáveis pelo nível de resistência 

atual (Chowdhury et al., 2009). 

3.1. Mecanismo de Resistência 

Tanto as bactérias como outros agentes patogénicos sempre evoluíram para resistir aos novos 

medicamentos utilizados para os combater. A resistência a antibióticos refere-se à capacidade 

dos microrganismos se continuarem a reproduzir e sobreviver na presença destes. 

De um ponto de vista evolutivo, as bactérias usam duas estratégias genéticas principais: a 

primeira é a ocorrência de mutação num ou mais genes da própria bactéria, normalmente 

associados ao mecanismo de ação do antibiótico. A segunda é a ocorrência de uma 
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transferência horizontal de genes de resistência de uma bactéria resistente para outra bactéria, 

adquirindo assim DNA que codifica determinantes de resistência (Munita e Arias, 2016). 

Posteriormente ocorre a expansão por seleção natural, ou seja, uma vez que o gene ou 

mutação de resistência está presente e é expressado, as células que o contém são capazes de 

sobreviver e se reproduzir na presença do antimicrobiano e consequentemente aumentar em 

número à custa das células vulneráveis favorecendo-se, assim, os organismos resistentes.  

Ao longo dos anos de evolução, as bactérias foram desenvolvendo mecanismos sofisticados 

de resistência a medicamentos para evitar a sua morte por moléculas antimicrobianas. A 

resistência a cada classe de antibióticos pode ser alcançada através de múltiplas vias 

bioquímicas que podem variar entre microrganismos, representadas esquematicamente na 

figura 6. A resistência pode então ser causada por mecanismos bioquímicos como (Munita e 

Arias, 2016): 

1. Alteração ou desvio do sítio ativo, fazendo com que o antibiótico não se consiga ligar 

ao seu alvo. 

2. Impedir que o antibiótico atinga o alvo, pela diminuição da permeabilidade da 

membrana ou por mudanças nas bombas de efluxo. Isto vai promover a diminuição da 

penetração e consequente diminuição da concentração do antibiótico.  

3. Modificação da molécula antibiótica, impedindo a sua interação com o alvo. Estas 

alterações químicas do antibiótico são promovidas por enzimas que vão adicionar 

grupos químicos ou mesmo destruir a molécula, inativando-a. 

4. Adaptações globais da célula bacteriana. Por exemplo, existem antibióticos cujo 

mecanismo de ação passa pela inibição de certas enzimas; posto isto, algumas bactérias 

são capazes de transmitir a inativação destas enzimas, fazendo com que estes 

antibióticos não tenham alvo onde atuar, tornando estas bactérias insensíveis a estes 

antibióticos(Guimarães et al., 2010; Munita & Arias, 2016) . 
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Figura 6 - Mecanismos de resistência bacteriana 

 

4. Legislação para Resíduos de Antibióticos 

De modo a combater situações abusivas e controlar o aparecimento de resíduos de 

substâncias farmacologicamente ativas em alimentos de origem animal (e seus derivados) para 

consumo humano, foram criadas uma série de regulamentações e restrições. Todos os 

medicamentos veterinários utilizados em animais produtores de alimentos devem ser 

aprovados pelas entidades governamentais em causa, para que não haja resíduos no produto 

alimentar ou que estes não excedam o limite de tolerância. A Comissão Europeia determinou 

a necessidade de controlo obrigatório de medicamentos veterinários em alimentos de origem 

animal. O termo “resíduo” é definido pela legislação como resíduo de substâncias 

farmacologicamente ativas, sejam elas princípios ativos, excipientes, produtos de degradação e 

respetivos metabolitos, que permanecem nos géneros alimentícios obtidos a partir de animais e que 

possam ser prejudiciais para a saúde humana (CE, 1990).  

O Regulamento (CE) Nº 2377/90 do Conselho prevê um processo comunitário para o 

estabelecimento de limites máximos de resíduos (LMRs) para todas as substâncias 

farmacologicamente ativas que façam parte da composição dos medicamentos de uso 

veterinário, a serem administrados a animais produtores de alimento para consumo humano. 

O “Limite Máximo de Resíduos” é descrito como a concentração máxima de resíduos resultante 

da utilização de um medicamento veterinário (expresso em mg/kg ou μg/kg de peso fresco) que a 

Comunidade pode aceitar como legalmente autorizada ou que é reconhecida como aceitável à 

superfície ou no interior de um alimento. Este limite baseia-se no tipo e quantidade de resíduos que 
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se considera não apresentarem qualquer risco de toxicidade para a saúde humana nos termos 

expressos pela dose diária aceitável (DDA) ou com base numa DDA temporária com um fator de 

segurança adicional (CE, 1990). 

A Diretiva 96/23/CE do Conselho veio determinar as medidas para monitorar a presença de 

resíduos de medicamentos veterinários em animais vivos e em produtos de origem animal. De 

acordo com os órgãos reguladores, estes compostos estão divididos em 2 grupos: no grupo 

A encontram-se substâncias com efeitos anabolizantes e substâncias não autorizadas, para as 

quais não existem LMRs estabelecidos; e no grupo B encontram-se medicamentos veterinários 

e contaminantes, onde estão incluídos os antibióticos, que na sua maioria têm LMRs 

estabelecidos (tabela 1). 

Tabela 1 - Tabela adaptada da diretiva 96/23/CE do Conselho de 29 de Abril de 1990 (CE, 1996) 

Grupo A — Substâncias com efeito anabolizante e substâncias não autorizadas: 

1. Estilbenos, derivados dos estilbenos, seus sais e ésteres 

2. Agentes antitiroidianos 

3. Esteróides 

4. Resorcylic Acid Lactones (incluindo o Zeranol) 

5. β-agonistas 

6. Substâncias constantes do anexo IV do Regulamento (CEE) nº2377/90 do Conselho de 26 de 

Junho1990 

Grupo B — Medicamentos veterinários e contaminantes 

1. Substâncias antibacterianas, incluindo sulfamidas e quinolonas 

2. Outros medicamentos veterinários 

a) Antelmínticos 

b) Anticoccídeos, incluindo os nitroimidazóis 

c) Carbamatos e piretróides 

d) Tranquilizantes 

e) Anti-inflamatórios não esteroidianos (AINE) 

f) Outras substâncias que exerçam actividade farmacológica 

3. Outras substâncias e contaminantes ambientais 

a) Compostos organoclorados, incluindo os PCBs 

b) Compostos organofosforados 

c) Elementos químicos 

d) Micotoxinas 

e) Corantes 

f) Outros 

Os limites máximos de resíduos de substâncias farmacologicamente ativas permitidas em 

matrizes edíveis e produtos de origem animal são estabelecidos no Regulamento (UE) N.º 

37/2010. Estes LMR estão discriminados para cada espécie animal e tecido alvo, expressos em 
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μg/kg. Na tabela 2 estão os antibióticos incluídos neste trabalho, e seus respectivos LMRs para 

cada uma das matrizes estudadas.  

Tabela 2 - Substâncias farmacologicamente ativas, agrupadas por famílias, e respectivos LMRs, 

adaptado do Regulamento (UE) Nº 37/2010 da Comissão de 22 de Dezembro (CE, 2009). 

Família 
Substância Farmacologicamente 

Ativa 
LMR (μg/kg) 

Fígado de suíno 

LMR (μg/kg) 

Rim de suíno 

Tetraciclinas 

Clorotetraciclina+Epi Clorotetraciclina 300 600 

Doxiciclina 300 600 

Oxitetraciclina 300 600 

Tetraciclina + Epi-Tetraciclina 300 600 

Sulfonamidas 

Sulfacloropiridazina 100 

Sulfadiazina 100 

Sulfadimetoxina 100 

Sulfadoxina 100 

Sulfametazina 100 

Sulfametiazol 100 

Sulfametoxazol 100 

Sulfanilamida 100 

Sulfapiridina 100 

Sulfaquinoxalina 100 

Sulfatiazol 100 

Sulfisomidina 100 

Sulfisoxazol 100 

Macrólidos 

Espiramicina 2000 1000 

Tilmicosina 1000 

Tilosina 100 

Quinolonas 

Ácido nalidíxico Não estabelecido 

Ácido oxolínic 150 

Cinoxacina Não estabelecido 

Danofloxacina 200 

Enoxacina Não estabelecido 

Enrofloxacina + Ciprofloxacina 200 300 

Flumequina 500 1500 

Marbofloxacina 150 

Norfloxacina Não estabelecido 

Ofloxacina Não estabelecido 

Penicilinas 

Amoxicilina 50 

Ampicilina 50 

Benzilpenicilina (pen G) 50 

Dicloxacilina 300 

Nafcilina Não estabelecido 

Oxacilina 300 

Cafalosporinas 

Cefalexina Não estabelecido 

Cefapirina Não estabelecido 

Cefalonium Não estabelecido 

Cefaperazona Não estabelecido 

Cefazolium Não estabelecido 

Cefquinoma 100 200 

Ceftiofur 2000 6000 

Pleuromotilinas Valnemulina 500 100 

Outros Trimetoprim 50 
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Na maioria dos casos, as matrizes em que são permitidas a maior concentração de resíduos 

são o fígado e rim. Ainda assim, no caso dos antibióticos estudados, é o tecido renal que 

apresenta maior LMR para a maioria dos resíduos, pois é o principal órgão responsável pela 

excreção de fármacos.  

Os produtores de animais devem também respeitar os intervalos de segurança exigidos antes 

do abate. Segundo a Diretiva 2004/28/CE, este intervalo entende-se como o período de tempo 

necessário entre a última administração do medicamento veterinário aos animais, (…) e a produção 

de géneros alimentícios derivados desse animal, a fim de proteger a saúde pública, garantindo que os 

referidos géneros alimentícios não contêm resíduos em quantidades superiores aos limites máximos 

de resíduos de substâncias activas estabelecidos nos termos do Regulamento (CEE) n.o 2377/90. 

(Directiva n.o 2004/28/CE do Parlamento Europeu e do Conselho de 31 de Março de 2004, 2004) 

 

5. Planos de controlo de resíduos 

Face à séria ameaça à saúde pública e à produção sustentável de alimentos, a FAO lançou o 

Plano Global de Ação sobre Resistência Antimicrobiana 2016-2020 com o intuito de 

sensibilizar, educar e ajudar os estados membros a desenvolver planos de ação nacionais 

multissectoriais e a implementá-los no combate à resistência antimicrobiana. Esse plano 

resultou de uma iniciativa tripartida (FAO/OMS/OIE) com a OMS e a Organização Mundial da 

Saúde Animal (OIE) conducente a abordar a temática da resistência antimicrobiana no 

contexto de “Uma só Saúde” (do inglês “One Health”) (FAO, 2016). 

Em Portugal, a Direção Geral de Alimentação e Veterinária (DGAV) tem nas suas funções a 

elaboração, coordenação e implementação do Plano Nacional de Pesquisa de Resíduos 

(PNPR), que consiste na colheita de amostras para a pesquisa de resíduos de substâncias não 

autorizadas, resíduos de medicamentos veterinários e controlo de contaminantes ambientais. 

Este plano consiste num sistema de vigilância que visa a analisar e evidenciar possíveis riscos 

de resíduos nos géneros alimentícios de origem animal, esclarecer as razões da sua presença, 

e responsabilizar os intervenientes da cadeia da produção de animais e de produtos de origem 

animal, pela qualidade e segurança dos produtos alimentares de origem animal destinados ao 

consumo humano. O INIAV é o laboratório nacional de referência de substâncias 

antimicrobianas, particularmente no pólo de Vairão, Vila do Conde, onde este trabalho foi 

realizado.  
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CAPÍTULO II – Metodologia Analítica 

 

1. Preparação da amostra 

A seleção adequada da técnica de preparação das amostras é fundamental para a obtenção de 

resultados de confiança. Esta escolha vai depender da natureza da amostra, da matriz, das 

características do analito, e da técnica analítica a ser empregue mais tarde na determinação. 

Relativamente à matriz deve considerar-se o seu estado físico, a temperatura, o tamanho da 

amostra, o seu conteúdo em matéria orgânica, pigmentos, proteínas, gordura, etc. Quanto ao 

analito tem que se ter em conta as suas propriedades físicas e químicas como a massa molar, 

carga, polaridade, volatilidade e outras propriedades que permitam a sua deteção (Jardim, 

2010).  

A escolha e otimização do método não é tarefa fácil, principalmente em matrizes complexas 

como tecidos e fluidos biológicos, matrizes alimentares, extratos de plantas e outras amostras 

provenientes do ambiente. Idealmente, a preparação deve ser o mais simples possível, tanto 

por uma questão de tempo, como também porque quanto maior o número de etapas, maior 

a probabilidade de introdução de erros. A metodologia deve também ser seletiva, envolver 

instrumentação de baixo custo, consumir o mínimo de reagentes e solventes e se possível 

incluir uma etapa de concentração dos analitos de modo a que tenhamos uma concentração 

suficiente para atingir o nível de deteção dos aparelhos analíticos (Jardim, 2010).  

Existem alguns obstáculos ao trabalhar com tecido hepático e renal, devido à complexidade 

destas matrizes, pois possuem alto teor em proteínas e gorduras, o que frequentemente 

interfere no desempenho analítico. Apresentam também uma atividade enzimática responsável 

pela rápida degradação de compostos lábeis, o que pode levar a perdas durante a preparação 

da amostra (Freitas, Barbosa e Ramos, 2015). Outra questão que deve ser tida em 

consideração ao desenvolver uma metodologia de preparação de amostras é o fato de que o 

objetivo é determinar antibióticos de diferentes famílias farmacológicas que possuam 

propriedades físico-químicas diferentes. Isso representa um desafio ao escolher o método de 

extração, porque é necessário remover as interferências da matriz da melhor maneira possível, 

sem perder todos os componentes de interesse com características diferentes (Freitas, 

Barbosa e Ramos, 2015). 
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1.1. Processo de extração e purificação 

Matrizes alimentares são bastante complexas, pelo que a escolha da metodologia de 

preparação da amostra é crucial para a determinação dos compostos específicos que se 

pretendem analisar, neste caso, antimicrobianos.  

Para alguns tecidos animais, nomeadamente o músculo, há uma tendência para simplificar a 

preparação da amostra recorrendo apenas à extração por solventes, especialmente quando 

se utilizam sistemas de deteção altamente sensíveis. No entanto, em matrizes mais complexas 

como é o caso do rim e do fígado, esta opção não é aconselhável. Por um lado, a possibilidade 

de se obter um extrato purificado é difícil, mas por outro, caso tal não se consiga, pode ter 

efeitos indesejáveis no equipamento, tanto no cromatógrafo, quanto no espectrómetro de 

massas. A técnica de eleição, para concentrar e purificar extratos obtendo bons resultados de 

recuperação, ainda é a extração em fase sólida.  

O método de extração em fase sólida (SPE – do inglês Solid Phase Extraction) é amplamente 

utilizado para a análise de diferentes compostos em inúmeras matrizes alimentares. A SPE tem 

como principais objetivos promover o isolamento, a concentração, a purificação e a extração 

dos compostos de interesse, e a remoção dos interferentes da matriz (Ötles e Kartal, 2016). 

Esta abordagem baseia-se na passagem do extrato liquido da amostra pela fase sólida contida 

numa coluna, em que os analitos de interesse fiquem retidos na fase sólida e o resto dos 

interferentes passem pela coluna e/ou sejam retirados na lavagem. Caso os interferentes da 

matriz não sejam removidos o melhor possível, ocorrendo a co-eluição destes com os analitos 

de interesse, podemos vir a obter resultados enganadores. Para além disto, a remoção correta 

dos interferentes vai promover a longevidade das colunas cromatográficas e evitar limpezas 

constantes nos sistemas de injeção e de deteção (Jardim, 2010).  

Este processo tem como etapas: acondicionamento da coluna ou ativação da fase extrativa, 

introdução da amostra, lavagem da coluna com solvente para a eliminação dos interferentes e 

finalmente a eluição e recolha dos analitos, como se exemplifica na figura seguinte (figura 7). 
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Figura 7 - Etapas da extração em fase sólida (imagem adaptada de (Jardim, 2010)) 

 

A técnica de SPE utiliza fases sólidas, também denominados de enchimento, em pequenas 

colunas descartáveis em forma de seringa, de modo a permitir uma separação mais eficaz dos 

componentes da amostra. Existe uma grande variedade de colunas, com diferentes 

enchimentos, a ser utilizadas para diversos tipos de matrizes e para diversos tipos de sistemas 

analíticos.  

Neste trabalho foi utilizada uma metodologia de SPE de fase inversa, o que significa que é 

composta por uma fase estacionária apolar e um solvente para eluição polar. Foram utilizadas 

colunas Oasis HLB (do inglês Hidrophilic Lipophilic Balance), cujo enchimento é um co-polímero 

macroporoso constituído a partir de um equilíbrio entre dois monómeros, um composto 

lipofílico e um composto hidrofílicos (figura 8). O uso de colunas com uma composição 

hidrofílica-lipofílica têm a capacidade de extrair analitos de misturas complexas com diferentes 

polaridades sem a necessidade de ajuste de pH (A. Freitas, 2015).  

Figura 8 - Polímero característico da coluna HLB 
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As colunas HLB são genericamente usados para purificação de amostras na deteção de 

medicamentos veterinários (Freitas, 2015), sendo o acetonitrilo, metanol e acetato de etilo, 

os solventes orgânicos eleitos nestes métodos. No entanto, o uso de metanol como solvente 

orgânico na extração não foi considerado uma vez que o acetonitrilo é o solvente que melhor 

garante um compromisso entre boas recuperações e menor co-extração de interferentes da 

matriz. Além disso, o metanol produz a degradação de algumas penicilinas e seu uso também 

tem sido evitado na preparação de soluções de trabalho desta classe de antibióticos (Moretti 

et al., 2016). 

 

2. Metodologias analíticas para deteção  

A monotorização de alimentos tem como objetivo verificar e garantir que quaisquer resíduos 

de medicamentos que possam ser encontrados em matrizes alimentares como ovos, leite, 

músculo, gordura, fígado e rim cumprem os limites máximos permitidos decretados pela UE. 

Técnicas microbiológicas e imunoquímicas são bastante utilizadas para a deteção da presença 

destes resíduos. Estas não quantificam nem distinguem entre os compostos de uma classe de 

fármacos, mas fornecem uma estimativa semi-quantitativa dos resíduos totais detetados. Posto 

isto, são apenas utilizados como métodos de triagem devido à sua simplicidade, rapidez e baixo 

custo (Stolker et al., 2008). No entanto estão a cair em desuso devido à possibilidade de falsos 

negativos e ao elevado número de falsos positivos, tornando-se assim pouco fiáveis.  

A relação entre o custo e eficácia de procedimentos analíticos é uma questão importante em 

laboratórios envolvidos na análise de resíduos, e a forma de a melhorar é maximizar o número 

de analitos a ser determinados em cada amostra numa única análise assim como o número de 

amostras analisadas de uma vez. Esta prática torna-se então mais eficiente através do 

desenvolvimento de métodos capazes de detetar vários resíduos de várias famílias de 

medicamentos, simultaneamente. Surgiram então técnicas cromatográficas líquidas e gasosas, 

acopladas a detetores convencionais, que possibilitam a identificação e determinação 

quantitativa de vários analitos de acordo com os seus tempos de retenção. 

Apesar do alto poder de resolução da cromatografia gasosa (GC), devido às suas colunas 

capilares, esta não é a técnica de eleição para resíduos de medicamentos pois estes são 

normalmente bastante polares, sensíveis a altas temperaturas e não voláteis devido ao seu 

elevado peso molecular (Gentili, Perret e Marchese, 2005). Deste modo, a cromatografia 
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líquida (LC) ou cromatografia líquida de alta resolução (HPLC) têm sido as técnicas analíticas 

mais desenvolvidas, e empregues em laboratórios de análise de indústrias químicas e 

farmacêuticas, em áreas médicas e em muitos outros campos da ciência (Maldaner e Jardim, 

2009). 

A LC é uma metodologia de quantificação confiável e validada, no entanto quando acoplada a 

detetores convencionais como o ultravioleta/visível e fluorescência, não é capaz de identificar 

certas classes de fármacos. Este problema tem sido ultrapassado, mais recentemente, com o 

acoplamento da LC a espectroscopia de massa (MS), tornando-se um dos métodos analíticos 

de maior desempenho e mais frequentemente usados. Este vai combinar as vantagens da 

cromatografia, como a alta seletividade e eficiência de separação, com a espetroscopia de 

massa, que vem trazer informação estrutural, determinação de massas molares e um aumento 

adicional de seletividade (Vékey, 2001). O poder da MS como detetor cromatográfico permite 

não só uma identificação mais definitiva, como também a determinação quantitativa de 

compostos que, por pertencerem à mesma classe, possam não ter sido totalmente separados 

cromatograficamente (Gentili, Perret e Marchese, 2005). Uma das principais vantagens é a 

sensibilidade, permitindo níveis de deteção na ordem dos ng/ml, μg/kg ou até mais baixos. 

Existe uma ampla gama de espetrómetros de massa cujas diferenças são os tipos de 

analisadores, que podem ser quadrupolo, ion trap, ToF (time of flight), sector magnético e 

instrumentos do tipo transformada de Fourier (Vékey, 2001). A cromatografia líquida acoplada 

com espectrometria de massa em tandem (LC - MS/MS) e a cromatografia líquida em 

combinação com analisadores de massa com triplo quadruplo (LC – QqQ-MS) têm sido os 

métodos de escolha mais frequentes para a determinação de concentrações vestigiais de 

produtos farmacêuticos em matrizes alimentares (Tylová, Flieger e Olšovská, 2013). 

Porém, existem algumas limitações no que toca ao número de analitos que podem ser 

detetados em simultâneo (Gaspar et al., 2019). Estas abordagens são extremamente eficazes 

como métodos de multi-deteção, no entanto, têm como alvo compostos relacionados, 

geralmente pertencentes a uma única classe ou família (Stolker et al., 2008). Esforços têm sido 

feitos para desenvolver métodos multi-deteção e multi-classe para antibióticos pertencentes 

a diferentes classes, em várias matrizes. Nos últimos anos tem havido um foco na HPLC 

juntamente com analisador tempo de voo (ToF) - MS. Apesar de ainda serem poucos, alguns 

estudos de ToF-MS envolvendo análises multi-classe, para a deteção de um grande número de 

antibióticos em matrizes alimentares já são encontrados na literatura. Kaufmann, et al. 

validaram um método multi-resíduo para 100 medicamentos veterinários, pertencentes a 
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várias famílias, em várias matrizes como músculo, fígado e rim (Kaufmann et al., 2008), assim 

como Ortelli, et al., que identificaram 150 medicamentos veterinários pertencentes a cerca de 

10 famílias diferentes em leite cru (Ortelli et al., 2009). 

Devido às inovações desta tecnologia, analisadores ToF fornecem alta especificidade e alta 

resolução de massa o que permite a construção de cromatogramas de massa exacta e 

altamente seletivos dos resíduos alvos, em matrizes complexas (Tylová, Flieger e Olšovská, 

2013). Espectrómetros ToF-MS têm a vantagem de fornecer uma identificação confiável de 

compostos conhecidos e esperados, assim como de compostos desconhecidos, usando 

bibliotecas e bancos de dados espectrais de massa.  

Benefícios do uso de UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) em relação à LC 

convencional têm também sido demonstrados. O UHPLC baseia-se nos mesmos princípios de 

separação que a LC, apresentando algumas diferenças no tipo de coluna cromatográfica e no 

tamanho das partículas que compõem a fase estacionária. Esta tecnologia apresenta vantagens 

como gerar picos mais estreitos, o que mostra uma melhoria da sensibilidade; facilitar a 

diferenciação dos analitos e interferentes da matriz, crucial para matrizes complexas; e a 

redução dos tempos de análise (Tylová, Flieger e Olšovská, 2013). A resolução acrescida 

fornecida pelo UHPLC é um fator importante que compensa o fato da seletividade da 

instrumentação ToF-MS ser geralmente menor do que a seletividade da espetrometria de 

massa em tandem (MS/MS). 

UHPLC-ToF-MS apresenta-se como uma metodologia com crescente procura e grande 

potencial na análise de alimentos. No entanto tem sido apenas utilizada para realizar métodos 

de triagem e não como método de confirmação devido à falta de regulamentação sobre os 

critérios de identificação e validação (Freitas, Barbosa e Ramos, 2014). 
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CAPÍTULO III – Validação de metodologias 

 

1. Legislação para validação de métodos analíticos 

O objetivo de qualquer método analítico é fornecer dados consistentes, confiáveis e precisos, 

e para tal, o desempenho e as limitações do método devem ser determinados antes do seu 

uso.  

A validação é o ato de provar que qualquer abordagem, estratégia, procedimento 

experimental, instrumentação, reagentes e condições de ambiente escolhidas para um 

determinado método, funcionarão de maneira adequada sob um conjunto fixo de condições. 

A validação avalia as condições de aplicabilidade de uma metodologia e quantifica a incerteza 

associada a um resultado (Peris-Vicente, Esteve-Romero e Carda-Broch, 2015). Esta validação 

verifica se um método é adequado para ser usado como uma ferramenta de controlo de 

qualidade e é uma etapa essencial no desenvolvimento de um método. Deve ser implementada 

pelos laboratórios de modo a provar que uma metodologia analítica é adequada e que é capaz 

de fornecer dados analíticos legítimos e confiáveis. Uma vez validada, a metodologia 

permanece “validada” enquanto aplicada no mesmo laboratório e usando as mesmas condições 

experimentais(Peris-Vicente, Esteve-Romero e Carda-Broch, 2015). 

Segundo a legislação vigente, estabelecida pela Comissão Europeia, relativa ao controlo de 

resíduos de medicamentos veterinários em produtos alimentícios de origem animal, os 

resultados analíticos desenvolvidos por diferentes laboratórios na Europa devem ser 

comparáveis e o controlo de qualidade deve ser igualmente garantido. Por esse motivo, todos 

os métodos utilizados devem ser validados usando procedimentos comuns e cumprindo as 

características de desempenho requeridas (Freitas, 2015). A Decisão 2002/657/CE da 

Comissão estabelece regras para a execução e validação dos métodos analíticos, e especifica 

critérios comuns para a interpretação dos resultados (Comissão Europeia, 2002) .  

A validação visa então confirmar, mediante exame, que as características do método satisfazem 

as especificações exigidas para os resultados obtidos, sendo que estas características de 

desempenho a ser determinadas variam dependendo dos métodos, que podem ser 

classificados como triagem ou confirmação, podendo estes serem qualitativos ou quantitativos.  
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Um método de triagem é utilizado para detetar a presença de uma substância ou classe de 

substâncias no nível de interesse. Estes métodos têm capacidade para processar um número 

elevado de amostras e são utilizadas para selecionar resultados potencialmente não 

conformes, dentro de um grande número de amostras. Já uma metodologia de confirmação 

fornece as informações necessárias para obter uma identificação inequívoca da substância e, 

quando necessário, quantificá-la no nível de interesse (Comissão Europeia, 2002). De uma 

forma exemplificativa, um método qualitativo é um método analítico que identifica uma 

substância com base nas suas propriedades químicas, biológicas ou físicas em que o resultado 

obtido é a presença ou ausência do composto alvo. Um método quantitativo determina a 

quantidade ou fração mássica de uma substância e expressa o resultado através de um valor 

numérico com as unidades apropriadas(Comissão Europeia, 2002).  

Tabela 3 - Parâmetros a ser determinados na validação de diferentes métodos (tabela adaptada da 

Decisão 2002/657/CE (Comissão Europeia, 2002)) 

  

Capacidade 
de deteção 

(CCβ) 

Limite de 
decisão 

(CCα) 

Veracidade/ 

Recuperação 
Precisão 

Seletividade/ 

Especificidade 

Aplicabilidade/ 
Robustez/ 

Estabilidade 

Triagem 
Qualitativo       

Quantitativos       

Confirmação 
Qualitativo       

Quantitativos       

Este conceito de validação estende conceitos gerais a uma grande panóplia de técnicas de 

deteção e propõe metodologias comuns a ser aplicadas para a validação de métodos analíticos. 

Propõe também conceitos que substituem o limite de deteção tradicional (LOD) e o limite de 

quantificação (LOQ) por duas concentrações críticas, o limite de decisão (CCα) e capacidade 

de deteção (CCβ). 

A capacidade de deteção (CCβ) é definida como “o menor conteúdo da substância que pode 

ser detetado, identificado e/ou quantificado numa amostra, com uma probabilidade de erro β 

(5%)”. Em termos práticos, em métodos de triagem, o CCβ corresponde ao valor a partir do 

qual a amostra deve ser sujeita ao procedimento de confirmação, pelo que deverá ser inferior 

ao LMR, caso esteja estabelecido, ou próximo da deteção do método no caso de substâncias 

sem LMR. Nos métodos de confirmação este parâmetro é meramente estatístico. No caso de 

substâncias para as quais não existe um LMR definido, a capacidade de deteção é a 

concentração mais baixa na qual um método é capaz de detetar amostras contaminadas, com 

uma incerteza estatística de 1-β (95%). Para substâncias com LMR definido, é a concentração 
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na qual o método é capaz de detetar concentrações no limite permitido, também com uma 

incerteza de 1-β (95%). O erro β ocorre quando um resultado de uma amostra é considerado 

conforme quando na realidade é não conforme - “falsa decisão conforme”.  

O limite de decisão (CCα) é descrito como o “limite a partir do qual pode ser concluído que 

uma amostra é não-conforme, com uma probabilidade de erro de α (1% para substâncias 

proibidas e 5% para substâncias com LMR) e apenas se aplica a métodos de confirmação. O 

erro α está relacionado à probabilidade de ter uma amostra conforme, apesar do resultado 

obtido ser não conforme - " falsa decisão não conforme". Estatisticamente, o CCα introduz a 

incerteza do método nos resultados.  

 

2. Expressão de resultados de métodos analíticos 

Na prática, o CCβ é mais importante em métodos de triagem pois indica a capacidade de 

deteção de um método detetar um determinado composto com uma certeza de 95%. Por 

outro lado, o CCα é mais importante em métodos de confirmação pois determina a 

concentração a partir do qual se considera uma amostra não conforme, já incluindo um valor 

de incerteza. 

Segundo o manual de procedimentos técnicos do INIAV, que diz respeito à expressão dos 

resultados de métodos analíticos, a caracterização da conformidade ou não-conformidade de 

amostras reais depende de estamos perante metodologias de triagem ou de confirmação, e 

dos parâmetros CCβ e CCα que foram previamente obtidos na validação do método. 

2.1. Métodos de triagem 

Embora esteja estabelecido na Decisão 2002/657/CE que o CCβ é o menor conteúdo da 

substância que pode ser detetado, considera-se que é a concentração acima da qual uma 

amostra deve ser analisada novamente por um método confirmatório. De acordo com a 

mesma Decisão, o CCβ deve ser menor ou igual ao limite regulatório (LMR) em métodos de 

triagem. Para o caso específico deste trabalho, para antibióticos com LMR legislado, é 

normalmente adotado o valor de ½ LMR como valor de CCβ. Para as substâncias não 

autorizadas e sem LMR, são realizados os cálculos de acordo com a Decisão 2002/657/CE, de 
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modo a encontrar a concentração mais baixa que seja possível de ser detetada pelo método 

desenvolvido. 

Em métodos de triagem, o resultado da análise de uma amostra é então considerado conforme 

se a capacidade de deteção - CCβ (neste caso ½LMR) do método não for atingida, e 

considerado suspeito se o valor for igual ou maior ao CCβ tal como esquematicamente 

representado nas figuras 9 e 10, para substâncias sem e com LMR respectivamente. 

 

Figura 9 - Triagem para substâncias sem LMR 

 

 

Figura 10 -Triagem para substâncias com LMR 

Quando após um método inicial de triagem uma amostra apresenta uma concentração 

superior ao CCβ, é considerada suspeita, procedendo-se à sua respetiva análise de 

confirmação. 

2.2. Métodos de confirmação 

Em métodos de confirmação, o resultado da análise de uma amostra é considerado conforme 

se a concentração do analito for inferior ao limite de decisão do método (CCα) e não 

conforme se o valor obtido for igual ou maior que o CCα (figuras 11 e 12). 
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Figura 11 - Confirmação para substâncias sem LMR 

 

Figura 12 - Confirmação para substâncias com LMR 
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CAPÍTULO I – PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

 

1. Materiais e Reagentes  

1.1. Material Laboratorial 

Durante o procedimento experimental foi utilizado material de vidro variado, trituradoras, 

tubos de centrífuga de 15 mL, micropipetas de volumes variáveis 20 - 200μL e 1 - 5 mL das 

marcas Eppendorf e Gilson, entre outro material corrente de laboratório. Para a preparação 

das amostras foi também utilizado equipamento como balanças Mettler Toledo PC200 e 

AE100 (Greifensee, Suíça), uma centrífuga refrigerada Heraeus Megafuge 1.0 (Hanau, 

Alemanha), um agitador vortex ZX3 Velp Scientifica (Itália), um agitador rotativo reax 

Heidolph (Schwabach, Alemanha), um ultrassom Bandelin Sonorex Super RK510 e um 

evaporador Turbovap Zymark (Hopkinton, MA, EUA) acoplado a um gerador de azoto 

(pureza 99,9995%) Peak Scientific (Frankfurt, Alemanha).  

Para o sistema de extração em fase sólida, foram utilizadas colunas Oasis HLB (6 mL, 200 mg) 

da Waters (Milford, MA, EUA) e filtros Whatman Mini-Uniprep PVDF de 0,45 µm (Clifton, 

NJ, EUA) para a filtração final, antes da injeção no UHPLC-ToF-MS. 

O sistema UHPLC-ToF-MS, era constituído por um UHPLC Shimadzu Nexera X2 acoplado a 

um espectrómetro de massa com analisador tempo de voo Triple TOF-MS 5600+ da marca 

AB Sciex. O sistema UHPLC é composto por uma bomba binária, um injetor automático, com 

sistema de refrigeração mantido a uma temperatura controlada de 10°C; e um forno a 40°C 

para a coluna cromatográfica de fase inversa Acquity HSS T3, 1,8 µm, 2,1 × 100 mm da marca 

Waters. 

1.2. Reagentes 

Todos os reagentes e solventes utilizados no procedimento experimental foram de grau de 

pureza adequado à utilização em métodos analíticos e água ultrapura tipo I. Acetonitrilo, ácido 

fórmico, metanol e n-hexano foram adquiridos pela Carlo Erba (Val de Reuil, França) e ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) pela Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha). 
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1.3. Padrões 

Os padrões de antibióticos utilizados neste trabalho, assim como os respectivos 5 padrões 

internos, foram adquiridos na Sigma-Aldrich (Madrid, Espanha) apresentando pureza mínima 

de 98%. Os 48 padrões de antibióticos são pertencentes a diversas famílias, nomeadamente 

tetraciclinas (clortetraciclina, doxiciclina, epi-clortetraciclina, epi-tetraciclina, oxitetraciclina, 

tetraciclina), sulfonamidas (sulfacloropiridazina, sulfadiazina, sulfadimetoxina, sulfadoxina, 

sulfametazina, sulfametiazol, sulfametoxazol, sulfanilamida, sulfapiridina, sulfaquinoxalina, 

sulfatiazol, sulfisomidina, sulfisoxazol), macrólidos (espiramicina, tilmicosina, tilosina), 

quinolonas (ácido nalidixico, ácido oxolínico, cinoxacina, ciprofloxacina, danofloxacina, 

enoxacina, enrofloxacina, flumequina, marbofloxacina, norfloxacina, ofloxacina), penicilinas 

(amoxicilina, ampicilina, benzilpenicilina, dicloxacilina, nafcilina, oxacilina), cefalosporinas 

(cefalexina, cefapirina, cefalonium, cefaperazona, cefazolium, cefquinona, ceftiofur), 

pleuromotilinas (valnemulina) e trimetoprim.  

Os compostos utilizados como padrões internos foram a demeclociclina para as tetraciclinas, 

a lomefloxacina para as quinolonas, penicilina V para as penicilinas, roxitromicina para os 

macrólidos e sulfameter para as sulfonamidas. 

 

2. Preparação de soluções 

Para o procedimento de extração foi utilizada uma solução de EDTA com concentração de 0,1M, 

preparada através da dissolução de 7,44g de EDTA em água até perfazer um volume total de 

200mL. A fase móvel A utilizada foi uma solução de ácido fórmico 0,1% (v/v), elaborada através da 

diluição de 1 mL de ácido fórmico em água, perfazendo o volume de 1L. 

As soluções padrão mãe foram preparadas através da dissolução de cada substância padrão 

em 10 mL de metanol, ou 10 mL de água como no caso das penicilinas e cefalosporinas, 

resultando em soluções com concentrações de 500μg/mL e 1000 μg/mL. 

A solução mista de padrões internos foi preparada a partir das soluções mãe dos 5 compostos 

demeclociclina, lomefloxacina, penicilina V, roxitromicina e sulfameter. Foi retirado o volume 

necessário de cada uma, de modo a obter 10 mL da solução final de padrões internos em 

metanol, com uma concentração de 10 μg/mL de cada composto. Esta solução de PI foi 

preparada através da dissolução de 100 μg/mL das soluções mãe de lomefloxacina, penicilina 
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V, roxitromicina e sulfameter, e 200 μg/mL de demeclociclina perfazendo o volume de 10 mL 

com metanol, como mostra a tabela 4. 

Tabela 4 - Preparação da solução mista de padrões internos 

Famílias Composto 

Concentração 

das Soluções 

Mãe (µg/mL) 

Volume 

total 

(µL) 

Solvente 

Concentração 

Solução Mista 

(µg/mL) 

Volume 

retirar 

Sol. Mãe 

(µL) 

Tetraciclinas Demeclociclina 500 

10000 Metanol 10 

200,0 

Quinolonas Lomefloxacina 1000 100,0 

Penicilinas Penicilina V 1000 100,0 

Macrólidos Roxitromicina 1000 100,0 

Sulfonamidas Sulfameter 1000 100,0 

     Vtotal (µL) 600,0 

     V adic. metanol (µL) 9400,0 

 

Foram preparadas soluções de trabalho de 10 mL, a partir das soluções mãe, de cada um dos 

48 compostos. Estas soluções de trabalho contêm uma mistura dos 48 antibióticos a ser 

estudados, numa proporção calculada, em que ao retirar um certo volume destas soluções de 

trabalho, possamos fazer fortificações ao nível dos seus LMR, em 2 gramas de amostra. 

Sendo que os LMRs de certos compostos não são os mesmos para o fígado e para o rim, 

prepararam-se soluções de trabalho diferentes, a ser usadas em cada uma das matrizes. Para 

cada uma das matrizes, foram realizadas duas soluções de trabalho, pois nem todos os 

antibióticos são estáveis no mesmo solvente. As soluções de trabalho 1 (tabela 5 para fígado, 

tabela 6 para rim), cujo solvente é metanol, contém a mistura das tetraciclinas, sulfonamidas, 

macrólidos, quinolonas, valnemulina e trimetoprim; e as soluções de trabalho 2 (tabela 7 para 

fígado, tabela 8 para rim), cujo solvente é água, que incluem as penicilinas e cefalosporinas, ou 

seja, os β-lactâmicos.  
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Tabela 5 - Concentrações de cada substância na Solução de Trabalho 1, para a fígado 

LMR (µg/Kg) 
Fígado 

Família Substância 
Concentração 
Solução Mãe 

(µg/mL) 

Concentração na 
Solução de 
trabalho 1 

(µg/mL) 

Volume a 
retirar da 
solução 

Mãe (µL) 

300 

Tetraciclinas 

clorotetraciclina 1000 

12 

120 
300 doxiciclina 1000 120 

não estabelecido 
(300) 

epi-clortetraciclina 1000 120 

não estabelecido 

(300) 
epi-tetraciclina 1000 120 

300 oxitetraciclina 1000 120 
300 tetraciclina 500 240 

100 

Sulfonamidas 

sulfacloropiridazina 1000 

4 

40 
100 sulfadiazina 1000 40 
100 sulfadimetoxina 1000 40 

100 sulfadoxina 1000 40 
100 sulfamethazina 1000 40 
100 sulfametiazol 1000 40 

100 sulfametoxazol 1000 40 
100 sulfanilamida 1000 40 
100 sulfapiridina 1000 40 

100 sulfaquinoxalina 1000 40 
100 sulfatiazol 1000 40 
100 sulfisomidina 1000 40 

100 sulfisoxazol 1000 40 

2000 
Macrólidos 

espiramicina 1000 80 800 
1000 tilmicosina 1000 40 400 

100 tilosina 1000 4 40 

não estabelecido 

(100) 

Quinolonas 

ácido nalidixico 1000 4 40 

150 ácido oxolinico 500 6 120 
não estabelecido 

(100) 
ciprofloxacina 500 4 80 

não estabelecido 
(100) 

cinoxacina 500 4 80 

200 danofloxacina 1000 8 80 

não estabelecido 
(100) 

enoxacina 1000 4 40 

200 enrofloxacina 1000 8 80 

500 flumequina 1000 20 200 
150 marbofloxacina 1000 6 60 

não estabelecido 

(100) 
norfloxacina 1000 4 40 

não estabelecido 
(100) 

ofloxacina 1000 4 40 

500 Pleuromotilinas valnemulina 1000 20 200 

50 Outros trimetoprim 1000 2 20 
 

   Vol. Total (µL) 3680 
 

   Vol.adic.metanol (µL) 6320 
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Tabela 6 - Concentrações de cada substância na Solução de Trabalho 1, para o rim 

LMR (µg/Kg) Família Substância 
Concentração 
Solução Mãe 

(µg/mL) 

Concentração na 
Solução de 
trabalho 1 

(µg/mL) 

Volume a 
retirar da 
solução 

Mãe (µL) 

600 

Tetraciclinas 

clorotetraciclina 1000 

24 

240 

600 doxiciclina 1000 240 

não estabelecido 
(600) 

epi-chlortetraciclina 1000 240 

não estabelecido 
(600) 

epi-tetraciclina 1000 240 

600 oxitetraciclina 1000 240 

600 tetraciclina 500 480 

100 

Sulfonamidas 

sulfacloropiridazina 1000 

4 

40 
100 sulfadiazina 1000 40 
100 sulfadimetoxina 1000 40 

100 sulfadoxina 1000 40 
100 sulfamethazina 1000 40 
100 sulfametiazol 1000 40 

100 sulfametoxazol 1000 40 
100 sulfanilamida 1000 40 
100 sulfapiridina 1000 40 

100 sulfaquinoxalina 1000 40 
100 sulfatiazol 1000 40 
100 sulfisomidina 1000 40 
100 sulfisoxazol 1000 40 

1000 
Macrólidos 

espiramicina 1000 40 400 
1000 tilmicosina 1000 40 400 

100 tilosina 1000 4 40 

não estabelecido 
(100) 

Quinolonas 

ácido nalidixico 1000 4 40 

150 ácido oxolinico 500 6 120 
não estabelecido 

(100) 
ciprofloxacina 500 4 80 

não estabelecido 
(100) 

cinoxacina 500 4 80 

200 danofloxacina 1000 8 80 
não estabelecido 

(100) 
enoxacina 1000 4 40 

300 enrofloxacina 1000 12 120 
1500 flumequina 1000 60 600 

150 marbofloxacina 1000 6 60 
não estabelecido 

(100) 
norfloxacina 1000 4 40 

Não estabelecido 
(100) 

ofloxacina 1000 4 40 

100 Pleuromotilinas valnemulina 1000 4 40 

50 Outros trimetoprim 1000 2 20 
 

   Vol. Total  (µL) 4400 
 

   Vol.adic.metanol  (µL) 5600 
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Tabela 7 - Concentrações de cada substância na Solução de Trabalho 2 (β-lactâmicos), para a fígado 

LMR (µg/Kg) 
Fígado 

Família Substância 
Concentração 
Solução Mãe 

(µg/mL) 

Concentração 

na Solução de 
trabalho 2 
(µg/mL) 

Volume a 

retirar da 
solução 

Mãe (µL) 

50 

Penicilinas 

amoxicilina 1000 2 20 
50 ampicilina 1000 2 20 

50 benzilpenicilina (pen G) 1000 2 20 
300 dicloxacilina 1000 12 120 

Não estabelecido (300) nafcilina 1000 12 120 

300 oxacilina 1000 12 120 

Não estabelecido (200) 

Cefalosporinas 

cefalexina 1000 8 80 
Não estabelecido (50) cefapirina 1000 2 20 

Não estabelecido (20) cefalonium 500 0,8 16 
Não estabelecido (50) cefaperazona 500 2 40 
Não estabelecido (50) cefazolin 500 2 40 

100 cefquinoma 1000 4 40 

    Vol. Total (µL) 616 

    Vol.adic.água (µL) 9384 

 

Tabela 8 - Concentrações de cada substância na Solução de Trabalho 2 (β-lactâmicos), para o rim 

LMR (µg/Kg) Família Substância 

Concentração 

Solução Mãe 
(µg/mL) 

Concentração 
na Solução de 

trabalho 2 
(µg/mL) 

Volume a 
retirar da 

solução 
Mãe (µL) 

50 

Penicilinas 

amoxicilina 1000 2 20 
50 ampicilina 1000 2 20 
50 benzilpenicilina (pen G) 1000 2 20 

300 dicloxacilina 1000 12 120 
Não estabelecido (300) nafcilina 1000 12 120 

300 oxacilina 1000 12 120 

Não estabelecido (200) 

Cefalosporinas 

cefalexina 1000 8 80 
Não estabelecido (50) cefapirina 1000 2 20 
Não estabelecido (20) cefalonium 500 0,8 16 

Não estabelecido (50) cefaperazona 500 2 40 
Não estabelecido (50) cefazolin 500 2 40 

200 cefquinoma 1000 8 80 

    Vol. Total  (µL) 696 

    Vol.adic.água  (µL) 9304 

 

O composto ceftiofur, que faz parte da família das cefalosporinas, não está incluído na mistura 

pois o seu LMR é bastante elevado (tabela 9), por esse motivo, para fortificar a amostra com 

este composto, é retirada uma alíquota diretamente da solução mãe, não sendo necessário 

estar a fazer uma diluição para as soluções de trabalho. 
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Tabela 9 - Concentração da solução mãe de ceftiofur 

LMR (µg/Kg) 

Fígado 

LMR (µg/Kg) 

Rim 
Família Substância 

Concentração da 

Solução Mãe (µg/mL) 

2000 6000 Cefalosporinas ceftiofur 100 

 

Para as substâncias que não possuem LMR, como a epi-clortetraciclina, epi-tetraciclina, ácido 

nalidíxico, cinoxacina, ciprofloxacina, enoxaxina, norfloxacina, ofloxacin, nafcilina, cefalexina, 

cefapirina, cefalonium, cefaperazona e cefazolin, estabeleceu-se o menor valor relativo à 

respetiva família. 

As soluções de padrão interno, assim como as soluções de trabalho foram armazenadas à 

temperatura de congelação de -30ºC. 

 

3. Amostragem 

As amostras de fígado e de rim de 40 leitões foram colhidas em matadouros da região da 

Bairrada, Portugal, entre Abril e Maio de 2019, e numeradas de 1 a 40. Os animais foram 

provenientes de várias regiões do país como Mealhada, Aveiro, Leiria, Pombal, Faro, entre 

outros, de forma a permitir avaliar a administração de antibióticos em várias zonas do país. 

No entanto, os animais foram escolhidos aleatoriamente, não sabendo qual a proveniência 

inicial de cada amostra e sem qualquer informação sobre a alimentação e/ou medicação 

administrada.  

O abate foi fiscalizado diariamente por um veterinário, de acordo com as normas da DGAV, 

e as amostras foram transportadas para o laboratório em bolsas térmicas devidamente 

acondicionadas e posteriormente armazenadas a -80ºC, até serem analisadas, a partir de 

Janeiro de 2020.  
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4. Procedimento de extração 

A metodologia de extração utilizada neste trabalho foi baseada na previamente publicada por 

Andreia Freitas e colaboradores (Freitas, Barbosa e Ramos, 2015).  

4.1. Extração 

Para o procedimento de extração, foram pesadas 2,0 ± 0,5 gramas de amostra, já triturada e 

homogeneizada, para tubos de centrífuga de 15mL. A todas as amostras foi adicionado 50μL 

da solução mista de padrões internos (PI’s). De seguida foram homogeneizadas no vortex 

durante cerca de 30 segundos, e deixadas em repouso durante 10 minutos ao abrigo da luz. 

Foram adicionados 10mL de acetonitrilo e 1mL da solução de EDTA a cada amostra, que 

seguidamente foram homogeneizadas no reax durante 10 minutos e no ultrassons durante 20 

minutos. Posteriormente foram centrifugadas a 4000g durante 10 minutos à temperatura 

ambiente. O sobrenadante foi transferido para novos tubos de centrífuga, e procedeu-se à 

evaporação no TurboVap até aproximadamente, cerca de 1mL. Foram adicionados 5mL de 

água ultrapura e homogeneizadas no vortex cerca de 15 segundos. Este extrato foi 

posteriormente purificado.  

4.2. Purificação 

As colunas OASIS HLB (200mg, 6ml) foram previamente condicionadas com 10mL de 

acetonitrilo e 10mL de água ultrapura. Após a passagem dos extratos nas colunas, estas foram 

lavadas com 5mL de água ultrapura e secas em vácuo durante 5 minutos. Procedeu-se à eluição 

dos compostos com 10mL de acetonitrilo para novos tubos de centrífuga. Foram adicionados 

2mL de n-hexano, para desengorduramento, seguidos de mais 10 minutos na centrífuga a 4000 

g, a uma temperatura de 4°C. O n-hexano foi posteriormente removido e o extrato foi 

novamente evaporado até cerca de 0,5mL. Adicionou-se 200μL de fase móvel A (0,1% de 

ácido fórmico em água) e 500μL da amostra foram filtrados com filtros Mini Uniprep 0,45 μm, 

e transferidos para vials de HPLC. 
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5. Preparação das amostras 

Com base no manual de procedimentos técnicos do INIAV, simultaneamente às amostras a 

analisar, foram preparadas também para controlo de qualidade, um branco de reagentes (BR), 

uma amostra branca (ABR) e 5 amostras brancas fortificadas ao nível de 0,5 LMR, LMR, 1,5 

LMR, 2 LMR e 2,5 LMR (ABF), que sofreram o mesmo processo extrativo. 

Foi também preparado uma mistura de padrões direta (MPD), que não contem matriz, não 

passa pelo processo de extração, e que está fortificada ao nível do LMR, quer para o fígado, 

quer para o rim. O MPD tem como objetivo identificar a presença dos analitos através da 

identificação da sua massa exata e verificar se o erro associado não ultrapassa os 10ppm, e 

também avaliar a performance do equipamento, pois se se verificar uma falta de sensibilidade, 

a corrida é interrompida. 

A solução de padrões internos, adicionada a todas as amostras, reflete o processo extrativo. 

Os padrões internos são substâncias que não se encontram nas amostras a analisar nem nas 

fortificações, mas que possuem propriedades físico-químicas as mais semelhantes possíveis às 

substâncias que se pretendem estudar. Estes padrões devem também ser altamente puros, não 

reagir com nenhum dos componentes a analisar e os seus picos cromatográficos devem ser 

bem resolvidos comparativamente com os demais. Para além disto, são as razões entre as 

áreas e intensidades relativas entre os analitos e os padrões internos, que funcionam como 

parâmetro de quantificação. 

O branco de reagentes contém apenas o PI e os reagentes utilizados durante o processo 

extrativo. Serve para ver se há alguma interferência ou contaminação nos reagentes utilizados 

na preparação da amostra.  

A amostra branca, é uma amostra isenta dos compostos a analisar, e serve para verificar a 

presença dos padrões internos adicionados e a inexistência de interferentes, devido aos 

reagentes utilizados e/ou da matriz, nos tempos de retenção esperados para os analitos.  

As amostras fortificadas são amostras que correspondem a amostras em branco, às quais são 

adicionados teores conhecidos das substâncias que se pretendem analisar. Servem para 

verificar a presença dos compostos adicionados e verificar se o erro da massa exata dos 

analitos não ultrapassa os 10 ppm e se o desvio de TRR (tempo de retenção relativo) não é 

superior a 2,5%.  
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Nas tabelas seguintes estão representadas as quantidades da solução de PI, das soluções de 

trabalho e de ceftiofur para preparar todas as amostras e as fortificações, quer para o fígado 

(tabela 10), quer para o rim (tabela11). 

Tabela 10 - Preparação das amostras para o processo extrativo, no fígado 

 
Solução mista 

de trabalho 1 

Solução mista 

de trabalho 2 

Solução de 

Ceftiofur 

Solução de 

Pi’s 

Amostra branca de reagentes  

(BR) 
- - - 50 μl 

Amostra branca  

(ABR) 
- - - 50 μl 

Mistura de padrões direta 

(MPD)  
50 μl 50 μl 40 μl 50 μl 

Amostra branca fortificada ao 

nível do CCβ 

(ABF CCβ) 

25 μl 25 μl 20 μl 50 μl 

Amostra branca fortificada ao 

nível do LMR  

(ABF LMR) 
50 μl 50 μl 40 μl 50 μl 

Amostras a analisar - - - 50 μl 

 

Tabela 11 - Preparação das amostras para o processo extrativo, no rim 

 
Solução mista 

de trabalho 1 

Solução mista 

de trabalho 2 

Solução de 

Ceftiofur 

Solução de 

Pi’s 

Amostra branca de reagentes  

(BR) 
- - - 50 μl 

Amostra branca  

(ABR) 
- - - 50 μl 

Mistura de padrões direta 

(MPD)  
50 μl 50 μl 120 μl 50 μl 

Amostra branca fortificada ao 

nível do CCβ 

(ABF CCβ) 

25 μl 25 μl 60 μl 50 μl 

Amostra branca fortificada ao 

nível do LMR  

(ABF LMR) 

50 μl 50 μl 120 μl 50 μl 

Amostras a analisar - - - 50 μl 

 

Amostras fortificadas ao nível do CCβ e LMR são sempre feitas simultaneamente com as 

amostras reais em métodos de triagem. Sempre que se identifica a presença de algum 

antibiótico, repete-se o procedimento extrativo desta vez com fins de confirmação e 

quantificação. Neste caso, é necessária a preparação de cinco níveis de fortificação, para 

posteriormente construir uma curva de calibração utilizada para calcular as concentrações de 
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resíduos das amostras reais. Num método de confirmação, os critérios de aceitação incluem 

também uma amostra fortificada ao nível do CCα. A preparação das amostras fortificadas aos 

níveis 0,5 LMR, 1 LMR, 1,5 LMR, 2 LMR e 2,5 LMR estão representadas nas tabelas 12 e 13, 

para o fígado e rim respetivamente.  

Tabela 12 - Fortificações para a curva de calibração, no fígado 

 
Solução mista de 

trabalho 1 

Solução mista 

de trabalho 2 

Solução de 

Ceftiofur 

Solução de 

PI’s 

ABF CCβ 25 μl 25 μl 20 μl 50 μl 

ABF LMR 50 μl 50 μl 40 μl 50 μl 

ABF 1.5 LMR 75 μl 75 μl 60 μl 50 μl 

ABF 2 LMR 100 μl 100 μl 80 μl 50 μl 

ABF 2.5 LMR 125 μl 125 μl 100 μl 50 μl 

 

Tabela 13 - Fortificações para a curva de calibração, no rim 

 
Solução mista 

de trabalho 1 

Solução mista 

de trabalho 2 

Solução de 

Ceftiofur 

Solução 

de PI’s 

ABF CCβ 25 μl 25 μl 60 μl 50 μl 

ABF LMR 50 μl 50 μl 120 μl 50 μl 

ABF 1.5 LMR 75 μl 75 μl 180 μl 50 μl 

ABF 2 LMR 100 μl 100 μl 240 μl 50 μl 

ABF 2.5 LMR 125 μl 125 μl 300 μl 50 μl 

 

6. Condições do UHPLC-ToF-MS 

A temperatura da coluna cromatográfica foi mantida a 40ºC, enquanto a do amostrador 

automático e a das amostras foram mantidas a 10ºC. Como os compostos possuem 

polaridades diferentes, uns com maior afinidade pela fase orgânica e outras pela fase aquosa, 

foram utilizadas duas fases móveis aplicando um gradiente de fases previamente otimizado 

(Magalhães et al., 2020). As fases móveis utilizadas foram a fase A - ácido fórmico a 0,1% (v/v) 

em água e a fase B - acetonitrilo, a um fluxo de 0,5 mL.min-1, seguindo o programa de gradientes 

descrito na tabela 15. O volume do volume de injeção de cada amostra foi de 10 µL, o tempo 

de corrida de cada injeção foi de 11 minutos, com calibrações automáticas do equipamento 

de 7 em 7 amostras, condições estas sumarizadas na tabela 14. 
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Tabela 14 - Condições da cromatografia líquida 

Fluxo 0.5 mL/minuto 

Volume de injeção 10μL 

Tempo de corrida 11 minutos 

Temperatura da coluna 40ºC 

Temperatura do amostrador 10ºC 

Fases móveis 
Fase móvel A - 0.1% de ácido fórmico em água 

Fase móvel B - Acetonitrilo 

Tabela 15 - Condições do gradiente de fases do sistema de cromatografia líquida 

Tempo  

(minutos) 

Fase móvel A  

(%) 

Fase móvel B  

(%) 

0 97 3 

2 97 3 

5 40 60 

9 0 100 

10 97 3 

11 97 3 

No sistema ToF-MS, a ionização foi realizada por electrospray, operando no modo positivo 

(ESI+), adquirindo dados de massas exatas dos compostos, entre 100 e 925 Da, utilizando o 

software Analyst®, cujas condições de funcionamento estão descritas na tabela 16. 

Tabela 16 - Condições de funcionamento do sistema ToF-MS 

Modo de ionização Electrospray, modo positivo 

Gama de massas (Da) 100 – 920 

Gás cortina (CUR) 25 psig 

Gás 1 (psig) 45 psig 

Gás 2 (psig) 45 psig 

Temperatura (ºC) 575ºC 

Voltagem (V) 5500V 

A aquisição dos dados foi feita pelo software Analyst®. A identificação e quantificação dos 

compostos foram realizadas com os softwares PeakViewTM, LibraryViewTM e MultiQuantTM.  
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7. Critérios de identificação 

Certos critérios devem ser levados em consideração para confirmar a identificação dos 

compostos, como a precisão da massa, tempo de retenção relativo, razão isotópica e 

fragmentação da massa.  

Durante o procedimento determinam-se os tempos de retenção (TR) de cada composto que 

pretendemos analisar e os tempos de retenção dos padrões internos, de forma a calcular o 

tempo de retenção relativo (TRR) utilizando a equação 1. A variação do tempo de retenção 

relativo (ΔRRT) é calculada através do TRR e da média dos TTR calculados nas amostras 

fortificadas, utilizadas para a construção da reta semi-quantitativa. A variação máxima aceitável 

no tempo de retenção relativo (ΔRRT) é de 2,5%, de acordo com a equação 2 (Comissão 

Europeia, 2002).  

𝑇𝑅𝑅 =  
𝑇𝑅 𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜

𝑇𝑅 𝑝𝑎𝑑𝑟ã𝑜 𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑜
 (Equação 1) 

∆𝑇𝑅𝑅 (%) =
𝑇𝑅𝑅−𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜𝑠 𝑇𝑅𝑅 

𝑀é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑜𝑠 𝑇𝑅𝑅
 (Equação 2) 

O desvio da massa exata é calculado para cada composto em cada injeção, usando a equação 

3 e o erro máximo não deve ultrapassar os 5ppm. 

∆𝑝𝑝𝑚 =  
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝐷𝑒𝑡𝑒𝑡𝑎𝑑𝑎−𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝐸𝑥𝑎𝑡𝑎 

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑎 𝐸𝑥𝑎𝑡𝑎
× 106 (Equação 3) 

A diferença da razão de isótopos deve ser inferior a 10% e a sobreposição entre o espectro 

de fragmentação de massa com a biblioteca deve ser superior a 75%. Esses parâmetros são 

obtidos automaticamente por meio do software PeakViewTM. 

 

8. Quantificação 

Como descrito anteriormente, nos casos de quantificação, simultaneamente à preparação da 

amostra, 1 amostra em branco e 5 amostras fortificadas com as concentrações de CCβ, LMR, 

1,5 LMR, 2 LMR e 2,5 LMR, foram preparadas e submetidas ao procedimento de extração 

descrito acima. Foi construída uma curva de calibração, através da elaboração de um gráfico 

que estabelece uma relação entre a resposta do detetor (áreas relativas) vs concentração dos 



 

46 

analitos. As áreas referidas foram calculadas através da razão entre as áreas dos analitos e dos 

padrões internos correspondentes. Os padrões internos foram escolhidos devido às suas 

propriedades físico-químicos semelhantes aos dos antibióticos a ser monitorados, a fim de 

corrigir potenciais flutuações na eficiência de extração e de deteção e possíveis efeitos de 

matriz. Obtemos assim uma reta semi-quantitativa que permite calcular posteriormente a 

concentração de analitos nas amostras reais.  

Relativamente à triagem quantitativa, uma vez que as amostras são analisadas a par com as 

amostras brancas fortificada, a sua validação foi focada na avaliação do CCβ de triagem para 

cada composto (tabela 17). Internamente o laboratório definiu que esse valor deveria 

corresponder a metade do LMR estabelecido, ou metade da concentração definida para 

validação no caso de antibióticos sem LMR estabelecido.  
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Tabela 17 - CCβ de triagem para cada composto 

  Rim Fígado 

Composto 
LMR 

(μg.kg-1) 

CCβ 

De Triagem 

LMR 

(μg.kg-1) 

CCβ 

De Triagem 

Amoxicilina 50 25 50 25 

Ampicilina 50 25 50 25 

Benzilpenicilina 50 25 50 25 

Cefalexina n. d. 100 n. d. 100 

Cefalonium n. d. 10 n. d. 10 

Cefapirina n. d. 25 n. d. 25 

Cefazolin n. d. 25 n. d. 25 

Cefaperazona n. d. 25 n. d. 25 

Cefquinome 200 100 100 50 

Ceftiofur 6000 3000 2000 1000 

Clorotetraciclina 600 300 300 150 

Cinoxacina n. d. 50 n. d. 50 

Ciprofloxacina n. d. 150 n. d. 100 

Danofloxacina 200 100 200 100 

Dicloxacilina 300 150 300 150 

Doxiciclina 600 300 300 150 

Enoxacina n. d. 50 n. d. 50 

Enrofloxacina 300 150 200 100 

epi-Clorotetraciclina 600 300 300 150 

epi-Tetraciclina 600 300 300 150 

Flumequina 1500 750 500 250 

Marbofloxacina 150 75 150 75 

Nafcilina n. d. 150 n. d. 150 

Ácido Nalidícico n. d. 50 n. d. 50 

Norfloxacina n. d. 50 n. d. 50 

Ofloxacina n. d. 50 n. d. 50 

Oxacilina 300 150 300 150 

Ácido Oxolínico 150 75 150 75 

Oxitetraciclina 600 300 300 150 

Espiramicina 1000 500 2000 1000 

Sulfacloropiridazina 100 50 100 50 

Sulfadiazina 100 50 100 50 

Sulfadimetoxina 100 50 100 50 

Sulfadimidina 100 50 100 50 

Sulfadoxina 100 50 100 50 

Sulfametizol 100 50 100 50 

Sulfametoxazole 100 50 100 50 

Sulfanilamida 100 50 100 50 

Sulfapiridina 100 50 100 50 

Sulfaquinoxaline 100 50 100 50 

Sulfatiazole 100 50 100 50 

Sulfisomidine 100 50 100 50 

Sulfisoxazole 100 50 100 50 

Tetracicline 600 300 300 150 

Tilmicosin 1000 500 1000 500 

Trimetoprim 50 25 50 25 

Tilosina A 100 50 100 50 

Valnemulina 100 50 500 250 
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9. Resultados prévios de validação 

A metodologia utilizada neste estudo foi previamente validada por Freitas e colaboradores em 

rim (artigo submetido recentemente para publicação), e por Magalhães e colaboradores 

(Magalhães et al., 2020) em fígado, de acordo com a Decisão da Comissão 2002/657/CE 

(Comissão Europeia, 2002), considerando os LMR estabelecidos, onde foram avaliados os 

seguintes parâmetros exigidos: limite de decisão (CCα), capacidade de deteção (CCβ), 

seletividade, especificidade, linearidade, recuperação, robustez e precisão. 

No caso de substâncias que não possuam LMR estabelecido, o cálculo de CCα pode ser 

realizado, analisando pelo menos 20 amostras brancas de modo a determinar a média da razão 

sinal-ruído (S/R) no intervalo de tempo em que se espera obter a substância a analisar, 

seguindo a equação 4. 

CCα = 3  S/R20 amostras brancas  (Equação 4) 

Ao lidar com substâncias com LMR estabelecido, esta concentração deve ser levada em 

consideração no cálculo destes limites analíticos que decidirão a conformidade das amostras. 

Posto isto, procedeu-se à análise de 20 amostras brancas fortificadas ao nível do LMR, e o 

limite de decisão é igual à concentração ao limite permitido mais 1,64 vezes a média do 

correspondente desvio padrão, como indica a equação 5. 

CCα = CLMR + 1,64  DP20 amostras fortificadas no LMR  (Equação 5) 

O CCβ foi obtido posteriormente através da análise de 20 amostras brancas fortificadas ao 

nível do CCα, através da equação 6. 

CCβ = CCα + 1,64  DP20 amostras fortificadas no CCα  (Equação 6) 

Estas concentrações devem ser sempre superiores ao LMR, como se pode verificar pelas 

equações, mas é importante referir que quanto menor for o seu valor, mais sensível é o 

método e mais baixa a variação. 

A tabela 18 apresenta uma compilação das substâncias incluídas neste trabalho, assim como o 

seu LMR, nível de validação e as concentrações críticas CCα e CCβ, quer em fígado (Magalhães 

et al., 2020) quer em rim (artigo submetido recentemente para publicação) de suíno. Estes 

dados foram obtidos pela equipa, em trabalhos anteriores, e estão aqui apresentados visto que 
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são parâmetros essenciais de controlo, num laboratório de análise de resíduos, que servem 

para avaliar a conformidade de amostras reais.  

O nível de validação apresentado é igual ao LMR, mas em compostos que não o possuam, é 

uma concentração definida internamente com base nas suas características e também de 

acordo com a capacidade de deteção do equipamento. 
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Tabela 18 - Compilação dos parâmetros de validação CCα e CCβ obtidos nos trabalhos anteriores(Magalhães et al., 2020) 

   Rim Fígado 

Composto Fórmula [M+H]+ (Da) 
CCα 

(μg.kg-1) 

CCβ 

(μg.kg-1) 

LMR 

(μg.kg-1) 

Nível de 

Validação 

(μg.kg-1) 

CCα 

(μg.kg-1) 

CCβ 

(μg.kg-1) 

LMR 

(μg.kg-1) 

Nível de 

Validação 

(μg.kg-1) 

Amoxicilina C16H19N3O5S 366.11182 * * 50 * * * 50 * 

Ampicilina C16H19N3O4S 350.1169 57.1 89.9 50 50 65 91 50 50 

Benzilpenicilina C16H18N2O4S 335.10601 53.4 85.0 50 50 67 85 50 50 

Cefalexina C16H17N3O4S 348.10125 * * n. d. * * * n. d. * 

Cefalonium C20H18N4O5S2 459.07914 0.42 0.71 n. d. 10 9 18 n. d. 20 

Cefapirina C17H17N2O6S2 424,06316 * * n. d. * 0.5 0.7 n. d. 50 

Cefazolin C14H14N8O4S3 455.03729 0.47 0.80 n. d. 10 8 10 n. d. 50 

Cefaperazona C25H27N9O8S2 646,14968 * * n. d. * 1 2 n. d. 50 

Cefquinome C23H24N6O5S2 529.13224 223 284 200 200 111 147 100 100 

Ceftiofur C19H17N5O7S3 524.03629 6108 7519 6000 6000 2286 3093 2000 2000 

Clorotetraciclina C22H23ClN2O8 479.12157 706 766 600 600 307 422 300 300 

Cinoxacina C12H10N2O5 263.06625 0.27 0.45 n. d. 10 0.1 0.2 n. d. 100 

Ciprofloxacina C17H18FN3O3 332.1405 313 340 300 300 216 255 200 200 

Danofloxacina C19H20FN3O3 358.15615 234 279 200 200 251 288 200 200 

Dicloxacilina C19H17Cl2N3O5S 470.03387 323 380 300 300 316 383 300 300 

Doxiciclina C22H24N2O8 445.16054 617 681 600 300 319 391 300 300 

Enoxacina C15H17FN4O3 321.13575 0.35 0.60 n. d. 10 3 4 n. d. 100 

Enrofloxacina C19H22FN3O3 360.1718 342 385 300 300 252 287 200 200 

epi-Clorotetraciclina C22H23ClN2O8 479.12157 686 806 600 600 323 446 300 300 

epi-Tetraciclina C22H24N2O8 445.16054 669 842 600 600 326 363 300 300 

Flumequina C14H12FNO3 262.0874 1906 2125 1500 1500 595 634 500 500 

Marbofloxacina C17H19FN4O4 363.14631 166 191 150 150 161 195 150 150 

Nafcilina C21H22N2O5S 415.13222 0.44 0.75 n. d. 10 324 385 n. d. 300 

Ácido Nalidícico C12H12N2O3 233.09207 0.35 0.60 n. d. 10 1 2 n. d. 100 

Norfloxacina C16H18FN3O3 320.1405 0.34 0.57 n. d. 10 8 13 n. d. 100 

Ofloxacina C18H20FN3O4 362.15106 0.44 0.74 n. d. 10 2 3 n. d. 100 

Oxacilina C19H19N3O5S 402.11182 315 352 300 300 315 371 300 300 

Ácido Oxolínico C13H11NO5 262.071 174 196 150 150 213 288 150 150 
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     n. d. – não definido; * - compostos que não foram validados 

 

  

Oxitetraciclina C22H24N2O9 461.15546 632 765 600 600 327 441 300 300 

Espiramicina C43H74N2O14 843.52128 1339 1546 1000 1000 2104 2678 2000 2000 

Sulfacloropiridazina C10H9ClN4O2S 285.02075 110 131 100 100 112 136 100 100 

Sulfadiazina C10H10N4O2S 251.05972 113 141 100 100 121 153 100 100 

Sulfadimetoxina C12H14N4O4S 311.08085 112 137 100 100 112 131 100 100 

Sulfadimidina C12H14N4O2S 279.09102 0.19 0.32 100 100 128 155 100 100 

Sulfadoxina C12H14N4O4S 311.08085 108 121 100 100 122 146 100 100 

Sulfametizol C9H10N4O2S2 271.0318 116 140 100 100 129 161 100 100 

Sulfametoxazole C10H11N3O3S 254.05939 116 142 100 100 121 147 100 100 

Sulfanilamida C6H8N2O2S 173.03793 112 143 100 100 107 116 100 100 

Sulfapiridina C11H11N3O2S 2100.06447 114 129 100 100 125 166 100 100 

Sulfaquinoxaline C14H12N4O2S 301.07537 117 143 100 100 122 140 100 100 

Sulfatiazole C9H9N3O2S2 256.0209 110 137 100 100 134 178 100 100 

Sulfisomidine C12H14N4O2S 279.09102 124 141 100 100 106 138 100 100 

Sulfisoxazole C11H13N3O3S 268.071004 122 146 100 100 120 157 100 100 

Tetracicline C22H24N2O8 445.16054 660 769 600 600 313 386 300 300 

Tilmicosin C46H80N2O13 869.57332 1120 1330 1000 1000 1364 1707 1000 1000 

Trimetoprim C14H18N4O3 291.14517 55.7 80.9 50 50 62 75 50 50 

Tilosina A C46H77NO17 916.52643 116 152 100 100 105 144 100 100 

Valnemulina C31H52N2O5S 565.36697 * * 100 * * * 500 * 

Demeclociclina C21H21ClN2O8 465.10592 

Padrões Internos 

Lomefloxacina C17H19F2N3O3 352.14672 

Fenoximetilpenicilina C16H18N2O5S 351.10092 

Roxitromicina C41H76N2O15 837.53185 

Sulfameter C11H12N4O3S 281.07029 
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CAPÍTULO II – RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os métodos de triagem e confirmação dos resíduos de antimicrobianos, eventualmente 

presentes nos leitões, foram realizados no INIAV, em Vairão. As classes de antimicrobianos 

foram escolhidos de acordo com os métodos de rotina já utilizados no laboratório, e que são 

mais frequentemente detetados em análises realizadas, em músculo e fígado. 

Com base nos resultados de validação previamente obtidos, este trabalho aplicou UHPLC-

ToF-MS enquanto metodologia de triagem e quantificação. As amostras foram analisadas 

simultaneamente com os diversos níveis de fortificação descritos anteriormente, de modo a 

ser possível construir uma reta quantitativa que possibilitasse uma quantificação dos analitos, 

caso estivessem presentes. Realizou-se assim uma triagem quantitativa, que permitiu averiguar 

quais os resíduos de antibióticos que estavam presentes em amostras de suínos, mesmo abaixo 

dos limites legais, e se existiram diferenças entre os resíduos presentes no fígado e no rim, 

visto serem amostras recolhidas dos mesmos animais. 

 

1. Controlo da qualidade 

Ao realizar análises de amostras biológicas reais, não são conhecidos os antibióticos que 

podem estar presentes. Por isso é importante garantir a identificação correta, caso algum seja 

detetado. Os seguintes critérios foram seguidos para a identificação dos compostos. 

Todas as substâncias detetadas na triagem, e posteriormente quantificadas, apresentadas neste 

trabalho, respeitam os critérios de desvio máximo de TRR (ΔTRR<2,5% ) e de erro máximo 

de massa exata (Δm<5ppm).  

De forma a garantir a inequívoca identificação dos compostos, é executado um controlo de 

qualidade, já referido anteriormente, como a mistura de padrões direta, as amostras brancas 

fortificadas e a amostra branca. A título de exemplo, nas figuras seguintes encontram-se 

cromatogramas de um MPD ao nível do LMR de fígado, onde se podem identificar os 48 

compostos (figura 13) e os 5 padrões internos (figura 14). Estes cromatogramas são obtidos 

com o software PeakView, primeiro programa a ser utilizado, que identifica a presença ou não 
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dos compostos pesquisados de acordo com os critérios da massa exata e tempos de retenção. 

Através do cromatograma seguinte verifica-se a presença de todos os antibióticos em estudo, 

cumprindo os critérios de aceitação de resultados para a identificação dos compostos. 

 

Figura 13 - Cromatograma obtido por UHPLC-ToF-MS de uma mistura de padrões direta 

 

 

 

Figura 14 - Cromatograma obtido por UHPLC-ToF-MS de padrões internos 

 

O método da padronização interna é utilizado para minimizar erros causados por flutuações 

no sinal analítico e para corrigir efeitos da matriz. Os padrões internos foram selecionados 

para cada grupo de compostos, e a sua escolha foi baseada nas suas semelhanças com os 

compostos de interesse, com o seu comportamento químico e com a sua resposta analítica, 

mas fornecendo um sinal cromatográfico distinto. Idealmente, qualquer fator que possa afetar 



 

55 

o sinal dos analitos, afetará também o sinal do padrão interno ao mesmo nível. Portanto 

qualquer flutuação durante o procedimento de extração, eficiência de ionização, resposta de 

deteção e comportamento cromatográfico, deveria tanto quanto possível afetar os analitos e 

os padrões internos ao mesmo nível (Freitas, 2015). Assim, a quantificação por curva de 

calibração usando a razão entre os dois sinais exibe menor variabilidade do que o sinal do 

analito em si, e permite monitorizar a eficiência do procedimento de extração e corrigir 

possíveis efeitos da matriz. 

 

2. Identificação de resíduos 

É também através do software PeakView que é possível observar quais as amostras suspeitas 

e que se enquadram nos critérios de ΔTRR e Δm. 

A título de exemplo, as figuras seguintes apresentam cromatogramas obtidos na triagem que 

mostram picos cromatográficos de analitos presentes em algumas amostras, como é o caso 

da espiramicina (figura 15), oxitetraciclina (figura 16), enrofloxacina e ciprofloxacina (figura 

17), sulfadiazina e trimetoprim (figura 18). 

 

 

Figura 15 - Cromatograma da amostra de fígado 14, contendo espiramicina 
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Figura 16 - Cromatograma da amostra de rim 24, contendo oxitetraciclina 

 

 

 

Figura 17 - Cromatograma da amostra de rim 12, contendo ciprofloxacina e enrofloxacina 
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Figura 18 - Cromatograma da amostra de rim 33, contendo sulfadiazina e trimetoprim 

 

3. Cálculos da triagem quantitativa 

Para a elaboração das retas de calibração, foram utilizadas as amostras fortificadas nas 

concentrações CCβ, LMR, 1,5 LMR, 2 LMR e 2,5 LMR. 

Dado serem vários os analitos detetados nas amostras reais e de forma a simplificar a 

apresentação dos resultados, apresenta-se a título de exemplo um dos compostos detetados, 

a ciprofloxacina, pertencente à família das quinolonas. 

No caso da ciprofloxacina, que não possui um limite individual definido, pois o LMR legislado 

é referente à soma enrofloxacina + ciprofloxacina, foi escolhido como CCβ de triagem 

50μg/kg, portanto as amostras fortificadas continham 50, 100, 150, 200 e 250 μg/kg, sendo o 

padrão interno correspondente a lomefloxacina.  

Para a determinação recorreu-se à área do pico da ciprofloxacina e da lomefloxacina nos 

tempos de retenção específicos e calculou-se a intensidade relativa a partir da razão entre as 

duas áreas, conforme se pode observar nas tabelas seguintes. Os dados da tabela 18 são 

obtidos através do software MultiQuant permitindo calcular a intensidade relativa (tabela 19) 

e a obtenção da reta de calibração. 
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Tabela 19 - Dados utilizados para o cálculo da intensidade relativa da ciprofloxacina 

 

Tabela 20 - Resultados obtidos da intensidade relativa e desvio de TTR da ciprofloxacina 

TR relativo (TRR) 
Intensidade 

relativa 
Desvio (ΔTRR) 

0,9840 0,0001 0,1% 

0,9863 0,0860 0,1% 

0,9840 0,1659 0,1% 

0,9840 0,2364 0,1% 

0,9863 0,2945 0,1% 

0,9863 0,4265 0,1% 

Média  -  0,9854     

A aceitação da reta de calibração tem que cumprir o critério de linearidade estabelecido no 

laboratório, que o coeficiente de determinação (R2) da reta seja superior a 0,95 (R2> 0,95). 

 

 

Figura 19 - Reta e equação da reta para a ciprofloxacina  
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TR 
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Lomefloxacina 

Branco 0,00 4,31 144,415 4,38 1519177,8 

CCβ 50,00 4,31 105194,086 4,37 1223429,925 

LMR 100,00 4,30 157772,145 4,37 950925,088 

1,5 LMR 150,00 4,30 254636,979 4,37 1077170,277 

2 LMR  200,00 4,31 251830,357 4,37 855196,794 

2,5 LMR 250,00 4,31 502046,002 4,37 1177073,629 
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Após a elaboração da reta, esta foi aplicada a amostras reais, como foi o caso das amostras de 

fígado números 7, 8 e 9, onde foram obtidas as concentrações residuais apresentadas na tabela 

21. 

Tabela 21 - Aplicação dos dados obtidos anteriormente, para 3 amostras reais contendo 

ciprofloxacina 

Identificação 
da amostra 

TR 
Analito 

TR  
Padrão 

Interno 

TR 
relativo 

(TRR) 

Desvio  
TRR  

(%) 

Área do  
analito 

Área do  
padrão  

interno 

Área  
relativa 

Concentração  
estimada 

(ug/kg) 

Resultado 

42 4,32 4,37 1,0 0,0 10317,553 1010616,35 0,01021 6,591 conforme 

43 4,33 4,37 1,0 0,0 7305,702 743683,027 0,00982 6,352 conforme 

44 4,31 4,37 1,0 0,0 9272,839 802108,49 0,01156 7,427 conforme 

 

A preparação e análise das 80 amostras foi realizada em grupos mais pequenos de amostras 

ao longo de várias semanas, portanto para cada grupo de amostras, foi injetada uma curva e 

calibração, de modo a que os cálculos para definir a concentração nas amostras reais, fossem 

efetuados a partir de retas obtidas na mesma corrida, no mesmo dia.  

 

4. Resultados das amostras 

Quarenta amostras de rim e quarenta amostras de fígado de leitão, pertencentes aos mesmos 

quarenta animais, foram analisadas para determinar e quantificar resíduos de antibióticos. Das 

40 amostras de rim, 18 apresentaram algum tipo de resíduo de antibióticos, ou seja 45% das 

amostras. Coincidentemente o mesmo aconteceu nas amostras de fígado, em que também 18 

amostras continham algum tipo de resíduo. No entanto estas 18 não são pertencentes aos 

mesmos animais, apenas 11 dos 40 animais apresentaram resíduos em ambos os órgãos, o que 

corresponde a cerca de 28% dos leitões, como se pode observar na representação 

esquemática da figura 20. 
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Figura 20 - Representação esquemática do número de amostras totais, e contendo resíduos 

 

4.1. Rins 

Nas 18 amostras de rins foram detetados 6 resíduos de antibióticos, pertencentes a 3 classes 

diferentes (tetraciclinas, sulfonamidas e quinolonas), apresentando concentrações que 

variavam entre 0,3μg/kg e 85,2μg/kg, como é possível observar na tabela 21. Das 18 amostras, 

13 apresentaram apenas 1 resíduo, e 5 apresentaram 2 em simultâneo. Em nenhuma amostra 

foi ultrapassado o limite legislado, nem o respetivo CCβ (0.5LMR), como tal, todos os 

resultados das amostras foram considerados conformes. 
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Tabela 22 - Resíduos de antibióticos presentes nas amostras de rim e respectivos LMRs 

Amostras Composto 
Concentração 

Calculada (ug/kg) 
LMR (ug/kg) 

Amostra 1       

Amostra 2       

Amostra 3       

Amostra 4       

Amostra 5       

Amostra 6       

Amostra 7       

Amostra 8       

Amostra 9 Enrofloxacina 19,6 300 

Amostra 10       

Amostra 11       

Amostra 12 
Ciprofloxacina 12,5 

300 
Enrofloxacina 85,2 

Amostra 13       

Amostra 14       

Amostra 15 Enrofloxacina 4,2 300 

Amostra 16 Enrofloxacina 20,5 300 

Amostra 17 Enrofloxacina 64,6 300 

Amostra 18 Enrofloxacina 40,9 300 

Amostra 19 Enrofloxacina 30,6 300 

Amostra 20       

Amostra 21       

Amostra 22 Oxitetraciclina 47,7 600 

Amostra 23       

Amostra 24 Oxitetraciclina 59,4 600 

Amostra 25 Enrofloxacina 29,2 300 

Amostra 26 Enrofloxacina 15,0 300 

Amostra 27 Enrofloxacina 14,6 300 

Amostra 28 
Danofloxacina 0,3 200 

Enrofloxacina 11,0 300 

Amostra 29 Danofloxacina 1,2 200 

Amostra 30       

Amostra 31       

Amostra 32       

Amostra 33 
Sulfadiazina 10,1 100 

Trimetoprim 4,8 50 

Amostra 34 
Sulfadiazina 8,0 100 

Trimetoprim 3,4 50 

Amostra 35 
Sulfadiazina 8,2 100 

Trimetoprim 6,5 50 

Amostra 36 Sulfadiazina 6,1 100 

Amostra 37       

Amostra 38       

Amostra 39       

Amostra 40       
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Apenas 1 tetraciclina foi detetada neste estudo, a oxitetraciclina, presente em 2 amostras 

renais, com concentrações de 47,7μg/kg 59,4μg/kg. Da família das sulfonamidas, também 

apenas 1 foi detetado, a sulfadiazina, em 4 amostras, apresentando concentrações entre os 

6,1μg/kg e os 10,1μg/kg. Muito compostos da classe das sulfonamidas são frequentemente 

associados com o trimetoprim, o que vai resultar em ações sinérgicas, potenciando os seus 

efeitos. Em 3 das 4 amostras em que se detetou sulfadiazina, também se encontraram resíduos 

de trimetoprim, com concentrações entre 3,4μg/kg e 6,5μg/kg. 

É na família das quinolonas que foram encontradas a maior variedade de resíduos, 

nomeadamente a ciprofloxacina, em 1 amostra com a concentração de 12,5μg/kg; a 

danofloxacina, em 2 amostras com as concentrações 0,3μg/kg e 1,2μg/kg e a enrofloxacina, 

em 11 amostras com concentrações variando entre 4,2μg/kg e 85,33μg/kg. 

Na figura 21 apresentam-se o número de amostras em que foram detetados os resíduos dos 

vários antibióticos presentes. 

 

Figura 21- Antibióticos presentes nas amostras de rins 

4.2. Fígados 

Nas 18 amostras de fígados foram detetados apenas 4 resíduos de antibióticos, pertencentes 

a 2 classes diferentes (macrólidos e quinolonas), apresentando concentrações que variavam 

entre 3,9μg/kg e 115,2μg/kg no caso das quinolonas e 189,4μg/kg e 215,4μg/kg para o caso 

dos macrólidos. 

Das 18 amostras, 8 apresentaram apenas 1resíduo, 7 amostras apresentaram 2 resíduos, 1 

amostra apresentou 3 resíduos e 2 amostras apresentaram 4 resíduos. 
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Tabela 23 - Resíduos de antibióticos presentes nas amostras de fígado e respectivos LMRs 

Amostras Composto 
Concentração 

Calculada (ug/kg) 
LMR (ug/kg) 

Amostra 1       

Amostra 2       

Amostra 3       

Amostra 4       

Amostra 5       

Amostra 6 Enrofloxacina 19,5 200 

Amostra 7 
Ciprofloxacina  6,6 

200 
Enrofloxacina 22,3 

Amostra 8 
Ciprofloxacina  6,4 

200 
Enrofloxacina 21,2 

Amostra 9 
Ciprofloxacina  7,4 

200 
Enrofloxacina 38,7 

Amostra 10       

Amostra 11 

Ciprofloxacina 11,9 
200 

Enrofloxacina 6,7 

Danofloxacina 3,9 200 

Espiramicina 189,4 2000 

Amostra 12 
Ciprofloxacina 17,4 

200 
Enrofloxacina 115,2 

Amostra 13 Enrofloxacina 6,8 200 

Amostra 14 

Ciprofloxacina 10,4 
200 

Enrofloxacina 6,7 

Danofloxacina 8,4 200 

Espiramicina 215,4 2000 

Amostra 15 Enrofloxacina 7,4 200 

Amostra 16 
Ciprofloxacina 10,5 

200 
Enrofloxacina 27,0 

Amostra 17 
Ciprofloxacina 9,3 

200 
Enrofloxacina 50,7 

Amostra 18 Enrofloxacina 30,9 200 

Amostra 19 
Ciprofloxacina 6,5 

200 
Enrofloxacina 15,5 

Amostra 20       

Amostra 21       

Amostra 22       

Amostra 23       

Amostra 24       

Amostra 25 Enrofloxacina 25,0 200 

Amostra 26 Enrofloxacina 20,8 200 

Amostra 27 

Ciprofloxacina 9,0 
200 

Enrofloxacina 20,7 

Danofloxacina 4,0 200 

Amostra 28 Enrofloxacina 14,7 200 

Amostra 29       

Amostra 30       

Amostra 31       

Amostra 32 Danofloxacina 6,7 200 

Amostra 33       

Amostra 34       
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Amostra 35       

Amostra 36       

Amostra 37       

Amostra 38       

Amostra 39       

Amostra 40       

Nas amostras de fígado, são também os antibióticos pertencentes à família das quinolonas os 

mais encontrados, e em maior número de amostras. Foi detetada ciprofloxacina em 10 

amostras, com concentrações variando entre os 6,4μg/kg e os 17,4μg/kg; danofloxacina em 4 

amostras, com concentrações entre 3,9μg/kg e 8,4μg/kg e a enrofloxacina em 17 amostras, 

com concentrações entre 6,7μg/kg e 115,2μg/kg. 

Para além das quinolonas, foi detetada espiramicina, pertencente à classe dos macrólidos, em 

2 amostras, apresentando concentrações de 189,4μg/kg e 215,4μg/kg. 

 

Figura 22 - Antibióticos presentes nas amostras de fígado 

É de notar que a concentração obtida de enrofloxacina na amostra 12, foi superior ao CCβ, 

visto o LMR ser de 200μg/kg para o fígado. Contudo, apesar do resultado ser superior ao 

CCβ da triagem, que neste caso é 100 μg/kg, a quantificação obtida através da reta de 

calibração indica um valor de 115,2μg/kg que é inferior ao LMR e ao CCα da confirmação 

obtido na validação, que é de 252μg/kg como se pode observar na tabela 17. A quantificação 

da enrofloxacina e ciprofloxacina nesta amostra apresenta uma concentração de 132,584μg/kg 

para a soma destas quinolonas, demonstrando que a concentração é inferior ao LMR e aos 

CCα. Por este motivo o resultado obtido foi considerado conforme.  
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5. Análise comparativa 

No total, dos 48 antibióticos incluídos neste estudo, apenas 7, pertencentes a diferentes 

famílias, foram detetados nas 80 amostras de rim e fígado. Nomeadamente a oxitetraciclina 

pertencente à família das tetraciclinas, em 2 amostras; a sulfadiazina pertencente à família das 

sulfonamidas, em 4 amostras; a espiramicina pertencente à família dos macrólidos, em 2 

amostras; a ciprofloxacina, danofloxacina e enrofloxacina, pertencentes à família das 

quinolonas, em 11, 6 e 28 amostras, respetivamente; e o trimetoprim em 3 amostras; como 

representado no gráfico da figura 23. 

  

Figura 23 - Quantidade de amostras totais onde estavam presentes resíduos de antibióticos 

 

As famílias de antibióticos mais utilizadas na produção de suínos, para o controlo de infeções, 

são de facto as tetraciclinas, quinolonas, macrólidos e algumas sulfonamidas em associação 

com o trimetoprim, portanto, não surpreendeu que estes fossem os antibióticos mais 

encontrados. 

Os β-lactâmicos, nomeadamente a amoxicilina, ampicilina e ceftiofur, são também amplamente 

utilizados na indústria suína (Barton, 2014), no entanto nenhum antibiótico pertencente à 

classe das penicilinas e/ou cefalosporinas foi detetado nestas amostra aleatórias.  

Na tabela que se segue evidenciam-se os valores das concentrações referidas nas tabelas 

anteriores, de modo a que seja possível fazer a comparação entre os resultados. 
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Tabela 24 - Compilação dos resultados das concentrações obtidas no rim e no fígado 

  Rim Fígado 

Amostras Composto 
Concentração 

Calculada (ug/kg) 
Composto 

Concentração 

Calculada (ug/kg) 

Amostra 1         

Amostra 2         

Amostra 3         

Amostra 4         

Amostra 5         

Amostra 6     Enrofloxacina 19,5 

Amostra 7 
    Ciprofloxacina  6,6 

    Enrofloxacina 22,3 

Amostra 8 
    Ciprofloxacina  6,4 

    Enrofloxacina 21,2 

Amostra 9 
Enrofloxacina 19,6 Ciprofloxacina  7,4 

    Enrofloxacina 38,7 

Amostra 10         

Amostra 11 

    Ciprofloxacina 11,9 

    Enrofloxacina 6,7 

    Danofloxacina 3,9 

    Espiramicina 189,4 

Amostra 12 
Ciprofloxacina 12,5 Ciprofloxacina 17,4 

Enrofloxacina 85,2 Enrofloxacina 115,2 

Amostra 13     Enrofloxacina 6,8 

Amostra 14 

    Ciprofloxacina 10,4 

    Enrofloxacina 6,7 

    Danofloxacina 8,4 

    Espiramicina 215,4 

Amostra 15 Enrofloxacina 4,2 Enrofloxacina 7,4 

Amostra 16 
Enrofloxacina 20,5 Ciprofloxacina 10,5 

    Enrofloxacina 27,0 

Amostra 17 
Enrofloxacina 64,6 Ciprofloxacina 9,3 

    Enrofloxacina 50,7 

Amostra 18 Enrofloxacina 40,9 Enrofloxacina 30,9 

Amostra 19 
Enrofloxacina 30,6 Ciprofloxacina 6,5 

    Enrofloxacina 15,5 

Amostra 20         

Amostra 21         

Amostra 22 Oxitetraciclina 47,7     

Amostra 23         

Amostra 24 Oxitetraciclina 59,4     

Amostra 25 Enrofloxacina 29,2 Enrofloxacina 25,0 

Amostra 26 Enrofloxacina 15,0 Enrofloxacina 20,8 

Amostra 27 

Enrofloxacina 14,6 Ciprofloxacina 9,0 

    Danofloxacina 4,0 

    Enrofloxacina 20,7 

Amostra 28 
Danofloxacina 0,3 Enrofloxacina 14,7 

Enrofloxacina 11,0     

Amostra 29 Danofloxacina 1,2     

Amostra 30         

Amostra 31         

Amostra 32     Danofloxacina 6,7 
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Amostra 33 
Sulfadiazina 10,1     

Trimetoprim 4,8     

Amostra 34 
Sulfadiazina 8,0     

Trimetoprim 3,4     

Amostra 35 
Sulfadiazina 8,2     

Trimetoprim 6,5     

Amostra 36 Sulfadiazina 6,1     

Amostra 37         

Amostra 38         

Amostra 39         

Amostra 40         

 

Fazendo uma análise comparativa entre os 2 órgãos, podemos observar que os únicos 

compostos encontrados em simultâneo, são as quinolonas. Enquanto a oxitetraciclina, 

sulfadiazina e trimetoprim são só detetados no rim, a espiramicina é apenas encontrada no 

fígado. Verificou-se que no rim se encontrava uma maior variedade de famílias de antibióticos, 

no entanto é no fígado que surge um maior número de resíduos em simultâneo na mesma 

amostra, e com concentrações mais elevadas.  

 

Figura 24 - Número de amostras que apresentaram resíduos 

 

Antibióticos pertencentes à família das quinolonas foram os únicos que apresentaram 

concentrações residuais em ambos os órgãos, e em maior número de amostras, 

nomeadamente em 12 amostras de rim e nas 17 amostras de fígado, como está representado 

na figura 24.  
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Dentro da família das quinolonas, a relação entre a ciprofloxacina e enrofloxacina é muito 

estudada, pois a ciprofloxacina é um metabolito ativo da enrofloxacina. Aliás, os LMRs 

estabelecidos de 200μg/kg e 300μg/kg para o fígado e rim, respetivamente, dizem respeito à 

soma destes dois compostos. 

Neste estudo a ciprofloxacina nunca foi detetada isoladamente, o que significa que foi 

resultante da metabolização da enrofloxacina no fígado, pois sempre que se detetou 

ciprofloxacina, também está presente enrofloxacina e em maior quantidade, como se pode 

observar no gráfico seguinte (figura 25). 

  

Figura 25 - Compilação das amostras de rins e fígados, contendo ciprofloxacina e enrofloxacina  

 

É de notar que, apesar de estarem presentes no maior número de amostras, a soma destes 

compostos nunca ultrapassou o LMR estabelecido nas amostras analisadas.  

As quinolonas têm geralmente uma alta biodisponibilidade, boa penetração nos tecidos, 

tempos de semivida prolongados e alta eficácia; daí serem amplamente utilizadas contra uma 

ampla gama de doenças (Terrado-Campos et al., 2017), e consequentemente dos antibióticos 

mais encontrados nas amostras analisadas. 

Vários estudos de farmacocinética deste composto sugerem que apenas uma pequena 

percentagem de enrofloxacina se biotrasforma em ciprofloxacina. Indicam ainda que a 

eliminação da ciprofloxacina ocorre mais rapidamente que a da enrofloxacina (Trouchon e 



 

69 

Lefebvre, 2016), pelo que faz sentido que estejam presentes maiores quantidades de 

enrofloxacina e num maior número de amostras. 

Além disto, de acordo com alguns estudos, as quantidades residuais destas quinolonas estão 

relacionadas com suas propriedades de lipofilicidade (Amjad, Iqbal e Naeem, 2005). A 

enrofloxacina é altamente lipofílica, bem mais que a ciprofloxacina, o que faz com que penetre 

nas membranas e tecidos com muito mais facilidade. Deste modo, estes órgãos acabam por 

ser um reservatório de concentrações de fármacos, à medida que as concentrações 

plasmáticas diminuem (Amjad, Iqbal e Naeem, 2005). As concentrações residuais destas 

quinolonas presentes neste estudo, também estão de acordo com a sua ordem de 

lipofilicidade. Assim, tanto no fígado como nos rins, a enrofloxacina aparece em maior número 

de amostras, e em maior quantidade, quando comparada à ciprofloxacina, como pode ser 

observado na tabela 23 e na figura 25. 

Não existem estudos comparando as concentrações de resíduos de antibióticos entre fígado 

e rim. No entanto, existem estudos de depleção destes nos tecidos, que são normalmente 

realizados a fim de calcular os intervalos de segurança necessários antes do abate dos animais 

destinados ao consumo humano. Quando comparamos as concentrações residuais de 

qualquer uma destas três quinolonas nas amostras de fígado e rim, as concentrações mais 

elevadas foram maioritariamente observadas nos fígados. Esses resultados estão também de 

acordo com estudos sobre a depleção de quinolonas nos tecidos, em suínos e aves, onde as 

maiores concentrações após a administração oral foram encontradas no fígado ( Lynch et al., 

1994; Bonassa et al., 2017; Lei et al., 2017). 

A sulfadiazina foi a única da família das sulfonamidas a ser detetada neste estudo, e apenas em 

quatro amostras renais (tabela 23). Isto pode dever-se ao facto de que a maioria das 

sulfonamidas são descritas como rapidamente excretadas pelos rins, sendo a eliminação renal 

a sua principal rota de eliminação (Tacic et al., 2017).  

O trimetoprim, usualmente administrado em associação com sulfonamidas, também só 

apareceu em amostras renais, em três dos quatro animais que apresentaram sulfadiazina. O 

trimetoprim é administrado simultaneamente com as sulfonamidas resultando numa ação 

sinérgica e potencializadora dos seus efeitos (Guimarães, Momesso e Pupo, 2010). O 

trimetoprim é muito mais ativo que as sulfonamidas e consequentemente é administrado numa 

proporção muito inferior a estas (Garwacki et al., 1996). A sulfadiazina é uma das sulfonamidas 

mais utilizadas, cuja formulação habitual apresenta uma relação de trimetoprim: sulfadiazina de 
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1: 5 (50mg: 250mg), a fim de obter a proporção de fármacos pretendida no plasma (Baere, De 

et al., 2000). 

O LMR para o trimetoprim é 50 μg/kg em ambos os órgãos, menor que o LMR das 

sulfonamidas que é 100 μg/kg. Isto pode ser explicado pelas diferentes propriedades químicas 

dos compostos, uma vez que o trimetoprim é uma base orgânica lipossolúvel e as sulfonamidas 

são ácidos orgânicos fracos mais hidrofílicos. Consequentemente, as sulfonamidas são bem 

distribuídas pelo espaço intersticial aquoso da maioria dos tecidos, enquanto o trimetoprim 

passa mais rapidamente do sangue para os tecidos, nos quais se tende a concentrar (Garwacki 

et al., 1996; Tacic et al., 2017).  

Também a oxitetraciclina, da família das tetraciclinas, foi somente detetada no rim, apenas em 

duas amostras. Estudos indicam que a oxitetraciclina é rapidamente distribuída pelo corpo, 

mas é eliminada mais lentamente que outras tetraciclinas, o que pode levar a uma maior 

distribuição e deposição nos tecidos, o que pode justificar o facto de ter sido a única 

tetraciclina encontrada neste trabalho. Para além disso, a oxitetraciclina sofre o mínimo ou 

nenhum metabolismo, e é maioritariamente excretada por via renal (The European Agency 

for the Evaluation of Medicinal Products, 1999; Agwuh e MacGowan, 2006).  

O facto de aparecer apenas no rim, está de acordo com estudos realizados para avaliar a 

distribuição da oxitetraciclina em tecidos de suínos após administração oral, onde os níveis 

mais elevados foram sempre encontrados no rim (Black e Gentry, 1984). 

Da família dos macrólidos, apenas a espiramicina foi detetada nas amostras, nomeadamente 

em duas amostras de fígado, apresentando concentrações de 189,4μg/kg e 215,4μg/kg, 

bastante inferiores ao limite estabelecido para o fígado de 2000μg/kg.  

O fato de a espiramicina ter sido detetada apenas no fígado pode ser devido ao fato de este 

representar um importante local de eliminação, já que a espiramicina é eliminada 

principalmente pela via biliar, apresentando uma excreção renal realmente baixa (Wise, 1993). 

Estes resultados estão também de acordo com os estudos que foram realizados para definir 

os LMRs da espiramicina em espécie suína, onde se constata que as maiores concentrações 

foram determinadas no fígado (The European Agency for the Evaluation of Medicinal Products 

- Veterinary Medicines Evaluation Unit, 1999). 
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Observando a tabela 24, é também possível constatar que, de entre as 18 amostras de rim 

que revelaram resíduos de antibióticos, 5 apresentam mais do que um, sendo detetados no 

máximo dois resíduos em simultâneo. Já nas 18 amostras de fígado, 10 continham vários 

compostos, chegando a ser observados em duas amostras 4 resíduos simultaneamente. Isto é, 

cerca de 28% e 56% das amostras de rim e fígado, respetivamente, onde foram encontrados 

resíduos de medicamentos, expunham mais do que um resíduo. Todavia, como já referido 

anteriormente, a ciprofloxacina resulta do metabolismo da enrofloxacina e o limite legislado 

contempla a soma das duas. Assim sendo, consideram-se como amostras contendo 

antibióticos diferentes em simultâneo, as amostras renais 29, 33, 34 e 35; e as amostras 

hepáticas 11, 14 e 27, o que corresponde percentualmente a cerca de 22% e 17% das amostras 

totais com resíduos. 
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CAPÍTULO III – CONCLUSÕES 

 

O presente trabalho confirma que a metodologia UHPLC-ToF-MS publicada anteriormente 

pelo grupo de trabalho, e as respetivas validações, quer para o rim quer para o fígado, é capaz 

de uma deteção e quantificação multi-resíduo e multi-classe passível de utilizar num processo 

de controlo de resíduos de antibióticos nas matrizes referidas. 

Os animais utilizados neste estudo foram recolhidos de forma aleatória e sem qualquer 

informação sobre alguns parâmetros tais como: antibióticos administrados, tipo de ração, 

quantidades ingeridas pelos diferentes animais, o período de tempo entre a administração de 

qualquer tipo de antibiótico e o abate, entre outras variáveis. No entanto, os dados obtidos 

permitiram concluir que sete antibióticos pertencentes a quatro famílias diferentes foram 

detetados e quantificados com sucesso em amostras de fígados e rins de leitões.  

Em 45% das amostras analisadas, mais especificamente em 36 das 80, foram encontrados 

resíduos de antibióticos, embora em concentrações mínimas, nunca excedendo os níveis de 

LMR estabelecidos para cada matriz analisada. Poderia então considerar-se que, com base 

nestes resultados, estas amostras não representam risco direto ao consumidor, se apenas 

fosse tido em conta a concentração residual de um antibiótico e caso fosse um consumo 

pontual. Porém foram encontrados diversos antibióticos em simultâneo, e deve ter-se em 

consideração que o consumo desta carne é quase diário, durante a vida do consumidor.  

Das 18 amostras de rim que revelaram resíduos de antibióticos, 4 continham mais de um 

antibiótico diferente e das 18 amostras de fígado, 3 continham vários compostos diferentes. 

Nestas, não estão incluídas as amostras que exibiram apenas ciprofloxacina e enrofloxacina, 

pois a legislação já engloba a soma das duas. Ou seja, cerca de 22% e 17% das amostras de rim 

e fígado, respetivamente, onde foram encontrados resíduos de medicamentos, apresentavam 

mais de um antibiótico diferente. 

A utilização de múltiplos antibióticos pode ser devida a um efeito sinérgico, proporcionando 

redução das concentrações individuais dos mesmos no produto final, mas ainda assim 

aumentando a atividade antibacteriana, e capacitando-a para combater infeções mistas 

causadas por diferentes microrganismos (Walton, 1983). Sem efeitos sinérgicos, 
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provavelmente teriam que ser administradas concentrações mais altas de um único antibiótico 

e, consequentemente poderia ocorrer maior deposição nos tecidos sendo necessários 

maiores intervalos de segurança. No entanto, um grande número de resíduos diferentes, 

mesmo em concentrações permitidas abaixo dos limites estabelecidos, também pode resultar 

em efeitos cumulativos e causar, por exemplo, reações alérgicas ou até um aumento da 

resistência antimicrobiana cruzada. Essas questões levantam preocupações adicionais de 

segurança, por falta de estudos suficientes que abordem a presença simultânea de vários 

resíduos de antibióticos em tecidos edíveis. Assim, considerando a presença simultânea de 

dois ou mais antibióticos na mesma amostra, novos estudos devem abordar este tema 

específico, no que se refere à segurança para o animal, para o consumidor e para o meio 

ambiente, visto se tratar de uma importante preocupação de segurança alimentar e de saúde 

pública, em geral. 

Além disso, considerando todos os resultados obtidos nos 40 animais, nomeadamente nos 

casos em que foram detetados resíduos de antibióticos no fígado e/ou nos rins, observaram-

se algumas diferenças, em especial nas famílias das sulfonamidas, tetraciclinas e macrólidos. Por 

exemplo, antibióticos como a sulfadiazina, trimetoprim e oxitetraciclina foram detetados 

apenas em amostras de rins, enquanto que a espiramicina foi detetada apenas em amostras de 

fígado.  

Assim, este estudo das duas matrizes pertencentes aos mesmos animais, permitiu observar a 

correlação entre os resíduos de antibióticos encontrados em cada órgão. Os dados obtidos 

foram pertinentes para entender as diferenças significativas entre as quantidades de resíduos 

nas duas matrizes, o que pode levar a conclusões diferentes nos programas de monitorização 

de resíduos. Isto é, hipoteticamente, numa das matrizes pode não ser detetado qualquer 

resíduo, ou apresentar uma baixa concentração, enquanto numa outra matriz pode até 

ultrapassar o limite legalmente permitido.  

Em conclusão, estes resultados demonstram claramente que as matrizes hepática e renal, 

quando pertencentes ao mesmo animal, são relevantes para o controlo de resíduos e a 

avaliação de ambas nos mesmos animais deveria ser obrigatoriamente aplicado nos programas 

de controlo de resíduos de medicamentos. 

Como perspetivas de trabalhos futuros seria relevante quantificar ainda as concentrações 

residuais no músculo, para além das miudezas, uma vez que é a parte mais consumida do leitão. 

Os limites estabelecidos para o músculo são normalmente inferiores, e seria espectável que 
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as concentrações residuais detetadas, caso existam, sejam menores. No entanto seria 

interessante entender quais dos antibióticos que foram detetados no fígado ou no rim, 

poderiam também estar presentes no músculo. Outra perspetiva poderia ser a avaliação de 

amostras colhidas em diferentes alturas do ano para identificar a possível variação dos 

antibióticos e os respetivos níveis residuais observa 
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