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Resumo — O objetivo deste trabalho foi validar um método para determinag@o de residuos de oxitetraciclina
(OTC) em camardes, por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia, e avaliar, pelo método validado, a
deplecdo de residuos de OTC em camardes in vivo. Para a validagdo, foram utilizados camardes isentos de OTC
e camardes adicionados de OTC in vitro. Foram estabelecidos: seletividade, tempo de retengdo, linearidade
(coeficiente de correlagdo), faixa de trabalho, recuperagdo relativa, limites de deteccdo e quantificagdo do
método (LDM e LQM, respectivamente) e repetibilidade. Para o experimento in vivo, ragdes com 200, 400 e
500 pg g' de OTC foram administradas aos camardes durante 14 dias. Foi avaliada a concentragdo do residuo
desse antibidtico no musculo e na carapaga até 22 dias apods a suspensdo da droga. O coeficiente de correlacdo
linear foi de 0,9997 para o extrato fortificado da matriz, na faixa de trabalho de 0,02 a 0,4 nug g''; a recuperagéo
foi de 106+17,1% ¢ os LDM e LQM foram de 0,006 ¢ 0,019 pg g, respectivamente. O tempo de residéncia da
droga na carapaca dos animais (de 10 a 13 dias) foi maior em comparacao ao tempo de residéncia no musculo
(5 dias).

Termos para indexacdo: Lifopenaeus vannamei, antibiotico, cromatografia liquida de alta eficiéncia, tempo de
deplegdo.

Method for the determination and evaluation of oxytetracycline
depletion in marine shrimp

Abstract — This work aimed at validating a method for the determination of oxytetracycline (OTC) residues
in shrimp by means of high performance liquid chromatography (HPLC), and at evaluating the OTC residue
depletion in shrimps in vivo using the validated method. The shrimp used for validation were either not
submitted or submitted to in vitro OTC addition. Selectivity, retention time, linearity (correlation coefficient),
work range, relative recovery, detection and method quantification limits and repeatability were determined.
For the in vivo experiment, shrimp were fed with feed medicated with OTC at 200, 400 and 500 pg g for
14 days. Oxytetracycline residue concentration in the animals’ muscle and carapace was assessed for up to
22 days after stopping medication. The results obtained were: 0.9997 linear correlation coefficient for the
fortified matrix extract within a work range of 0.02-0.4 pg g', 106+17.1% recovery and 0.006 and 0.019 pg g'!
detection and quantification limits, respectively. A greater OTC residence time was observed in the carapace
(10 to 13 days) when compared to the muscle (5 days).

Index terms: Litopenaeus vannamei, antibiotic, high performance liquid chromatography, depletion time.

Introducio

O cultivo comercial de camardes no Brasil tem
quase 40 anos e seu crescimento foi favorecido
pelo desenvolvimento de técnicas de cultivo e pela
utilizacdo de espécies mais adaptaveis, com destaque
para Litopenaeus vannamei, originaria do Oceano
Pacifico e introduzida no Brasil na década de 1980
(Brasil, 2001).
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A carcinicultura brasileira enfrentou recentemente
situacdes adversas, causadas principalmente pelo
surgimento e disseminagdo de doencas, que contribuiram
para uma perda de 27,9% na producdo entre os anos
de 2003 e 2005 (Food and Agriculture Organization
of the United Nations, 2008). A partir do ano de 2006,
foi observada uma reagdo do setor, porém ainda em
recuperacao gradativa.
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As doengas que acometem os camardes podem ser
causadas por virus, bactérias, fungos, protozoarios e
outros organismos. Embora os virus desempenhem o
papel de agentes etioldgicos primarios responsaveis
por grandes perdas nos cultivos, as bactérias se
destacam por estar naturalmente presentes na agua.
Esses microrganismos tém papel significativo nos
ciclos biogeoquimicos dos ambientes aquaticos
e sdao potenciais causadores de bacterioses de
etiologia priméaria ou secundéaria (Barbieri Jinior
& Ostrensky Neto, 2002). Entre as doencgas de
origem bacteriana, destacam-se aquelas causadas
pelos géneros Vibrio e Rickettsia, responsaveis pelas
vibrioses e pela hepatopancreatite necrotizante (NHP),
respectivamente. Ambas se instalam quando o animal
esta imunodeprimido (Lightner, 1996).

A administragdo de antimicrobianos visando
prevenir ou eliminar as enfermidades na carcinicultura
esta bastante disseminada, e a oxitetraciclina (OTC)
¢ um dos compostos de uso mais comum devido a
eficiéncia contra bactérias gram-negativas e positivas e
a baixa toxicidade (Oka et al., 2000; Lyle-Fritch et al.,
2006; Uno et al., 2006). Com a incorporagdao de OTC
nos tecidos dos animais medicados, os efeitos toxicos
da droga para os humanos podem incluir irritagdes
gastrintestinais, pancreatite, diarreia, alteracdes no
figado e nos rins, escurecimento dos dentes e deposi¢cdo
nos 0ssos, porém raramente foi constatada anafilaxia
(Brunton, 20006).

A OTC pode ser administrada em varias etapas do
cultivo de camardes para o tratamento de vibrioses
(Barbieri Junior & Ostrensky Neto, 2002) e apresenta
uma concentra¢do inibitéoria minima, que varia de
acordo com a espécie bacteriana em questdo, na faixa
de 0,2 a 100 pg mL! (Ruangpan & Kitao, 1992;
Lightner, 1996). A incorporacdo de OTC a ragdo para
tratamento de camardes com bacterioses € bastante
relatada (Mohney et al., 1997; Cruz-Lacierda et al.,
2000; Barbieri Junior & Ostrensky Neto, 2002; Bray
et al., 2006; Nogueira-Lima et al., 2006), e ha variagdo
da concentracdo de OTC na ragdo de acordo com a
espécie e o tempo de medicacao.

No Brasil, foram estabelecidas normas e
implementados programas nacionais com o objetivo
de fiscalizar ¢ monitorar a utiliza¢do de substancias
danosas a saude humana nos alimentos (Brasil,
2003, 2006, 2008). Devido a auséncia de legislagdo
reguladora para a utilizagdo de OTC na aquicultura

brasileira, sdo adotados regulamentos internacionais
que estabelecem os limites maximos de residuos
(LMR). Um dos mais rigorosos critérios de avaliacdo
de produtos alimenticios ¢ estabelecido pelo mercado
europeu, principal destino dos camardes produzidos
no Brasil, que adota um LMR de 0,1 pg g! (European
Medicines Agency, 1990).

Para o controle da qualidade dos alimentos, métodos
de ensaios para a obtengdo de resultados confiaveis e
rastreaveis queutilizem técnicas analiticas reconhecidas
e sejam validados segundo padrdes estabelecidos por
orgaos competentes sdo cada vez mais requeridos.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ¢é
uma técnica largamente utilizada para a determinagdo
de OTC em musculo de camardes de varias espécies,
entre elas Macrobrachium rosenbergii (Brillantes
et al., 2001), Penaeus japonicus (Uno, 2004), Penaeus
monodon (Sangrungruang et al., 2004; Reed et al.,
2004, 2006; Uno et al., 2006) e Litopenaeus vannamei
(Nogueira-Lima et al., 2006; Faroongsarng et al., 2007,
Gomez-Jimenez et al., 2008). Nesse contexto, estudos
cientificos sdo essenciais para o estabelecimento de
periodos de caréncia adequados a espécie animal e as
condi¢cdes ambientais em questdo, bem como para a
regulamentacdo de substancias para uso veterinario na
aquicultura no Brasil.

O objetivo deste trabalho foi validar um método para
determinagdo de OTC em camardes por meio da técnica
de CLAE com detecgao por arranjos de diodos (DAD)
e avaliar, utilizando o método validado, a deplecdo de
residuo de OTC na carapaga e no musculo de camardes
submetidos a diferentes tratamentos com a droga.

Material e Métodos

Os solventes e reagentes utilizados nas analises
cromatograficas foram de grau CLAE. A agua utilizada
no preparo das solugdes foi ultrapura (1,8 MQ). Foram
utilizados padroes de referéncia da United States
Pharmacopeial Convention (USP, EUA) para o preparo
das solucdes padrao de OTC, na faixa de trabalho de
20 a 400 ug mL"!, e de tetraciclina, esta Gltima para
padronizacdo interna na concentracdo constante de
0,1 ng mL"". Para a realizacdo dos testes de validacdo,
foram utilizados camardes isentos de OTC, analisados
em laboratorio, € camardes adicionados de OTC in
vitro, por meio da transferéncia de aliquotas de solugao
padrdo concentrada.
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O método de analise de OTC utilizado foi elaborado
com base em Nogueira-Lima et al. (2006), com
modificacdes: na etapa de extragdo em fase liquida, o
volume total do solvente para extra¢do foi de 20 mL
e a etapa de resfriamento e descanso no escuro foi
eliminada; a etapa de limpeza em fase solida utilizando
cartuchos poliméricos foi incluida; nas condigdes
cromatograficas, a fase movel foi de 75:14:11 (v/v/v)
de acido oxalico 0,01 mol L', acetonitrila e metanol; o
volume de injecao da amostra foi de 50 pL.

As amostras de camardo (1 kg) isentas de OTC
utilizadas para a validagdo do método foram
provenientes de fazendas comerciais do litoral Sul de
Pernambuco. Depois de retirada a carapaga, 0 misculo
foi homogeneizado em liquidificador industrial de
alta velocidade (METVISA, Brasil). As amostras
de musculo e de carapaga de camardo oriundas do
experimento foram manualmente homogeneizadas em
cadinhos de porcelana para avaliagdo das concentragdes
de OTC.

A extracdo em fase liquida foi iniciada a partir
de 1 g de amostra homogeneizada com 10 mL de
tampao Mcllvaine 0,01 mol L' de EDTA pH 4
em ultrassom (VCX 130 Vibra Cell, EUA). A essa
mistura foi adicionado 1 mL de 4acido tricloroacético
24% (v/v) para desproteinizacdo. Apos centrifugagdo
(centrifuga Jouan B4i, Frang¢a) a 9.500 rpm por 5 min,
o sobrenadante foi recolhido e o material retido no
fundo do tubo foi submetido a nova extragdo. Apods
unido dos sobrenadantes, foram adicionados 2 mL de
n-hexano com posterior centrifugacio a 4.000 rpm por
5 min. A fase lipidica ou superior foi descartada e a fase
aquosa foi aplicada em cartucho polimérico de 3 mL
com 200 mg de estireno-divinilbenzeno (Phenomenex,
EUA) para limpeza em fase sélida. Apos lavagem dos
cartuchos para remocao dos interferentes, a eluicao foi
realizada com 3 mL de metanol. A evaporacdo do eluato
(evaporador rotativo Biichi R-200, Italia) ocorreu a
40°C por 10 min, e a reconstitui¢do do residuo seco
foi realizada em 1 mL de acido oxalico 0,01 mol L'
com posterior agitacdo em vortex (Phoenix AP 56,
Brasil), por um minuto. O extrato final foi filtrado em
membrana de acetato de celulose de 0,22 um acoplada
a uma seringa de 1 mL, e foi coletado para posterior
analise em CLAE.

As andlises de OTC foram realizadas em CLAE
acoplado com DAD (Agilent Technologies série
1100, EUA) composto de bomba quaternaria de
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alta pressdo (G1311A), desgaseificador (G1322A),
forno (G1316A), detector com arranjo de diodos
(G1315A) e autoinjetor (G1313A). Para a separagdo
dos componentes da amostra, foi utilizada uma coluna
em C 18 (Phenomenex, 250x4 mm, 5 pum). Foram
estabelecidos volume de inje¢do de 50 uL, detecgdo
a 365 nm e fase movel composta por acido oxalico
0,01 mol L', acetonitrila e metanol (75:14:11, v/v/v) a
um fluxo de 1 mL min™.

O método proposto para determinagdo de OTC
em camardo foi validado segundo o guia do Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizagdo e Qualidade
Industrial (Inmetro, 2007), do qual constam orientacdes
sobre validagdo de métodos de ensaios quimicos.
Foram estabelecidos: a seletividade do método, o
tempo de retencdo, a linearidade (coeficiente de
correlagdo), a faixa de trabalho, a recuperagdo
relativa (por padronizagdo interna), os limites de
deteccdo e quantificacdo do método (LDM e LQM,
respectivamente) e a repetibilidade.

O experimento in vivo foi conduzido na Estacdo
Experimental Professor Johei Koike da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Recife,
PE, no periodo de novembro de 2007 a janeiro de
2008. Camardes juvenis da espécie L. vannamei com
4,45+0,94 g, provenientes de uma fazenda do litoral
Norte do Estado de Pernambuco, foram aclimatados por
30 dias em tanques de fibra de vidro de 500 L contendo
agua marinha tratada (filtrada, clorada e declorada).
Os animais foram distribuidos aleatoriamente em oito
tanques na densidade de 28 camardes por tanque e
cultivados em sistema fechado com aeragao constante.
A reposicdo da agua foi realizada de acordo com a
evaporagao.

Os tratamentos, em duplicata, se diferenciaram pela
quantidade de OTC administrada na ragdo no periodo
de 14 dias. A adi¢do de OTC na racdo foi realizada
de acordo com o procedimento utilizado por Brock
& Main (1994). As baixas concentragdes de OTC
definidas para os tratamentos visaram avaliar o limite de
deteccdo encontrado para o método. Foram utilizadas
as concentragdes de 200, 400 e 500 pg g, além do
controle sem a droga (testemunha). A racao utilizada,
com 35% de proteina bruta (Purina, Brasil) adicionada
de oxitetraciclina comercial com 50% (m/m) de OTC
base, foi fornecida a taxa de aproximadamente 4% da
biomassa por dia, dividida em duas alimentagdes, as
8h e as 16h. A ragdo adicionada de OTC a 200, 400 e
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500 pg g' foi mantida refrigerada, e a concentragdo
de OTC fornecida para cada tratamento foi de
aproximadamente 8, 16 ¢ 20 ug g' de biomassa de
camardo por dia, respectivamente. Trés camardes
foram coletados de cada tanque no 1°, 5°, 10°, 139,
169, 192 e 22¢ dia apés o término do fornecimento
do antibidtico. O musculo e a carapaca dos animais
foram separados cuidadosamente, embalados com
papel aluminio e congelados a -20°C para avaliagdo do
tempo de deplegdo da droga.

Amostras de agua dos tanques e de hepatopancreas
dos animais foram coletadas para a realizacdo de
contagens de Vibrio spp. de acordo com o método
citado por Silva et al. (1997), com o intuito de verificar
a interferéncia do antibidtico na populacdo dessas
bactérias.

A temperatura e o oxigénio dissolvido (oximetro Y SI
Incorporation 550A, EUA), a salinidade (refratometro
Atago S-10E, EUA) e o pH (medidor digital de pH
Homis 1002PH, Brasil) da agua dos tanques foram
monitorados diariamente durante todo o cultivo.

Foi utilizado o teste F para analisar a homogeneidade
dos dados quanto a varidncia. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
Foi utilizada regressdo linear nos resultados obtidos
nas analises de OTC na carapaca.

Resultados e Discussao

Os cromatogramas obtidos para a solugdo padrdo a
0,1 pg mL"!, para o masculo do camardo fortificado
a 0,1 ug g! e para o musculo de camarfo isento de
OTC, sao apresentados na Figura 1. A Figura 2 mostra
os cromatogramas da carapaga com OTC ¢ da carapaga
isenta de OTC. Nas condigdes cromatograficas
utilizadas, foram obtidos o tempo de retencdo de
OTC de 6,9 min e o coeficiente de correlagdo linear
de 0,9998 para OTC em solugdo, na faixa de trabalho
de 0,02 a 0,4 ug mL!. Para OTC no extrato da matriz
na faixa de trabalho de 0,02 a 0,4 pg g, o coeficiente
de correlagdo foi de 0,9997, a recuperagdo relativa
foi de 106,0+17,1%, na concentragdo de fortificagdo
de 0,1 pg g', a repetibilidade como coeficiente de
variacdo foide 16,1% e os LDM e LQM foram de 0,006
¢ 0,019 ug g'!, respectivamente. O método demonstrou
ser seletivo, e ndo houve interferentes da matriz no
tempo de retengdo do analito (Figura 1).

O LDM e 0 LQM do método de Nogueira-Lima et al.
(2006), com as modificacoes realizadas neste trabalho,

foram inferiores aos do método original, estimados em
0,05 ug g'. Esses resultados indicam que o método foi
otimizado e que atende ao LMR de 0,1 ug g! para OTC
de acordo com as diretrizes estabelecidas pela Unido
Europeia (European Medicines Agency, 1990). O limite
de deteccdo obtido no presente trabalho também foi
inferior ao apresentado por varios autores que utilizaram
a CLAE-DAD para a determinagdo de OTC, em varias
espécies de camardo que variou de 0,008 a 0,5 pg g
(Uno, 2004; Reed et al., 2004, 2006; Uno et al., 2006;
Faroongsarng et al., 2007; Gomez-Jimenez et al., 2008).
A recuperagdo relativa e o coeficiente de variagao (CV)
calculados para a concentragdo de 0,1 ug g estdo dentro
da faixa de 70 a 110% para recuperacdo ¢ CV maximo
de 20% estabelecidos pelo Codex Alimentarius (2003).
A recuperac@o obtida com as modificagdes realizadas
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Figura 1. Cromatogramas para oxitetraciclina (OTC) e
tetraciclina (TC): solugdo padrao de OTC e TC a 0,1 pg mL"!
(A); extrato do musculo de camardo marinho (Lifopenaeus
vannamei) fortificado a 0,1 pg g de OTC e TC (B); e extrato
do musculo de camarao isento de OTC e TC (C).

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v.44, n.7, p.738-745, jul. 2009



742

no método de Nogueira-Lima et al. (2006) foi maior
que a definida no método original, de 81,68+1,54%.
Esses resultados possivelmente se devem a repeticdo da
etapa de extracdo e a inclusdo da etapa de limpeza em
fase solida, modificagdes que promoveram uma extragao
mais eficiente em comparagdo com a do método original.

Absorbancia (mAU)
E
L

Absorbancia (mAU)
7.045 - OTC

0+

Tempo (min)

Figura 2. Cromatograma de amostra de carapaga de camarao
marinho (Lifopenaeus vannamei) isenta de oxitetraciclina
(OTC), obtido no tratamento controle (A); cromatograma
de amostra de carapaca de camardo com OTC, obtido no
tratamento de 500 pug g de OTC na ragdo (B).

B.R.B. de O. Lavorante et al.

Os coeficientes de correlagdo linear para OTC em
solucdo e no extrato da matriz fortificado foram
considerados satisfatorios pelo critério de aceitagao de
r > 0,90, estabelecido pelo Inmetro (2007).

Lightner (1996) relata que, para o controle efetivo
de vibrioses em camardes da espécie P. japonicus, foi
necessario o fornecimento de OTC de 45 a 150 pg g*!
de biomassa de camardo. No presente trabalho, foram
delineados tratamentos com baixas concentragdes de
OTC porbiomassa,de 8, 1620 ug g, confirmadas pela
analise das racdes que apresentaram as concentragdes
de 200, 400 e 500 ug OTC g'. Essas baixas dosagens
foram necessarias para comprovar, utilizando animais
in vivo, que o limite de deteccdo do método obtido
atende aos requisitos estabelecidos de quantificagdo.

Nao houve diferenca significativa entre as
médias de concentragdo de residuos de OTC nos
musculos de camarao dos trés tratamentos (Tabela 1).
As concentragdes no primeiro dia depois de cessada
a administracdo da droga estavam abaixo do LMR de
0,1 pg OTC g! (European Medicines Agency, 1990).
Nao foi detectado residuo de OTC nos musculos, em
todos os tratamentos, a partir do quinto dia apds o
término da medicacdo. Nas carapagas dos tratamentos
de 400 e 500 pg g', o limite de deteccdo para OTC foi
atingido no décimo dia ap6s o término da dosagem de
OTC na ragdo. Porém, no tratamento de 200 ug g, a
deplegdo da droga foi verificada somente no 132dia apds
o término do fornecimento da medicacdo (Tabela 1,
Figura 3). Apesar dos diferentes tempos de deplecao
constatados na carapaga, as médias dos resultados
entre os tratamentos ndo diferiram estatisticamente.
As concentragdes de OTC na carapaga dos camardes
de todos os tratamentos permaneceram abaixo do
LMR no quinto dia ap6s a suspensao do fornecimento
da droga.

Tabela 1. Tempo de deplecdo residual de oxitetraciclina (OTC) na carapaga e musculo de camardo marinho (Litopenaeus
vannamei) nas diferentes concentragdes de OTC adicionadas a ragdo™.

Dia apos a Tratamentos (pg g)
medicagdo 200 400 500
Musculo Carapaca Musculo Carapaca Musculo Carapaca
1° 0,028+0,006 0,13+0,06 0,037+0,007 0,15+0,09 0,014+0,004 0,051+0,006
5 -2 0,049+0,001 - 0,045+0,001 - 0,017+0,007
10° - 0,038+0,007 - - - -
13° - - - - - -

(WMédias+desvio-padrdo. ®Valores ndo detectaveis.
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As médias e os intervalos de confiangca para
temperatura, salinidade, pH e oxigénio dissolvido
foram de 30,54+2,78°C, 30,18+0,61 g L', 8,36+0,34 ¢
5,75+0,82 mg L', respectivamente. As médias entre os
tratamentos, para todos os pardmetros avaliados, ndo
apresentaram diferencas significativas. Também néo
houve diferenca significativa entre os tratamentos para
as contagens de Vibrio spp. na agua e no hepatopancreas,
embora valores maximos de contagem tenham sido
observados neste ultimo.

Os resultados bacteriologicos obtidos sdo pertinentes
para o pouco ou nulo efeito da droga devido as baixas
concentracdes estabelecidas, pois ndo foi verificada
diferenca estatistica entre os tratamentos. Nao existiu
relacdo entre o numero de bactérias das amostras de
agua e hepatopancreas e a concentragdo de OTC no
musculo e na carapaga. No entanto, o numero de
vibrios no hepatopéncreas foi, em média, superior ao
verificado na agua.

O uso de antibidticos na aquicultura deve ser
devidamente controlado, pois a desinformacdo ¢ a
negligéncia podem originar o uso tanto de subdosagens
quanto de superdosagens. Ambas as situagdes podem
induzir a resisténcia bacteriana (Mendes et al., 2004).
A administragdo de subdosagens pode levar a rapida
propagacdo de genes com resisténcia a multiplos
antibioticos (Moriarty, 2003), com possibilidade de
transferéncia de plasmidios de resisténcia entre espécies
provenientes do ambiente aquatico € o homem (Rhodes
et al., 2000). Varios autores afirmaram a necessidade
de controlar a utilizagdo de farmacos, aditivos e
fertilizantes na aquicultura, pois o descontrole pode
afetar os ecossistemas marinhos e costeiros e também
a saude humana (Holmstrom et al., 2003; Lalumera

020 200 pg g’y = -0,05In(x) + 0,133 R = 0,820

. 400 pg gy =-0,02In(x) + 0,061 R? = 0,545
0,15

500 pg g’ y=-0,02In(x) + 0,048 R>= 0,911

0,10

Concentragdo
de OTC (pg g")

0,05

Dias ap6s suspensdo da medicag¢do

Figura 3. Concentragdes de residuo de oxitetraciclina (OTC)
na carapaga de camardo marinho (Lifopenaeus vannamer)
apo6s a suspensdo da droga, nas diferentes concentragoes
de OTC adicionadas a ragdo. Foram utilizadas as médias
de duas injecdes no equipamento para duplicatas de cada
tratamento.

et al., 2004; Le et al., 2005; Christensen et al., 2006;
Lyle-fritch et al., 2006).

Para o controle do uso de drogas, ¢ necessario
conhecer o tempo de deplegdo. Verificou-se, no presente
trabalho, que o tempo de deplecdo de OTC foi menor
no musculo (cinco dias) que na carapaca (13 dias), em
todos os tratamentos. Esse menor tempo de deplecao
da droga pode estar associado a baixa concentragdo de
OTC administrada na ra¢éo, pois Nogueira-Lima et al.
(2006), ao submeterem camardes cultivados em tanques
aum tratamento com 4.500 pug g!' de OTC na ragéo por
14 dias, observaram que a concentragdo de OTC no
musculo diminuiu para 0,05 pug g' apenas no 25° dia
apos a suspensdo do tratamento. Gomez-Jimenez et al.
(2008) verificaram que foi necessario um periodo de
dez dias apoés o término do tratamento com OTC a
5.000 pug g' naragdo por 14 dias para que a concentragao
de OTC no musculo de L. vannamei diminuisse para
0,01 pg g'.

Segundo Uno (2004), a carapaga dos camardes ¢
uma estrutura importante na distribuicdo de OTC.
Bray et al. (2006) utilizaram concentragdes entre 4.500
e 22.500 ug g' dessa droga na ragdo, e observaram
que a interrup¢do do crescimento do exoesqueleto
poderia estar associada a formacao primaria de célcio
e magnésio. Arias et al. (2007) citam que a OTC
apresenta a propriedade de formar complexos metalicos
com cations divalentes por ser uma molécula receptora
de elétrons. A carapaca dos camardes ¢ formada por
15 a 20% de quitina, 25 a 40% de proteinas e 40 a
55% de sais inorganicos, principalmente carbonato de
calcio, um ion divalente (Marthur & Narang, 1990).
Os grupos acetamidas da quitina se ligam aos cations
metalicos (sais) e formam a carapaga.

Os processos que envolvem aumento de temperatura,
como o cozimento, diminuem em apenas 20% as
concentracdes de OTC em amostras de carapaca.
Em amostras cruas, a OTC ¢é acumulada e retida
formando complexos metalicos, o que dificulta a
remogdo da droga de estruturas dessa natureza.
No entanto, em musculo, até 80% da OTC ¢ eliminada
quando submetida ao mesmo procedimento (Uno et al.,
2006).

Diante do exposto, é recomendavel avaliar a
concentracdo de OTC no camardo inteiro e ndo
somente no musculo, contrariamente a determinagao
de orgdos regulamentadores como a Comunidade
Europeia e a Food and Drug Administration (FDA),
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que estabelecem os limites de 0,1 ¢ 0,2 pg g' para
OTC em tecidos animais, respectivamente (European
Medicines Agency, 1990; Codex Alimentarius, 2006).

Conclusoes

1. O método validado atende ao uso pretendido,
pois apresenta um dos mais baixos limites de detec¢do
definidos para métodos que empregam a CLAE-DAD.

2. Os coeficientes de correlacdo para oxitetraciclina
em solugdo e no extrato da matriz fortificado, faixa
de trabalho, recuperacgdo relativa e repetitividade sdo
satisfatorios, de acordo com as normas vigentes.

3. O acumulo de residuo de oxitetraciclina, quando
administrada na ra¢do, é maior na carapaga que no
musculo de camarfo marinho Litopenaeus vannamei,
sobretudo devido a diferenga na composigao estrutural
das partes da matriz.
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