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Ligusd chromatography has become the analytical method of chowce for the identificatin
and gquantification of antibwotic residues i food Floorescence detection has been
proved to be a valuable 1ool for satibsotic reviduc analysis, where interferences from
food components must be reduced or climmated, due of the higher specifity and
m--.-l,.
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INTRODUCAO

Um elevado nimero de compostos orginicos sio fluorescentes, ¢ por isso,
os métodos fluorimétnicos 1ém uma grande aplicagio tanto em ofisica, como
em bioquimica molecular, em andlise quimica ¢ quimica farmacéutica, ¢ em
quimica climca (1).

Os agentes antimicrobianos, que possuam propnedades fluorescentes podem
ser efectivamente detectados por fluorimetria, uma vez que, a intensidade da
emissdo de fMluorescéncia ¢ directamente proporcional ao poder da radiacdo de
excitagdo,

A deteccio fluorimétnica ¢ um poderoso meio analitico na anilise de
residuos, principalmente quando hi a necessidade de reduzir ou mesmo elimi-
nar as interferéncias alimentares, uma vez que existem PoUCos COMPOSIOs
naturais que possuam fMworescéncia nativa. A principal desvantagem deste
sistema de detecglio é que apenas poucos compostos exibem fuorescéncia
nativa. Contudo, podem ser preparados derivados fluorescentes (2).

A derivatizagdo quimica dos antibidticos em fluordforos, quer antes ou
apds a andlise cromatografica, ¢ realizads no sentido de melhorar a sensibilidade
¢ especificidade do procedimento analitico (3)

No caso da derivatizacio pré-coluna a resolugdo cromatogrifica pode ser
posta em risco, dado que a reacglio de denivatizagio pode dommar as propnedades
cromatogrificas do derivado. Variagdes subtis nas propricdades cromatogrificas
dentro de um grupo de compostos relacionados, podem ser eliminadas através
de um procedimento de denvatizagio (4).

A denvatizagio pds-coluna ndo afecta directamente as propricdades dos
antibidticos. Tem a vantagem de nfio ser necessdrio um passo de denvatizacio
dos compostos em scparado, sendo os analitos primeiramente separados
cromatograficamente das interferéncias, antes de serem denvatizados. Contudo,
a reacgdo quimica deve ser ripida, dentro do tempo de andlise cromatogrifico,
no sentido de conservar a informagio cromatografica. Além disso, 2 quimica
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TETRACICLINAS
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largamente exploradas para fins analiticos (5) (6) (T) (B) (9) (10).
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€0, que apresentam uma fluorescéncia mais intensa (9.
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A tetracichina (TC), oxitetraciclina (OTC), e dimetilclorotetracicling exibem
fuorescéncia em solugio alcalina, tendo uma intensidade maxima a pH= |0-
ll.mmm&wﬁdeW{L_}:d:muh{l_]ﬂm
mmwmﬂimhmmimmm:mmmimkw
a 390 nm, ¢ um miximo de emissio 3 510 nm. Observou-se que os valores
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solucio alcalina, 0 que indica que a espécie fluorescente ¢ a forma yonizada
do grupo fendlico-b-dicetona (13}
Cnmhunupmﬁbﬂndcdeﬂmmimm.épmﬂuln aplicagio de um
método por cromatografia liquida de alta resolucio (HPLC) com detecgdo
fluorimétrica para a determinagio sensivel ¢ especifica das tetraciclinas.
No entanto, observam-se alguns problemas das tetracichinas nas colunas
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por fluorescéncia (15). O ido trmimetilamonio (TMA) ¢ usado como agente
wmmﬂm&m:m-wmm
e a sua resolucio cromatografica (16). Sharma e Bevill (17) descrevem um
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clilenodiaminatetracetato (EDTA) ¢ excesso de clorotetraciclina (CTC).
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polimérico (19).

0O método [hmimétﬁmmndﬂtmﬁm;hduﬁni:liu:d:ﬁ;hﬁ}
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Hayes ¢ Du Buy (20) procederam & conversio da OTC no derivado
amdro, por aquecimento com dcido seguida da medida da intensidade da
fluorescéncia a um pH alcalino.

Blanchflower ei al (21) desenvolveram um método por HPLC para a
determinagio da CTC a niveis residuais em misculo de suinos, que se
baseia na conversio da CTC no seu derivado iso-CTC altamente fluores-
cente sob condigdes alcalinas. A detecgdo (Muorimétrica do derivado
soclorotetraciclina (lexe= 340 nm, lem = 420 am) for realizada em tampdo
ghena a pH=12, de modo a melhorar a sensibilidade ¢ especificidade do
metodo. A OTC e TC nio interferem no ensaio. A CTC ¢ a dnica tetraciclina
que forma um derivado fluorescente mas condigdes alcalinas descritas. As
outras tetraciclinas requerem a quelagdo com ides metalicos, come por exemplo,
aluminio ou magnésio,

Denivatizacio similar foi aplicada 4 andlise da OTC ¢ CTC em tecidos
uimi:{ll}mﬂTEmnﬁwhd:u]nﬂnllli.ﬂmzntnnmui]
descrevem um método sensivel automatizado para o controlo de residuos de
OTC em misculo de salmio. Neste ¢ utilizado um sistema HPLC com
derivatizagdo pos-coluna ¢ detecglio fluorimétrica. O derivado fluorescente &
obtido através da imadiacio da OTC em solugio alcalina. Os espectros de
excitagho ¢ de emissdo do denvado apresenta maximos a 358 ¢ 460 nm para
a excitagio ¢ emissdo, respectivamente.

Iwaki et al (14) apresentaram um método muito sensivel para a determimacio
da OTC, TC e CTC par HPLC com detecedo fluorimétrica (lexc = 390 nm,
bem = 512 am), aplicada a amostras de misculo de salmio prateado fortifica-
das. Este método bascia-se na adigio a fase movel de etilenodiaminatetracetato
dissddico (EDTA) e cloreto de cilcio (CaCl, no sentido de aumentar a
HMMD:numw“mm&ﬂmm&mﬂm
concentragbes de EDTA ¢ CaCL, de 25 ¢ 35 mM respectivamente, ¢ para um
pH da fase movel de 6,5,

Hasgsma e Scherpenisse (24) referem um método por HPLC com
detecgdo Muorimétrica para a determinagio da OTC, TC, CTC e doxiciclina
(DC) em tecidos animais incluindo, peixe ¢ ovos a um nivel inferior a 10
mgkg. A detecgdo fluonimétrica foi efectuada apos a adigho pos-coluna de
acetato de magnésio, no tampdo de dcido borico a pH=9, 3 um comprimento
#mﬁd:uﬁuqlnd:!linmn:mmnﬁcmhdcemiﬂndc
500 nm.

Em 1995, foi descrito um método para a determinacio simultinea da
OTC. TC ¢ CTC em amostras de figado, rim e misculo, por HPLC utilizando
derivatizagho pds-coluna com ides aluminio a 60°C. Formam-se, deste modo,
complexos tetraciclina-aluminio, altamente fluorescentes, que sio detectados
por fluorescéncia. O detector ¢ estabelecido a um lexe = 390 nm ¢ a um
lem = 490 nm (25).

Ars Pharmaceunca, M:0; 27-17, 1997
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PENICILINAS

Obtemos uma maior sensibilidade ¢ especificidade na detecgio das peni-
cilinas através da sua denvatizagio e detecgio fluonmétnica. A detecgdo no
U.V. a 200-300 nm esta sujcita a interferéncias enddgenas do leite ¢ camnes,
que absorvem no mesmo comprimento de onda (26).

Um dos processos de denvatizagdo, envolve no scu pnmeiro passo a
hidrdlise do ancl b -lactimico pela pemicilase em idroxido de sddio, devido
4 degradagio da penicilina. O dcwdo penicildico reage com o cloreto de
mercuno formando o penilaldeido, que pode reagir com a dansilhidrazina
dando ofigem a produtos fluorescentes (26).

Estc mctodo foi aplicado a B penicilinas neutras no leite, Munns et al (27)
submeteram uma amostra de leite a uma hidrohise enmmatica micial, de modo a
facilitar a diferenciacio do matenal miterferenie através da formacio de um
peniciloato a partir da cadera b -lactimica da pemicilina correspondente. As
cspécics aldeidicas terminais sio formadas subsequentemente com cloreto de
mercurnio 11, e depois o peniciloaldesdo ¢ extraido com diclorometano. A determinacio
¢ feuta por HPLC de fasc inversa, sendo a detecgio melborada através da deriva-
tizagio com dansilhudrarma, de modo a tomar o peniciloato fluorescente (lexc = 254
nm, lem = 500 am), A aphcagdo deste método ¢ limitada para o grupo isoxazolilo
(oxaciclina, cloxaciclina e dicloxacichina), ums vez que estas sio s parcial-
menie hidrolizadas pela penicilase, mesmo a temperaturas clevadas.

Tsuji et al (28) descreveram um método fluorimétrico sensivel para a
anilise simultinea da penicilina ¢ do produto de biotransformacio, o dcido
peniciloico. Este método ¢ bascado na formagdo de uma base de Schifl
fluorescente, resultante da reacgio entre a dansilhidrazina ¢ o penilaldeido, os
quais podem ser produzides a partir da reacgio do dcido penicildico e o
cloreto de mercurio em meio dcudo (lexc = 320 am, lem = 510 nm).

Existem vanos métodos de determinagdo fluonmétrica das aminopenicilinas
(29) (30) (31) (32) (33) (34) (35) (36).

Pemicilinas com um grupo amino pnmano na cadea lateral podem ser
denvatizadas com fluorescamina (37) e sdo determinadas MMuonmetncamente
apos oxidaclo electroquimica pds-coluna “on-line™ (38).

Para a detecgiio por fluorescéncia, outras pemcilinas foram derivatizadas
com a 9-fluoreniimetil- cloroformato (39), com o-fMalaldeido (40) ou com o 7-
Nuoro-4-mitrobenzeno-2-oxa- 1, J-diazole (NBD) (41).

Kusnir et al (42) prepararam ¢ punficaram um denvado fluorescente da
ampicilina por reaccdo com a fluorescamina.

Rogers et al (40) verificaram que a reacgdo de denvatizagio pos-coluna
com o orto-flalaldeido pode ser aplicada a antibidticos b -lactimicos contendo
uma funcio amina pnmina. A detecglio foi efectuada a um lexc= 350 nm ¢
a um lem= 450 nm.

drs Pharmacesiica. 38:1; 37-17, 1997
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melhor retencio nas colunas C,,, sendo possivel a scparacio das penicilinas
m-mﬂhm:mﬂmdﬂpﬂm:-mpﬂm
para a sua estabilidade.
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Em 1974, Miyazaki et al (30) referem a determinacio quantitativa da
amoxicilina ¢ do seu metabolito o dcido peniciléico. O fcido penicildico da
mnﬁ:ﬂiuﬁrm.mpmdm:ﬂummmimmempmduﬁwl.mmluﬁu
m:lm&mu;mnﬂﬁmcm-lmm}.

Em 1983, Miyazaki ct al (44) desenvolveram um método sensivel e
reprodutivel de determinacio da amoxicilina ¢ da ampicilina por HPLC,
hmhmm:mwhm&w,hmm
fluonimétrica para a ampicilina foi efectuada a um lexc = 345 nm ¢ lem = 420
nm, ¢ pars amoxiciling a um lexc = 355 nm e 2 um lem = 435 am.

hmqiﬁimruiumdﬂnmnunﬁmﬁmmwlm
degradagio com hipoclorito de sbdio (45).

Amﬁctlhhmmm&drmmmm
intensa em solugdo dcida, apos a hidrolise a temperaturas elevadas, como foi
referido por Jusko em 197] (19). A adicdo de formaldeido aumenta a reacclio
por reducio das propriedades basicas do grupo amino. Em solugio alcalina,
© composto fluorescente apresenta miximos incorrectos de excitagio ¢ de
mhﬂuhﬁmeuzmmﬁm.ﬂmmmm
bascado nestas observagies, podendo ser detectadas concentracdes inferiores
3 0.005 mg/ml. de ampicilina e/ou cido s-aminobenzilpeniciloico. De acordo
com o autor, 0 grupo aminobenzilo ¢ a clivagem do anel b-lactimico o
necessanos para a formagio do produte fluorescente.

Os métodos fluorimétricos desenvolvidos para a ampicilina (30) e
amoxicilina (33) sio essencialmente sensiveis para as a-aminopenicilinas, ¢
nio sio aplicdveis a muitas outras penicilinas.

AMINOGLICOSIDOS

Nos dltimos anos, a cromatografia liquida tem sido extensamente utiliza-
da como método de eleicio pars a determinagio de residuos de antibidticos
aminoglicosidos em leites ¢ tecidos animais (47).

Ary Pharmacentica, 3:1; 27-37, 1997
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Os antibidticos aminoghcdsidos foram determinados por HPLC com detecgio
fluonmétrica apos denvatizagdo com fluorescamina (48).

Shaik (49) descnvolven um método exacio, sensivel ¢ rapido para a
detecgio fluorimétrica da neomicina no leite. As condigdes cromatograficas

anteriormente para a determinagio da neomicina em tecidos
animais (50), foram aplicadas i determinagdo da neomicina no leite. Este
método apresenta excelentes hmites de detecgdo ¢ percentagens de recu-
peragdo. A neomicina foi determinada por HPLC com deteccdo fluonimétrica
(lexc = 340 nm ¢ lem = 455 nm) apds derivatizagio pos-coluna com orto-
ftalaldeido. Obteve-se uma percentagem de recuperagio da neomicina de
94% para o leite fortificado a 0,15-5 mg/L. O método foi utilizado para
detectar a ncomicina em leite de vacas doseadas por via intramuscular com
neomicina (10 mg/Kg). As concentragdes da neomicina foram de 0.2 mg/mL
respectivamente.

Agarwall efectuou uma derivatizagho pré-coluna com ono-ftalaldeido
(OPA) para a determinagio da genlamicina no tecido muscular de vaca (51)
¢ no leite (52), ¢ para a determinacdo da neomicina no leite (53). A analise
por cromatografia liquida foi efectuada numa coluna de fase inversa com
detecgio fluorimétnca (lexe = 340 nm ¢ lem = 418 nm). Para a gentamicina
efectuou uma derivatizagho “on-column™ com OPA em cartuchas de silica
Sep-Pak. O limite de detecglio obtido para a gentamicina, quer no tecido
muscular quer no leite foi de 0,2 mg/ml. Para isolar a neomicina no leite foi
usada uma resina de troca iomica Amberlite CG-50, seguida de denvatizagio
“an-column™ com OPA. As recupcraches vanaram entre 94 ¢ 102 % em
amostras fortificado entre 0.1 ¢ 0.5 mg/L, ¢ obteve-se um limite de detecgio
de 50 mg/ml.

Okayama ct al (47) referem a determunagio por HPLC da estreptomicina
utilizando a ninhidrina como reagente de denvatizacio pos-coluna e detecgio
fluorimétrica. O método foi aplicado a amostras de came de frango, tendo-se
obtido recuperagdes de 67% para o nivel de fortificagio de 2 mg/Kg.

Gerhardt et al (54) desenvolveram um método de determinacio da
estreptomicina ¢ dihidroestreptomicina em musculo de bovines ¢ suinos, e
rim por cromatografia liguida com detecgdo fuorimétrica apos denvatizacio
pos-coluna com 1.2-naftoquinona-4-écido sulfénico a um (lexc = 347 nm ¢
lem = 418 nm). Os limites de detecgdo obtidos foram de 10 ¢ 20 mg/Kg para
a estreplomicina ¢ dihidroestreptomicina respectivamente,

Este método foi aplicado ao leite (35). As amostras foram extraidas com
scido perclérico a 3,6 %, ¢ a estreptomicina ¢ dihidroestreptomicina foram
detectados por fluorescéncia apds denvatizacio pos-coluna com 1,2-nafloquinona-
4-acido sulfémico. Obtiveram-se limites de detecgio de 10 mg/Kg para a
estreptomicina ¢ 20 mg/Kg dihidroestreptomicina, Este reagenic de denvatizacio
feage com os compostos guaniding em solucio alcalina produzindo produtos

Ary Pharmacesrica, Mal; 17-37, 1997
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allamenic fluorescentes, como a estreptomicing, que contem 2 grupos guanidina
¢ forma compostos fluorescentes (56).

SULFONAMIDAS

As interferéncias observadas nas matrizes biologicas na detecglo das
sulfonamidas no U.V. a 280 nm, exigem uma detecgiio mais especifica (57).

A deteccio fluonmétrica reduz os niveis de “background™ ¢ ¢ mais
especifica para as sulfonamidas resultando num aumento de sensibilidade (47).

Apenas algumas sulfonamidas apresentam fluorescéncia nativa (58), deste
modo, s0 se pode obter detecgiio especifica por fluorescéncia apés denvatizagio.
Para as sulfonamidas, a fun¢io amina primiria ¢ o alvo das reacgles de
derivatizacho (59),

Aerts et al (57) procederam & denvatizagio pos-coluna das sulfonarmdas
com p-dimctilaminobenzaldeido, ¢ detecglio fluonmétrica em amostras de
carne, leite ¢ ovos. Verificaram que este procedimento devido i sua especificidade
permitia chminar as interferéncias ¢ aumentar a resposta cerca de 1.5 vezes,
permitindo a determinagio de residuos na ordem dos 5-20 mg/kg. com adequada
sensibilidade.

Petz (58) apresenta um meétodo por HPLC parm a analise selectiva de
sulfaguanidina ¢ sulfamilamina em tecidos animais (misculo ¢ figado), ovos
¢ leite a niveis de 0,01-0,1 mg'Kg. A sulfaguanidina ¢ sulfanilamina foram
detectadas pela sua fluorescéncia nativa (lexe= 275 nm ¢ lem= 340 nm). As
recuperagies de amostras fortificadas a 0,1 mg/Kg foi de 80% para a sulfamlamina
¢ de 62% suifagusmidina. Foram detectadas concentragdes de 0,27 mg/Kg
para a sulfamlamina ¢ 0,05 mg'Kg pam a sulfaguanidina no tecido muscular
de suinos aos quais for admmstrada uma mjecgio intramuscular de 2,1 g de
sulfanilamina ¢ 0,6 g de sulfaguanidina, ¢ sacrificados 24 horas apés.

Sista et al (60) descrevem um método por HPLC com derivatizagio pos-
coluna com fluorescamina para a derivatizagio da sulfapiridina. Este ¢ um
muite cspecifico mas pouco sensivel, 56 se detectam concentragdes de
sulfonamidas superiores a 100 mgKg. Outro factor negativo é o elevado
prego da fluorescamina.

CONCLUSAO

A cromatografia liguida de alta resolugio (HPLC) constitwi o método de
clewgdo mais extensamente utilizado na identificacio ¢ quantficacio de residuos
de antibibticos em alimentos, 2 nivel dos limites miximos recomendados
(LMR).

Ars Pharmacestica, 38:1; X7-37, 1997
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Entre os virios modos de detecgio disponiveis, a detecgio fluonmetnica

proporciona um maior grau de sensibilidade ¢ especificidade, reduzindo os
efeitos das interferéncias presentes neste tipo de matnz.
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