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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF CHLOROAMPHENICOL, THIAMPHENICOL AND FLORFENICOL RESIDUES
IN BOVINE MILK BY MICELLAR ELECTROKINETIC CHROMATOGRAPHY. A micellar electrokinetic chromatographic
method (MEKC) is described for determining residues of amphenicols(chloramphenicol,thiamphenicol and florfenicol) in bovine
milk. MEKC is conducted by using a separation buffer consisting of 20 mM Na,HPO,, 10 mM Na,B,0,, 50 mM SDS at pH 8.0;
UV detection at 210 nm and 10 kV of voltage. The limit of detection ranged from 4.3-5.3 pug L-'. The MEKC method was
applied for the simultaneous determination of amphenicols in milk samples spiked with amphenicols at three concentration
levels: 10, 30 and 50 pg L. Recoveries ranging from 91-105% were obtained by following a simple extraction/preconcentration
procedure.
Keywords: micelar electrokinetic chromatography; amphenicols; milk.
INTRODUCAO em Streptomyces venezuelae, em 19488, Sua ampla utilizacdo em

O uso difundido de antibidticos pelos produtores e médicos
veterindrios no tratamento de doengas infecciosas de vacas leitei-
ras, principalmente nas mastites, e a utilizagdo de drogas na ali-
mentacdo animal, como suplemento de dietas, t€ém contribuido para
a presenga de antimicrobianos no leite bovino'?. Outras condigdes
que podem determinar a presencga de residuos de antimicrobianos
no leite sdo a higieniza¢do de equipamentos e utensilios da indds-
tria e/ou a adi¢do proposital de drogas para encobrir a deficiéncia
na qualidade higiénica do leite e aumentar seu tempo de vida dtil*.

A presenga de antibidticos no leite, resulta em grande preocu-
pacdo para a industria de laticinios, além de representar um risco
para a saide do consumidor.

Em relagiio ao consumidor, o leite contendo antibiéticos pode
provocar reagdes alérgicas, assim como choque anafildtico em indi-
viduos sensiveis. Outro risco a ser considerado € o consumo de leite
com altos niveis de residuos de antibidticos por gestantes, tendo em
vista que alguns antibidticos, como nitrofuranos e tetraciclinas, pos-
suem efeitos carcinogénicos que podem levar a alteracdes no desen-
volvimento dsseo fetal. Além de reagdes alérgicas e de indugdo de
quadros patolégicos (ex.: cloranfenicol pode causar anemia croni-
ca), os residuos de antibidticos possibilitam o risco de indugdo
bacteriana e, posteriormente, a transferéncia de multirresisténcia entre
os microrganismos através de plasmidios>®. Do ponto de vista da
industria de laticinios, considera-se indesejavel a presenca de resi-
duos de antibidticos, em func@o da sua interferéncia no crescimento
dos cultivos iniciadores durante a elaboragio de queijos e iogurtes,
causando sérios prejuizos econdmicos’.

O cloranfenicol é um antibiético da classe dos anfenicdis, de
amplo espectro e altamente efetivo, que foi isolado originalmente
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todo mundo tem variado, devido a associagdo de anemia aplasica
(uma doenca geralmente fatal) com a exposicdo ao cloranfenicol,
ainda que presente em baixos niveis de concentragido®!!. O uso de
cloranfenicol em animais produtores de alimentos estd banido nos
Estados Unidos, na Unido Européia e em outros paises. Recente-
mente, residuos de cloranfenicol foram encontrados em carcacas
de peixes e em mel produzidos na Asia'2.

O tianfenicol e florfenicol s@o antibidticos com estruturas si-
milares ao cloranfenicol, os quais ndo estdo associados com o apare-
cimento de anemia apldsica, sendo usados via oral para controle de
infeccdes em seres humanos. Esses antibidticos também sdo ex-
tensivamente utilizados no tratamento de doengas infecciosas de
bovinos, suinos e aves.

Embora nenhum desses anfenicdis seja aprovado para uso em
gado leiteiro, existe a possibilidade que um ou mais possam ser uti-
lizados para tratamento de uma variedade de doengas que acometem
o gado leiteiro, gerando residuos desses antibidticos no leite.

Pelos fatos acima expostos e visando a protecdo do consumi-
dor, a Unido Européia (EU) e o “Food and Drug Administration”
(FDA) dos Estados Unidos estabeleceram um limite maximo de
residuo (MRL) permitido (ou reconhecido como aceitdvel) para
residuos de antibiéticos em alimentos. A Tabela 1 mostra os valo-
res de MRL para os antibidticos pertencentes a classe dos anfenicdis.

A grande maioria dos métodos descritos na literatura para de-
terminacdo de residuos de anfenicéis em leite, ovos, tecidos de
peixes e de animais produtores de alimentos sdo métodos cromato-
graficos'®?!. Todavia, apenas trés deles permitem a determinagio
simultidnea de cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol em amostras
reais, tais como musculos de peixes'>! e de animais' e leite bovi-
no®.

Nos ultimos anos, a eletroforese capilar (CE) tornou-se uma
técnica popular devido a simplicidade, ao alto poder de separag@o,
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Tabela 1. Limites maximos de residuos (MRL) de anfenicéis
permitidos (ou reconhecidos como aceitdveis) no leite e em outros
tecidos animais na Unido Européia (EU) e nos Estados Unidos
(EUA)

Anfenicol Espécies MRL (pg/kg) Tecido
Cloranfenicol - 0 (EU e EUA) -
Tianfenicol Bovina 50 (EU)? Leite
50 (EU)? Miisculo
50 (EU)? Rim
50 (EU)? Figado
Frango 50 (EU)? Misculo
50 (EU)? Rim
50 (EU)? Figado
Florfenicol Bovina 10 (EUA)® Leite
48¢ Leite
Frango 100 (EU) Miisculo
200 (EU)¢ Pele
2500 (EU)! Figado
750 (EU)¢ Rim

*Official Journal of the European Communities — Commission Regu-
lation (EC) No 1000/98 of 13 May 1998, L 142/20; *FDA Compli-
ance Program Guidance Manual, National Drug Residue Milk
Monitoring Program, Food and Drug Administration, Rockville,
MD, 1997, Section 7303.039; ‘R.E. Baynes et al., Regulatory Toxi-
cology and Pharmacology 29 (1999) 287 e “Diario Oficial de las
Comunidades Europeas — Reglamento (CE) No 2385/1999 de la
Comision de 10 de novembre de 1999, L 288116.

baixo tempo de andlise e pequeno consumo de amostra e de
solventes*?. Dentre os diferentes modos de CE a cromatografia
eletrocinética micelar (MEKC)?**, que faz uso de solugdes
micelares de tensoativos i6nicos, tem se mostrado uma técnica muito
atrativa para separag¢do de diversas classes de medicamentos, in-
cluindo antibidticos, agentes antiinflamatdrios ndo esteroidais, este-
roidais e analgésicos®. Entretanto, a eletroforese capilar com detec-
¢do UV-Visivel ndo tem sido aplicada para andlise de residuos de
medicamentos em niveis de pequenas partes por bilhdo (ug L),
devido a sua menor detectabilidade intrinseca® .

No melhor do nosso conhecimento, nio existe nenhum método
descrito na literatura cientifica indexada para determinacdo de re-
siduos de anfenicéis em leite bovino por CE. Em vista disso, e
dada a importancia de se monitorar a quantidade de antibidticos da
classe dos anfenicdis tanto para a saide publica, como para as in-
dustrias laticinistas, desenvolveu-se nesse trabalho um método que
permite a separacdo e a quantificagdo simultdnea de anfenicéis
(cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol) em leite bovino, utilizan-
do a técnica de eletroforese capilar em seu modo MEKC.

Foi obtida suficiente detectabilidade para a determinagdo de
residuos de anfenicéis em leite bovino através de um procedimen-
to simples de tratamento das amostras, que permitiu a extracdo e a
pré-concentrag¢do dos referidos analitos.

Os limites de deteccdo obtidos neste trabalho foram suficien-
temente baixos para determinar concentracdes de tianfenicol e
florfenicol abaixo dos MRL permitidos em leite bovino.

PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes e solucoes

Todas as solucdes utilizadas neste trabalho (solug¢des padrio,
solugdes estoque, solugdes tampao) foram preparadas utilizando agua
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ultrapura obtida de um sistema de purificagdo de dgua Millipore
milli-Q plus (Bedford, MA, EUA). Os anfenicéis (cloranfenicol,
tianfenicol e florfenicol) foram de procedéncia Sigma (St. Louis,
MO, EUA). Solugdes padréo estoque (100 g mL") de cada anfenicol
foram preparadas em dgua, sendo armazenadas em frascos escuros e
sob refrigeracdo para evitar possivel decomposi¢do. Solucdes pa-
drdo de trabalho de cada anfenicol (solu¢des padrdo individuais) ou
de uma mistura de anfenicéis (solu¢des padrdo combinadas) foram
preparadas diaria ou semanalmente, por dilui¢do adequada das cor-
respondentes solu¢des padrdo estoque com dgua. Padrdes prepara-
dos em agua foram empregados nos estudos envolvendo a otimizagao
das condicdes de separagdo e quantificacdo simultanea dos anfenicdis
por CE em seu modo MEKC.

Todos os solventes e reagentes utilizados foram de grau anali-
tico. Metanol, acetonitrila, acetato de etila foram de procedéncia
Merck (Darmstadt,Germany). Os reagentes NaH, PO,, Na,B,0.,
SDS (Sigma, St. Louis, MO, EUA), NaOH e H,PO, (Merck,
Darmstadt, Germany) foram usados na preparacido das solugdes
tampdo. Essas solucdes foram filtradas através de unidades Millex-
HV de 0,45 um da Millipore (Bedford, MA, EUA).

Equipamentos

Todas as investigagdes foram realizadas em um sistema de
eletroforese capilar’® HP (Hewlett-Packard, Waldbronn, Alemanha)
equipado com um autoamostrador e um detector diode array. Um
software comercial (ChemStation, HP) foi usado para controlar o
sistema, coletar ¢ manipular os dados.

Condicoes eletroforéticas

A eletroforese capilar em seu modo MEKC foi realizada em
um capilar de silica fundida (HP, G1600-60311) de 75 um de d.i.,
48,5 cm de comprimento total e 40 cm de comprimento efetivo. A
separagdo foi conduzida aplicando-se um potencial de 10 kV (po-
laridade: do anodo ao céatodo) a temperatura de 25 °C. O tampao de
separacdo empregado foi Na,HPO, (20 mM), Na,B,O, (10 mM) e
SDS (50 mM), cujo pH foi ajustado ao valor 8,0 com uma solucdo
de H,PO, 1M. Antes de ser utilizado o capilar foi lavado sucessiva-
mente com H,0, HCI 1M, H,0, NaOH 0,1M e H,O por 5 min cada,
e finalmente lavado com o tampdo de separagdo por 15 min. Antes
de cada andlise o capilar foi condicionado via o seguinte ciclo de
lavagem: H,O por 5 min, NaOH 0,IM por 5 min, H,O por 5 min e
tampdo de separacdo por 5 min. O protocolo de injecdo foi inicia-
do com 2 min de H,0, 2 min do tampéo de separagdo, seguido da
injecdo hidrodindmica de padrdes e amostras a 20 mbar por 7 s. As
medidas fotométricas foram realizadas em um comprimento de onda
de 210 nm.

Amostras

Para a aplicagio analitica do método, utilizaram-se 6 amostras
recentes de diferentes tipos de leite bovino integral, de origem co-
nhecida e livres de antibidticos. Essas amostras foram fortificadas
com solugdes padrdo de anfenicdis (cloranfenicol, tianfenicol e
florfenicol) a trés niveis de concentragio: 10, 30 e 50 ug L' .

Procedimento para a determinacio de anfenicéis em
amostras de leite bovino integral

Amostras de leite fortificadas com anfenicéis (20 mL) foram
transferidas para tubos de centrifuga. Na seqiiéncia, foram adicio-
nados 30 mL de acetato de etila e a mistura foi agitada mecanica-
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mente por 3 min. Apds centrifugacdo a 4000 rpm por 5 min a fase
organica foi separada, transferida para frasco apropriado e evapo-
rada até a secura em um evaporador rotatério com banho de dgua
mantido a 45 °C. O residuo seco foi reconstituido em 300 UL de
dgua desionizada, centrifugado por 3 min a 4000 rpm e injetado
diretamente no sistema de eletroforese capilar ou armazenado a
25 °C até o momento da andlise. Para cada tipo de leite analisado
uma amostra néo fortificada foi tratada segundo o procedimento
acima descrito, para um controle negativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A eletroforese capilar com detec¢do UV/Visivel ndo apresenta
detectabilidade suficiente para a quantificacdo de residuos de
anfenicdis presentes em leite bovino nos niveis de MRL exigidos
pela UE e pelo FDA. Para contornar esse problema e aumentar a
detectabilidade, um procedimento simples de tratamento das amos-
tras visando o isolamento do analito da amostra bioldgica (“clean-
up”) e sua pré-concentracdo foi desenvolvido. As otimizagdes das
varidveis quimicas e instrumentais, bem como as etapas de trata-
mento da amostra para encontrar as condi¢des mais adequadas do
método e sua conseqiiente aplicacdo a determinacgdo de residuos de
antibidticos da classe dos anfenicéis em leite bovino, sdo discuti-
das a seguir.

Variaveis quimicas e instrumentais do método

Os métodos descritos na literatura que utilizam CE para deter-
minacdo de anfenicéis em plasma humano*? e em colirios medi-
cinais® empregam diversos tampdes aquosos, tais como &dcido
acético/acetato de sddio, fosfato, tetraborato de sédio em presenga
de dodecil sulfato de sédio e acetonitrila. Entretanto, esses méto-
dos s6 foram aplicados para determinag¢do de um udnico antibidtico
da classe dos anfenicéis. Assim, como primeiro objetivo, procu-
rou-se encontrar um tampao aquoso que permitisse a separagio e
quantificacdo simultanea dos anfenicéis estudados (cloranfenicol,
tianfenicol e florfenicol).

Testaram-se 4 sistemas tampdo: 78% NH,Ac (10 mM), pH 4,6
e acetonitrila 22%; NaH,PO, (25 mM), pH 2,45; Na,B,O, (25 mM),
pH 9,24 e Na,HPO, (20 mM), Na,B,0, (10 mM), SDS (50 mM),
pH 9.3.

Os resultados obtidos mostraram que a melhor separacdo dos
anfenic6is foi obtida com um sistema tampao constituido por uma
mistura de Na,HPO, (20 mM), Na,B,O, (10 mM), SDS (50 mM),
pH 9.3. Escolhido o melhor tampéo de separagdo, a influéncia do pH
foi estudada no intervalo de 6,0 a 10,0, ajustado com uma solucdo de
dcido fosférico 1M ou com uma solugio de NH,OH 1M. Obtive-
ram-se os melhores resultados em termos de resolucdo, sensibilida-
de e tempo de andlise com o sistema tampdo acima descrito em pH
8,0.

Um estudo da concentragdo 6tima de cada componente do sis-
tema tampao em questdo foi realizado em pH 8,0, mantendo-se
constante a concentragdo dos outros componentes. A concentragio
de Na,HPO, foi variada de 10 — 30 mM, a concentragdo de Na,B,O,
de 5 —20 mM e a concentracdo de SDS de 25 — 75 mM. Os melho-
res resultados em termos de resolugdo, sensibilidade e tempo de
andlise foram obtidos com o seguinte sistema tampdo: Na,HPO,
(20 mM), Na B0, (10 mM), SDS (50 mM), pH 8,0. Portanto, esse
sistema tampao foi utilizado como tampao de separacido no pre-
sente trabalho.

A adicio de modificadores organicos, tais como acetonitrila e
metanol, também foi estudada. Observou-se que a adi¢do de tais
modificadores organicos em concentragdes de 5 — 10% (V/V) au-
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mentou o tempo de andlise, sem afetar a resolugdo e, assim, o seu
uso foi descartado.

O efeito da temperatura na seletividade foi investigado entre
15 e 25 °C. A temperatura de 25 °C mostrou um melhor compro-
misso entre seletividade e tempo de corrida dos eletroferogramas.

A influéncia da diferenca de potencial (ddp) aplicada na sepa-
racdo dos anfenicdis foi estudada no intervalo de 5 — 25 kV, obser-
vando-se uma diminuicdo do tempo de andlise com o aumento da
ddp aplicada. Entretanto, a eficiéncia de separacio dos anfenicdis
diminui com o emprego de ddp elevadas. Em vista disso, selecio-
nou-se uma diferenga de potencial de 10 kV como voltagem de
trabalho.

O melhor valor de comprimento de onda (A) para a detecc@o
dos analitos estudados, determinado com um detector por arranjo
de diodos, foi de 210 nm.

A injec@o dos analitos (volume de injegdo: 25,0 nL) foi efetu-
ada em modo hidrostdtico a 20 mbar, sendo o tempo de injegdo
hidrostatica fixado em 7 s, jd que tempos maiores provocaram o
aparecimento de picos mal definidos.

Nos estudos acima descritos foram empregados padrdes de
anfenicdis preparados em dgua. Com as otimizacdes acima
estabelecidas e utilizando inje¢@o hidrodinamica, foi possivel al-
cangar limites de deteccdo (determinado como a concentragdo do
analito que produziu um sinal trés vezes maior que o ruido do sis-
tema) em torno de 0,30 mg L', sem pré-concentragio dos analitos.
Observa-se claramente pelos dados da Tabela 1 que a detectabilidade
acima obtida ndo ¢ suficiente para permitir a andlise de residuos de
anfenicdis em leite bovino por CE. A fim de aumentar a detec-
tabilidade do método e determinar os anfenic6is em baixas con-
centracdes, desenvolveu-se neste trabalho um procedimento sim-
ples de tratamento das amostras que permitiu a extragdo e a pré-
concentracdo dos analitos.

Etapas de tratamento das amostras

Amostras bioldgicas sdo caracterizadas por sua complexidade.
Elas contém muitos componentes que podem interferir e tornar
sua andlise mais dificil. Em vista disso, € necessdrio um pré-trata-
mento dessas amostras (extrac@o, pré-concentracdo, etc.) para que
possam ser obtidas em um meio apropriado e em concentragdes
adequadas para sua injecdo no sistema de CE.

Os métodos analiticos descritos na literatura para andlise de
antibidticos apresentam vdrias etapas em comum. Um ponto con-
cordante € que uma das primeiras e mais dificeis etapas exigidas
para andlise de antibidticos € sua extragio e o isolamento do analito
(“clean-up”) da amostra bioldgica®>*, Este é um pré-requisito para
todas as metodologias analiticas, embora o grau em que ¢ feito
varie amplamente.

As técnicas comumente utilizadas para extracdo e “clean-up”
de antibidticos de amostras bioldgicas (soro, plasma, urina, leite,
etc.) envolvem alguma forma de extragdo liquido-liquido ou extra-
¢do em fase solida. A extrag@o por fluido supercritico tem atraido
interesse devido ao seu potencial para andlise de antibidticos®, mas
devido a exigéncia de equipamento especializado ndo tem encon-
trado ampla aplicag@o.

A maioria dos métodos existentes para a determinac@o de resi-
duos de antibiéticos em leite bovino exigem a precipitacdo das
proteinas do leite e a extragdo em solventes organicos polares.
Moats* analisou criticamente os varios métodos usados para ex-
tragdo e/ou desproteinizagdo de antibiéticos no leite bovino e em
tecidos animais.

Os antibidticos da classe dos anfenicdis podem ser extraidos
de matrizes bioldgicas com um solvente orginico®. A desproteini-



Vol. 29, No. 5

zacdo/extragdo geralmente € realizada com metanol, acetonitrila
ou acetato de etila®’.

No presente trabalho, todos esses solventes foram testados e o
que propiciou os melhores resultados foi acetato de etila. Conforme
observado por outros autores*’*, constatou-se também no presente
trabalho que uma tnica etapa de extragdo com acetato de etila é
suficiente para a extragdo quantitativa dos antibidticos da classe dos
anfenicois. Além disso, obtiveram-se extratos extremamente lim-
pidos, sem residuos de gorduras. Portanto, a conjun¢@o dos resulta-
dos experimentais acima descritos possibilitou o desenvolvimento
de um procedimento simples de desproteinizacio/extracdo com
acetato de etila, permitindo apds etapa de centrifugagdo e evapora-
¢do (para a pré-concentra¢do dos analitos) uma injegdo direta dos
analitos no sistema de eletroforese capilar.

Os parametros eletroforéticos da andlise e detalhes gerais do
tratamento da amostra para andlise de residuos de anfenicdis
(cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol) em leite bovino sdo mos-
trados na Tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros eletroforéticos e tratamento da amostra para
analise de residuos de anfenicéis em leite bovino

Parametros Método Proposto

210 nm

Comprimento de
onda de deteccdo
Tampao de separagdo Na HPO, (20 mM), Na B O, (10 mM),
SDS (50 mM), pH 8,0
Silica fundida, 75 pm de d.i., 48,5 cm
de comprimento total e 40 cm de
comprimento efetivo
Hidrodindmico: a 20 mbar por 7 s

25 nL

10 kV

Capilar utilizado

Modo de injecdo
Volume de injecdo
Diferenca de

potencial aplicada
Polaridade
Temperatura
Tratamento da amostra
(leite bovino)

Do anodo ao citodo
25 °C

Precipitag@o das proteinas e extra¢ao
quantitativa dos anfenicdis com acetato
de etila.
Evaporagdo do solvente em evaporador
rotatdrio e reconstitui¢do do residuo em
300 uL de dgua desionizada

Validacdo do método analitico proposto

Nos métodos bioanaliticos, ao contrdrio de muitos outros mé-
todos analiticos, as solug¢des padrdo para calibragdo devem ser pre-
paradas na mesma matriz bioldgica das amostras (livre do analito)
e extraidas da matriz segundo o mesmo procedimento empregado
para as amostras®“.

As curvas analiticas para os anfenicéis selecionados (cloran-
fenicol, tianfenicol e florfenicol) foram obtidas pela fortificacio
da matriz (leite bovino integral livre de antibidticos) com solugdes
padrdo combinadas de anfenicdis, utilizando-se grificos de padro-
nizac@o externa e foram lineares em um intervalo de concentragio
de 9 — 65 pg L. As solugdes padrdo preparadas no leite foram
tratadas segundo o mesmo procedimento de extracdo/pré-concen-
tragdo descrito para as amostras antes de serem injetadas no equi-
pamento de CE.

Empregou-se o método da padronizagdo externa ja que para
propoésitos quantitativos ndo se observou nenhuma vantagem sig-
nificativa usando o método do padrdo interno. Na preparac¢do das
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curvas analiticas foram empregadas seis solugdes padrdo combi-
nadas, de concentracdo varidvel. Cada ponto da reta de calibracio
de um determinado anfenicol corresponde ao valor médio obtido a
partir de trés medidas independentes (n=3) da darea de pico dos
eletroferogramas. Os valores das dreas de pico normalizadas versus
as concentragdes foram utilizados para aplicar a regressdo linear
via método dos minimos quadrados.

O limite de detecgdo (LOD)** foi considerado como a con-
centracdo do analito que produziu um sinal trés vezes maior que o
ruido do sistema e variou de 4,3 a 5,3 pg L. O limite de quantifi-
cagdo (LOQ)*3, adotado como a menor concentra¢do do analito
que produziu um sinal dez vezes maior que o ruido do sistema com
um grau de confianga aceitdvel (desvio padrdo relativo, RSD < 15%),
variou de 8,3 a 9,0 ug L'. A precisdao do método proposto (incluin-
do as etapas de extragdo/pré-concentraciio das amostras e a separa-
¢do por MEKC), expressa como RSD, foi determinada em condi-
¢oes de repetibilidade (intradia) pela andlise sucessiva de dez
replicatas (n=10) de uma solug¢do padrdo combinada preparada na
matriz e contendo 20 pg L' de cada anfenicol. Em todos os casos o
valor de RSD foi menor que 6,0% para a quantificagdo dos
anfenicdis. Uma boa precisdo também foi obtida nos tempos de
migracdo (menor que 0,8% em todos os casos, 0 que demonstra a
eficiéncia do tampao proposto).

Na Tabela 3 sdo mostradas as caracteristicas de desempenho
investigadas no processo de validagdo do método analitico propos-
to, as quais foram determinadas com o devido rigor estatistico*
e segundo as diretrizes preconizadas nos procedimentos de valida-
¢éo de métodos cromatogrificos e eletroforéticos**’.

A Figura 1 ilustra um eletroferograma tipico de uma solucio
padrdo combinada contendo 3 mg L' de cada anfenicol em H,O e
um eletroferograma para uma amostra de leite bovino fortificada
com 10 pug L' de cada anfenicol (apés sofrer o processo de extra-
¢do e pré-concentragdo proposto). Os picos dos eletroferogramas
dessas amostras foram identificados pela compara¢do com uma
base de espectros previamente compilada pelos autores.

A Tabela 4 mostra os valores das recuperagdes obtidas através
da adigdo de trés niveis de concentrag¢do de anfenicéis (10, 30 e 50
ng L) a um conjunto de seis amostras reais livres de antibidticos.
Como pode ser visto, as recuperacdes variaram de 91 a 105% (para
cinco determinacdes independentes, n=5) e o desvio padrio relati-

(@)
n 1
A
2
v 3
J
s T . = E3 = =
Tempo (min)
o5
(b)
o]
m 03 1
2
I 3
o)
o1
ag)

s
Ternpo (min)

Figura 1. Eletroferogramas obtidos analisando: (a) uma solu¢do padrdo
combinada contendo 3 mg L de cada anfenicol em meio aquoso, (b) uma
amostra de leite bovino fortificada com 10 ug L' de cada anfenicol apds
sofrer o tratamento de extragdo e pré-concentragdo proposto. 1. tianfenicol;
2. florfenicol; 3. cloranfenicol
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Tabela 3. Caracteristicas de desempenho do método eletroforético proposto
Analito y =a+ bx* r* RSD® Area(%)" RSDe¢ tempo(%) LOD? (ug L) LOQe (ug L)
Tianfenicol a = 0,006 (= 0,003) 0,9997 3,2 0,65 4,3 8.3

b = 0,463 (+ 0,005)
Florfenicol a=0,011 (= 0,004) 0,9995 4,7 0,78 4.8 8,6

b = 0,336 (= 0,009)
Cloranfenicol a = 0,005 (= 0,004) 0,9993 5,8 0,56 5.3 9,0

b = 0,244 (+ 0,007)

‘a = intercepto; b = coeficiente angular. Valores obtidos a partir de 3 medidas independentes (n=3); r = coeficiente de correlacdo; ‘RSD =
Desvio padrio relativo das dreas de pico e dos tempos de migragdo (n=10); ‘LOD = limite de detecgdo e °LOQ = limite de quantificac@o.

Tabela 4. Andlise de amostras de leite bovino fortificadas com diferentes concentra¢des de antibidticos da classe dos anfenicéis

Amostras * Anfenicol Adicionado Encontrado® Recuperacdo média RSDe (%)
(ng LY (ug LY (%), (n=5) (n=5)

A Cloranfenicol 10 9,1 91 7,5
Florfenicol 10 9,3 93 6,8
Tianfenicol 10 9,5 95 6,3
B Cloranfenicol 30 28.5 95 6,9
Florfenicol 30 29,1 97 6,6
Tianfenicol 30 30,9 103 5,9
C Cloranfenicol 30 28,8 96 6,5
Florfenicol 30 30,6 102 5,4
Tianfenicol 30 30,3 101 6,1
D Cloranfenicol 50 49.0 98 6,1
Florfenicol 50 51,5 103 6,3
Tianfenicol 50 50,5 101 5,8
E Cloranfenicol 10 9,5 95 6,3
Florfenicol 10 10,5 105 7,3
Tianfenicol 10 10,2 102 6.4
F Cloranfenicol 50 49.0 98 7,1
Florfenicol 50 51,0 102 5,7
Tianfenicol 50 50,5 101 5,9

*Amostras de leite bovino integral conhecidas e livres de antibidticos;

relativo (RSD).

vo (RSD) variou de 5,4 a 7,5%, comprovando a eficiéncia do méto-
do proposto.

CONCLUSOES

Foi desenvolvido um método alternativo utilizando a técnica de
eletroforese capilar em seu modo MEKC para determinacdo quanti-
tativa simultanea de residuos de anfenicéis em leite bovino. O pro-
cedimento analitico proposto neste trabalho € simples, rapido, pre-
ciso, exato e suficientemente sensivel para permitir o monitoramento
de residuos de tianfenicol e florfenicol abaixo dos valores de MRL
estabelecidos pela EU ou pelo FDA (EUA) para leite bovino.
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