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O mel e um produto natural pelo que a sua comercializagéo a sua comercializagdo esta sujeita
a Legislagao Europeia, que proibe a sua comercializag&o na presenca de guaisqguer residuos
de antibioticos.

Os antibicticos sao usados no tratamento de abelhas com o intuito de combater infecgbes
associadas as doencas da Loque Americana e Loque Europeia que atacam as larvas das
abelhas levando a destruigao da colmeia. As sulfonamidas sao,um dos grupos de antibioticos,
mais usados pelos apicultores. Deste modo a implementagac de meétodos analiticos que
permitam a deteccao e quantificagao destes residuos afigura-se uma tarefa fundamental.

O presente trabalho teve como objectivo a validacao e aplicagao de um método de HPLC com detector
de fluorescéncia para a analise de 8 sulfonamiclas em amostras de mel: sulfametazina, sulfisoxazol,
sulfatiazol, sulfamerazina, sulfametoxipiridazing, sulfadoxina, sulfametoxazol e sulfadimetoxina.

A separacao foi efectuada numa coluna de fase reversa a temperatura de 32°C. A fase movel
usada consistiu numa solugao tampao de acetato:acetonitrilo (70:30) usada em modo isocratico.
O tempo da corrida foi de 35 minutes. Os comprimentos de onda de excitagdo e de emissao
usados foram 405nm e 495nm, respectivamente.

Tadas as solugdes foram sujeitas a uma derivatizacdo com uma solugao de fluorescamina.
A linearidade do método para cada sulfonamida foi testada no intervalo de concentragdes de
1-200ng/mL apresentando repetibilidade e precisao intermédia inferiocres a 4,3%. Os limites de
deteccéo e quantificagdo para cada uma das sulfonamidas analisadas foram da ordem dos
2-5ng/mbL e 6-15ng/ml., respectivamente. A exactiddo do metodo foi ainda aferida recorrendo
a analise de solugdes de controlo de qualidade tendo-se obtido, em geral, erros relativos
percentuais inferiores a 5%.

Este metodo foi aplicado na detecgao e quantificacéo de residuos de antibioticos em amostras
de mel, sendo os resultados comparados com os obtidos pelo método enzimatico gualitativo
CHARM Il (metodo aprovado pelo US FDA para a analise de residuos em mel).
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Determinagao de sulfonamidas no mel por
um método de HPLC-fluorescéncia
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O mel é um produto natural e a sua comercializacdo esta sujeita a Legislagdo Europeia, que proibe a sua comercializagio na
presenga de quaisquer residuos de antibiéticos.

Os antibiéticos sdo usados no tratamento de abelhas com o intuito de combater infecgdes associadas as doengas da Loque
Americana e Loque Europeia que atacam as larvas das abelhas levando a destruicdo da colmeia. As sulfonamidas sdo um dos
grupos de antibiéticos mais usados pelos apicultores. Deste modo a implementagdo de métodos analiticos que permitam a
detecgdo e quantificagdo destes residuos afigura-se uma tarefa fundamental.

Validagéo e aplicagdo de um método de HPLC
com detector de Fluorescéncia para a anélise

de 8 sulfonamidas em amostras de mel.

M.

{1) sulfametazina

. : (3) suifatiazol
{2) sulfisoxazol

Fase movel em modo isocratico: tampéo acetato (pH 5):acetonitrilo (70:30) <H

Fluxo da fase mével: 0,5 mL/min
Temperatura da coluna: 32 °C

Coluna: Prontosil 120-5 C18 SH (150 x 4,6 mm)
Detector: Fluorescéncia FP-2020 Plus, Jasco
Deteccdo: 405 nm de excitagdo e 495 nm de emisséo

HEG
Heo

{4) sulfamerazina

(5) sulfametoxipiridazina

(6) sulfadoxina

(7) sulfametoxazol

8 1 Cromatograma de uma solugéo padrao
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Linearidade: 5 calibragbes; 9 solugcbes padrao de diferentes concentragdes (1-200 ppb).
Repetibilidade: 3 solugdes de controlo de qualidade analisadas 7 vezes cada: [SCQ1]=3 ppb; [SCQ2]=15 ppb; [SCQ3]=25 ppb.
Precisdo intermédia: valores médios das areas dos antibiéticos obtidos em diferentes dias de analise.

Parametros da calibragao

Substancia Declive | Ord Orig R
Sulfametazina 10,4 1,66 0,9991
Sulfisoxazol 7,12 -1,18 0,9991
Sulfatiazol 7,83 -2,17 0,9991
Sulfamerazina 7,93 -0,75 0,9992
Sulfametoxipiridazina 2,88 -1,04 0,9991
Sulfadoxina 4,36 4,01 0,9992
Sulfametoxazol 6,41 -4,92 0,9989
Sulfadimetoxina 5,05 -3,01 0,9990
Repetibilidade
: [SCQ1)=3 (ppb) |[SCQ2]=16 (ppb) | [SCQ3]=26 (ppb)
Substancia Sr% Sr% Sr%
St ina 29 03 0,7
Sulfisoxazol 3,0 0.9 1,0
Sulfatiazol 38 05 0,5
Sulfamerazina 33 06 0.4
Sulfametoxipiridazina 3.0 04 0.7
Sulfadoxina 68 1,6 0.8
Sulfametoxazol 19 13 06
Sulfadimetoxina 24 03 03

Precisdo intermédia

oo

{8) suifadimetoxina

R Solugdo padrdo 1 | Solugao padrao 2
Substancia Sr% Sr%
Sulfametazina 6,3 3,6
Sulfisoxazol 6,2 4,1
Sulfatiazol 37 3,2
Sulfamerazina 44 34
Sulfametoxipiridazina 6,2 3,8
Sulfadoxina 8,2 57
Sulfametoxazol 52 3,1
Sulfadimetoxina 2. 4.2
Limites de detecgdo (LD) e de quantificagao (LQ)
LD LQ
Substancia (ppb) (Ppb)
Sulfametazina 1,9 6,3
Sulfisoxazol 1,9 6.6
Sulfatiazol 19 6,3
Sulfamerazina 19 6,6
Sulfametoxipiridazina 3,8 126
Sulfadoxina 3,7 12,3
Sulfametoxazol 41 136
Sulfadimetoxina 4,5 14,8
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O método de andlise de sulfonamidas por HPLC implementado cumpre os requisitos ao nivel da
repetibilidade e reprodutibilidade.
O método apresenta limites de deteccdo inferiores aos do método CHARM Il (método de
referéncia).



