RIZIKOVE FAKTORY POTRAVOVEHO RETAZCA

REZIDUA PENICILINOV V TKANIVACH ZVIERAT STANOVENE METODOU
HPLC

DETERMINATION OF PENICILLIN RESIDUES IN ANIMAL TISSUES BY
HPLC ANALYSIS

Lohajova, L.

Katedra chémie, biologie a biochémie, Univerzita veterinarskeho lekarstva,
Komenského 73, 041 81 Kosice, Slovenska republika

ABSTRACT

The method for simultaneous determination residues of several penicillins at trace levels
was recently developed [1]. Identification was validated in animal tissues such as muscle, liver,
kidney and they were these penicillin compounds: benzylpenicillin, phenoxymethylpenicillin,
ampicillin, amoxicillin, nafcillin, oxacillin, cloxacillin and dicloxacillin. This method involves
extraction of the penicillins with phosphate buffer pH 9 followed by cation exchange solid phase
extraction clean-up. Extracted residues were derivatized with benzoic anhydride and next with
triazole/HgCl, prior to reversed phase HPLC with mobile phase containing acetonitrile and with
UV determination at 325 nm. The method detection limit is approximately 3 — 11 pug/kg and the
limit of determination is lower then 25 pug/kg in line with criteria of the EU decision No.
93/256/EEC [2].

Uvod

Antibiotikd su antimikrobidlne latky pdOsobiace antibakteridine, bakteriostaticky alebo
baktericidne v takych koncentraciach, ktoré eSte neposkodzuju makroorganizmus.
Antimikrobidlne latky sa Siroko pouzivaju v mnohych oblastiach nasho Zivota. NajznamejSie je
ich terapeutické vyuzitie u fudi a zvierat. Okrem toho maju svoje uplatnenie vo veterinarnej
medicine ako profylaktikum za uU€elom zabezpecenia optimalneho zdravia a na zvySenie
produktivity rastu zvierat a na technologické ucely v potravinarskom priemysle. V krajinach EU a
u nas sa pre nutricné ucely pouzZivaju len také antibiotika, ktoré sa nepouzZivaju v humanne;j
medicine.

Penicilin je vysokoucinné antibiotikum so Sirokou spolahlivostou vSeobecne pouZivané
vo veterinarnej medicine. Je to organicka kyselina — 6—aminopenicilanova, ziskana z kultur
plesne Penicillium chrysogenum, ktora ked sa pestuje démyselnym fermentaénym postupom,
produkuju sa velké mnozstva klu¢ového intermediatu. NovSie derivaty su pripravené pridanim
postrannych skupin v R polohe. Désledok tychto substitucii zahfha :

1. pokles lability kyseliny a teda zvySenie gastrointestinalnej absorpcie 2.
rezistenciu k destrukcii penicilinazou (B-laktamazou) a
3. rozSirenie spektra organizmov citlivych na zlu€eninu.

Z tychto dbsledkov vyplyvaju vyhody, pre ktoré sa tieto beta-laktamové antibiotika pouZivaju vo
veterinarnej medicine :

a) toxicita na nizkej urovni

b) 4cCinnost proti Sirokému spektru mikroorganizmov citlivych na zli¢eninu

c) moznost oralnej a parenteralnej aplikacie v klinickej praxi.

Tato ich Siroké aplikacia je v8ak potencionalnym a vefkym rizikom pre konzumentov z hladiska
perzistencie rezidui v potravinach Zivo€iSneho pdvodu. Pre konzumenta produktov Zivoc&idnej
vyroby je s ohladom na vlastné zdravie délezita informacia, & potrava, ktord konzumuje,
obsahuje rezidua lie€iv resp. ak aj su pritomné, & ich koncentracia prekraCuje maximalny
zédkonom stanoveny limit.
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Material a metodika
V oblasti analyzy penicilinov rozliSujeme zhruba dve skupiny:
1. screningové metddy zaloZené na imunologickych a mikrobiologickych technikach, ktoré su
citlivé voci urcitym skupinam penicilinov, ale nerozliSuju ich
2. metddy umozfiujuce Specificki chemicku alebo fyzikalnu separaciu lie€iv pre ich detekciu,
identifikaciu a kvantifikaciu (chromatografické a elektroforetické).
V oblasti analyzy rezidui penicilinov je najefektivnejSou a mala by byt aj najrozSirenejSou
separacnou metddou vysokoucinna kvapalinova chromatografia. Umozruje separovat a
kompletne kvantitativne a kvalitativne, Casto simultanne, analyzovat zlozky komplikovanych
biologickych systémov.

Zvierata a tkaniva

Pre stanovenie rezidui sa pouzivaju vzorky tkaniv potravinovych zvierat, pri lieCbe
ktorych sa beZne davkuju penicilinové preparaty. Ide o hovadzi dobytok, ovce, kozy, oSipané i
hydinu. M6Zeme odobrat vzorky svalovych tkaniv, pe€ene a obliCiek.

Analyticka metdda

Izolacia a identifikacia rezidui penicilinov takmer v stopovych mnozstvach z biologického
materidlu zahffia tieto komplikované nasledovné postupy, ktoré mézeme rozdelit' zhruba do 4
faz:

a) Pufrova extrakcia

Je to homogenizécia, extrakcia penicilinov fosfatovym timivym roztokom pH 9, centrifugacia.

b) Cis kolonové Cistenie

Cistenie a koncentrovanie na koléne, o predstavuje extrakciu na pevnej faze, ktora je
najucinnejsi a najrychlejsi sposob izolacie.

c) Predkolénova derivatizacia

Nevyhnutna je derivatizacia a to kombinaciou 1,2,4-triazolu a HgCl,, eluovanie mobilnou fazou
s acetonitrilom ako organickym rozpustadlom a fosfatovym timivym roztokom.

d) LC stanovenie

Alikvot eluentu sa aplikuje na kolénu HPLC (s UV spektrofotometrickym detektorom) s pouzitim
obratenej (reverznej) fazy. Rychlost prietoku 1 ml/min. Pik rozsahu kazdého z 8 penicilinov je
mozné detekovat pri 325 nm.

Vysledky

Metédu je mozné UspeSne aplikovat pre izolaciu, identifikaciu a kvantifikaciu rezidui 8
penicilinov vo svalovom tkanive i organoch oSipanych, hovadzieho dobytka, oviec, kéz a
hydiny. PriebeZne sa Studuje stabilita pracovnych roztokov a derivatizovanych penicilinov pri
réznych podmienkach skladovania. Cely pracovny postup sa zvladne za 8-hodinovy pracovny
Cas. Iné antibiotika pri stanoveni neinterferuju. Retenéné €asy su od 5,5 min. po 27,5 min.
Detekéné limity su v rozsahu od 3 do 11 pg/kg, limity kvantifikacie su od 10 do 36 pg/kg. Limity
stanovenia od 25 po 75 ug/kg a vSetky koreSponduju s kritériami EU [1].

Zaver

Metédy HPLC stanovenia penicilinovych rezidui vyvinuté v poslednom ¢ase poskytuju velmi
citivy a spofahlivy postup pre simultannu analyzu rozliCnych penicilinovych preparatov
v tkanivach réznych druhov zvierat. Metédy su vhodné pre nizky detekény limit, vysoku
selektivitu a moznost identifikacie jednotlivych lie€iv, rychlost’ a presnost.

Spracovanie prispevku bolo podporené grantom VEGA 1 /7021 / 20.
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